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Fig. 2.1. Diagrama de ubicacion en la hoja de las posiciones utilizadas para las
mediciones del SPAD.

Fig. 2.2. Dindmica de la densidad longitudinal de raices vivas (DLRV), en el estrato de
suelo de 0-60 cm para los hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD) durante el
llenado de frutos. Las flechas verticales continuas y discontinuas con trazo amplio y
cerca de las funciones ajustadas, indican el tiempo en el que los hibridos SG y FDD,
respectivamente, alcanzaron los picos de valores maximos de DLRV. Las flechas de
trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 (gris continua), R6
(gris discontinua) y R9 (negra continua). Las barras verticales en cada simbolo indican
+ 1 E. S. (n = 5). Los valores de R? de las funciones ajustadas se muestran junto a los
codigos de los tratamientos. Los valores de los parametros de las funciones ajustadas se
presentan en el Cuadro A1.3, Apéndice I. Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 2.3. Dindmica del indice de area foliar verde (IAFV), para los hibridos stay green
(SG) y fast dry down (FDD) durante el llenado de frutos. Las flechas negras de trazo
amplio, continuas y discontinuas, cercanas a las funciones ajustadas, indican el tiempo
de inicio de la caida de IAFV en SG y FDD, respectivamente. Las flechas de trazo
estrecho cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 (gris discontinua), R6 (gris
continua), y R9 (negra continua). Las lineas verticales continuas y discontinuas
coronadas cercanas al eje "x" indican el comienzo de la caida en DLRV en SG y FDD,
respectivamente. Las flechas grises continuas de trazo estrecho cercanas a las funciones
ajustadas para cada hibrido, indican el inicio de la senescencia de la hoja cuyas
posiciones se indica. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5).
Los valores de R* de las funciones ajustadas se muestran junto a los cédigos de los
tratamientos. Los valores de los parametros de las funciones ajustadas se presentan en el
Cuadro A1.3, Apéndice I. Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 2.4. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D) en
funcién del tiempo térmico (Tbh 4°C) desde la maxima expansién de la hoja de la
posicion 17, en los hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD). Las flechas negras
de trazo amplio, continuas y discontinuas, cercanas a las funciones ajustadas, indican el
momento en el que comienza la caida de la concentracion de clorofila total en SG y
FDD, respectivamente. Las flechas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los
momentos de R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las lineas verticales continuas y
discontinuas coronadas cercanas al eje "x" indican el comienzo de la caida en DLRV en
SG y FDD, respectivamente. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n
= 5). Los valores de R? de las funciones ajustadas se muestran junto a los c6digos de los
tratamientos. Los valores de los parametros de las funciones ajustadas se presentan en el
Cuadro A1.3, Apéndice I. Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 2.5. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D) en
funcién del tiempo térmico (Tb 4°C) desde la maxima expansién de la hoja de la
posicién 20, en los hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD). Las flechas negras
de trazo amplio, continuas y discontinuas, cercanas a las funciones ajustadas, indican el
momento en el que comienza la caida de la concentracion de clorofila total en SG y
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FDD, respectivamente. Las flechas de trazo estrecho cercanas al eje "x™" indican los
momentos de R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las lineas verticales continuas y
discontinuas coronadas cercanas al eje "x" indican el comienzo de la caida en DLRV en
SG y FDD, respectivamente. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n
= 5). Los valores de R? de las funciones ajustadas se muestran junto a los cédigos de los
tratamientos. Los valores de los pardmetros de las funciones ajustadas se presentan en el
Cuadro Al.3, Apéndice I. Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 2.6. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D) en
funcién del tiempo térmico (Th 4°C) desde la maxima expansion de la hoja de la
posicion 22, en los hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD). Las flechas negras
de trazo amplio, continuas y discontinuas, cercanas a las funciones ajustadas, indican el
momento en el que comienza la caida de la concentracion de clorofila total en SG y
FDD, respectivamente. Las flechas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los
momentos de R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las lineas verticales continuas y
discontinuas coronadas cercanas al eje "x" indican el comienzo de la caida en DLRV en
SG y FDD, respectivamente. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n
= 5). Los valores de R? de las funciones ajustadas se muestran junto a los cdigos de los
tratamientos. Los valores de los pardmetros de las funciones ajustadas se presentan en el
Cuadro Al.3, Apéndice I. Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 2.7. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D) en
funcién del tiempo térmico (Tbh 4°C) desde la maxima expansién de la hoja de la
posicion 24, en los hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD). Las flechas negras
de trazo amplio, continuas y discontinuas, cercanas a las funciones ajustadas, indican el
momento en el que comienza la caida de la concentracion de clorofila total en SG y
FDD, respectivamente. Las flechas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los
momentos de R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las lineas verticales continuas y
discontinuas coronadas cercanas al eje "x" indican el comienzo de la caida en DLRV en
SG y FDD, respectivamente. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n
= 5). Los valores de R? de las funciones ajustadas se muestran junto a los cédigos de los
tratamientos. Los valores de los parametros de las funciones ajustadas se presentan en el
Cuadro Al.3, Apéndice I. Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 2.8. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm) (D) en
funcién del tiempo térmico (Tbh 4°C) desde la maxima expansién de la hoja de la
posicion 27, en los hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD). Las flechas negras
de trazo amplio, continuas y discontinuas, cercanas a las funciones ajustadas, indican el
momento en el que comienza la caida de la concentracion de clorofila total en SG y
FDD, respectivamente. Las flechas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los
momentos de R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las lineas verticales continuas y
discontinuas coronadas cercanas al eje "x" indican el comienzo de la caida en DLRV en
SG y FDD, respectivamente. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n
= 5). Los valores de R? de las funciones ajustadas se muestran junto a los cdigos de los
tratamientos. Los valores de los parametros de las funciones ajustadas se presentan en el
Cuadro A1.3, Apéndice I. Datos correspondientes al Afio 1.
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Fig. 3.1. Dindmica de la cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico recogido
en los hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD) durante el llenado de frutos. Las
flechas indican los estadios fenoldgicos de R5.1 (gris discontinua), R6 (gris continua) y
R8 (negra continua). Las lineas verticales negras continuas y discontinuas coronadas
indican el comienzo de la caida en la DLRV en SG y FDD, respectivamente. Las lineas
coronadas asociadas a cada barra indican +/- 1 E. S. (n=5). Letras diferentes, por encima
de cada barra, indican diferencias significativas (p < 0.05) entre hibridos y dias desde
inicio de antesis. Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 3.2. Dindmicas de la evapotranspiracion de referencia (ETo) y del flujo de savia en
los hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD), durante el llenado de frutos. Las
flechas cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 (gris discontinua), R6 (gris
continua), y R9 (negra continua). Las lineas verticales continuas y discontinuas
coronadas cercanas al eje "x" indican el comienzo de la caida en DLRV en SG y FDD,
respectivamente. Cada valor de flujo de savia representa el promedio de las cinco
parcelas (n = 5). La evapotranspiracion de referencia fue estimada con la ecuacion de
Hargreaves et al. (1985). Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 3.3. Dindmica de la concentracion de trans-Zeatina en la hoja 17 en funcién del
tiempo térmico (Tb 4°C) desde la maxima expansion de la hoja, y en respuesta a
aplicaciones exdgenas de 8 ppm de soluciones de BAP y de trans-Zeatina en los
hibridos fast dry down (A) y stay green (B). La flecha continua cercana a la curva indica
el momento de inicio de la caida de la concentracion de clorofila total del tratamiento
control. Las flechas discontinuas cercanas a la curva indican los momentos de
aplicacion. Las flechas pequefias cercanas al eje "x" indican el momento de ocurrencia
del estadio R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las barras verticales en cada simbolo
indican +/- 1 E. S. (n = 5). Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 3.4. Dindmica de la concentracion de clorofila total (A, B), de la fotosintesis neta
(Pn) (C, D) y del rendimiento cuantico maximo de PSII (Fv/Fm) (E, F) en la hoja 17,
en funcion del tiempo térmico (Th 4°C) desde la maxima expansion de la hoja, y en
respuesta a aplicaciones exdgenas de 8 ppm de soluciones de BAP y de trans-Zeatina,
en los hibridos fast dry down (A, C, E) y stay green (B, D, F). La flecha continua
cercana a la curva indica el momento de inicio de la caida de la concentracion de
clorofila total del tratamiento control. Las flechas discontinuas cercanas a la curva
indican los momentos de aplicacién. Las flechas pequefias cercanas al eje "x" indican el
momento de ocurrencia del estadio R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las barras
verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 4.1. Dinamica de la densidad longitudinal de raices vivas (DLRV) en el estrato de
0-60 cm del suelo, en los hibridos fast fry down (FDD, A) y stay green (SG, B) durante
el llenado de frutos, para los tratamientos control (C) y desgranado (—F). La dinamica de
C es la que se presento en el Capitulo Il. Las flechas verticales continuas y discontinuas
con trazo amplio y cerca de las funciones ajustadas, indican el tiempo en el que los
tratamientos —F y C, respectivamente, alcanzaron los picos de valores maximos de
DLRV. Las flechas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1
(gris continua), R6 (gris discontinua) y R9 (negra continua). Las barras verticales en
cada simbolo indican + 1 E. S. (n = 5). Los valores de R® de las funciones ajustadas se
muestran junto a los codigos de los tratamientos. Los valores de los parametros de las
funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice IlI.
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Fig. 4.2. Iméagenes de las raices obtenidas en el tratamiento control del hibrido fast dry
down, a los 0 (A), 3 (B), 6 (C), 9 (D) y 12 (E) dias desde el inicio de antesis para las
profundidades 0-60 cm (1), 60-120 cm (2) y 120-170 cm (3). Recuadros rojos indican el
momento de inicio de la senescencia radical. Imagenes correspondientes al afio 1.

Fig. 4.3. Imagenes de las raices obtenidas en el tratamiento control del hibrido stay
green, a los 0 (A), 3 (B), 6 (C), 9 (D), 12 (E), 15 (F) y 18 (G) dias desde el inicio de
antesis, para las profundidades 0-60 cm (1), 60-120 cm (2) y 120-170 cm (3). Recuadros
rojos indican el momento de inicio de la senescencia radical. Imagenes correspondientes
al Ao 1.

Fig. 4.4. Imégenes de las raices obtenidas en el tratamiento desgranado del hibrido fast
dry down, a los 0 (A), 5 (B), 12 (C), 17 (D), 22 (E), 28 (F), 33 (G), 38 (H), 43 (I), 48
), 52 (K), 58 (L), 63 (M), 67 (N), 75 (N), 79 (0), 80 (P) y 84 (Q) dias desde el inicio
de antesis, para las profundidades 0-60 cm (1), 60-120 cm (2) y 120-170 cm (3).
Iméagenes correspondientes al Afio 1.

Fig. 4.5. Iméagenes de las raices obtenidas en el tratamiento desgranado del hibrido stay
green, alos 0 (A), 5 (B), 12 (C), 17 (D), 22 (E), 28 (F), 33 (G), 38 (H), 43 (1), 48 (J), 52
(K), 58 (L), 63 (M), 67 (N), 75 (N), 79 (O), 80 (P) y 84 (Q) dias desde el inicio de
antesis, para las profundidades 0-60 cm (1), 60-120 cm (2) y 120-170 cm (3). Imégenes
correspondientes al Afio 1.

Fig. 4.6. Dindmica de la cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico recogido
en los hibridos fast dry down (FDD, A) y stay green (SG, B) para los tratamientos
control (C) y desgranado (-F) durante el llenado de frutos. La dindmica de C es la que se
present6 en el Capitulo Ill. Las flechas indican los estadios fenolégicos R5.1 (gris
discontinua), R6 (gris continua) y R8 (negra continua). Las lineas verticales negras
continuas y discontinuas coronadas indican el comienzo de la caida en la DLRV en -F y
C, respectivamente. Las lineas coronadas asociadas a cada barra indican +/- 1 E. S. (n =
5). Letras diferentes, por encima de cada barra, indican diferencias significativas (p <
0.05) entre tratamientos (C y —F) y dias desde inicio de antesis, para cada hibrido. Datos
correspondientes al Afio 1.

Fig. 4.7. Dindmica del indice de &rea foliar verde (IAFV), para los hibridos FDD (A) y
SG (B) para los tratamientos de control (C) y desgranado (—F), durante el llenado de
frutos. Las flechas negras de trazo amplio, continuas y discontinuas, cercanas a las
funciones ajustadas, indican el tiempo de inicio de la caida de IAFV en -F y C,
respectivamente. Las flechas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los momentos
de R5.1 (gris discontinua), R6 (gris continua), y R9 (negra continua). Las lineas
verticales continuas y discontinuas coronadas cercanas al eje "x" indican el comienzo de
la caida en la DLRV en -F y C, respectivamente. Las flechas grises continuas de trazo
estrecho, cercanas a las funciones ajustadas para cada hibrido, indican el inicio de la
senescencia de la hoja cuya posicion se indica. Las barras verticales en cada simbolo
indican +/- 1 E. S. (n = 5). La dinamica de C es la que se presentd en el Capitulo II. Los
valores de R? de las funciones ajustadas se muestran junto a los cédigos de los
tratamientos. Los valores de los parametros de las funciones ajustadas se presentan en el
Cuadro A3.4, Apéndice I11. Datos correspondientes al Afio 1.

Fig. 4.8. Dinamica de la concentracién de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D), en
funcién del tiempo térmico (Tb 4°C) desde la maxima expansién de la hoja de la
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posicién 17, en los hibridos fast dry down (FDD, A, C, E, G) y stay green (SG, B, D, F,
H) para los tratamientos control (C) y desgranado (-F). La dindmica de C es la que se
presento en el Capitulo Il. Las flechas negras de trazo amplio, continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones ajustadas, indican el momento en el que comienza la caida de la
concentracion de clorofila total en -F y C, respectivamente. Las flechas discontinuas y
continuas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 y R9,
respectivamente. Las lineas verticales continuas y discontinuas coronadas cerca del eje
"x" indican el comienzo de la caida de la DLRV en -F y C, respectivamente. Las barras
verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los valores de R? de las funciones
ajustadas se muestran junto a los cddigos de los tratamientos. Los valores de los
parametros de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice III.
Datos correspondientes al afio 1.

Fig. 4.9. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D), en
funcion del tiempo térmico (Tb 4°C) desde la méaxima expansion de la hoja de la
posicién 20, en los hibridos fast dry down (FDD, A, C, E, G) y stay green (SG, B, D, F,
H) para los tratamientos control (C) y desgranado (-F). La dindmica de C es la que se
presento en el Capitulo Il. Las flechas negras de trazo amplio, continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones ajustadas, indican el momento en el que comienza la caida de la
concentracion de clorofila total en -F y C, respectivamente. Las flechas discontinuas y
continuas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 y RO,
respectivamente. Las lineas verticales continuas y discontinuas coronadas cerca del eje
"x" indican el comienzo de la caida de la DLRV en -F y C, respectivamente. Las barras
verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los valores de R? de las funciones
ajustadas se muestran junto a los cddigos de los tratamientos. Los valores de los
parametros de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice III.
Datos correspondientes al afio 1.

Fig. 4.10. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D), en
funcion del tiempo térmico (Tb 4°C) desde la méaxima expansion de la hoja de la
posicién 22, en los hibridos fast dry down (FDD, A, C, E, G) y stay green (SG, B, D, F,
H) para los tratamientos control (C) y desgranado (-F). La dindmica de C es la que se
presento en el Capitulo Il. Las flechas negras de trazo amplio, continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones ajustadas, indican el momento en el que comienza la caida de la
concentracion de clorofila total en -F y C, respectivamente. Las flechas discontinuas y
continuas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 y RO,
respectivamente. Las lineas verticales continuas y discontinuas coronadas cerca del eje
"x" indican el comienzo de la caida de la DLRV en -F y C, respectivamente. Las barras
verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los valores de R? de las funciones
ajustadas se muestran junto a los cddigos de los tratamientos. Los valores de los
parametros de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice III.
Datos correspondientes al afio 1.

Fig. 4.11. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D), en
funcién del tiempo térmico (Th 4°C) desde la maxima expansion de la hoja de la
posicién 24, en los hibridos fast dry down (FDD, A, C, E, G) y stay green (SG, B, D, F,
H) para los tratamientos control (C) y desgranado (—F). La dindmica de C es la que se
presento en el Capitulo Il. Las flechas negras de trazo amplio, continuas y discontinuas,
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cercanas a las funciones ajustadas, indican el momento en el que comienza la caida de la
concentracion de clorofila total en -F y C, respectivamente. Las flechas discontinuas y
continuas de trazo estrecho cercanas al eje "Xx" indican los momentos de R5.1 y R9,
respectivamente. Las lineas verticales continuas y discontinuas coronadas cerca del eje
"x" indican el comienzo de la caida de la DLRV en -F y C, respectivamente. Las barras
verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los valores de R? de las funciones
ajustadas se muestran junto a los cddigos de los tratamientos. Los valores de los
parametros de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice IlI.
Datos correspondientes al afio 1.

Fig. 4.12. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D), en
funcién del tiempo térmico (Th 4°C) desde la maxima expansion de la hoja de la
posicion 27, en los hibridos fast dry down (FDD, A, C, E, G) y stay green (SG, B, D, F,
H) para los tratamientos control (C) y desgranado (—F). La dinamica de C es la que se
presentd en el Capitulo 1l. Las flechas negras de trazo amplio, continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones ajustadas, indican el momento en el que comienza la caida de la
concentracion de clorofila total en -F y C, respectivamente. Las flechas discontinuas y
continuas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 y R9,
respectivamente. Las lineas verticales continuas y discontinuas coronadas cerca del eje
"x" indican el comienzo de la caida de la DLRV en -F y C, respectivamente. Las barras
verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los valores de R? de las funciones
ajustadas se muestran junto a los cddigos de los tratamientos. Los valores de los
parametros de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice IlI.
Datos correspondientes al afio 1.

Fig. 5.1. Esquema integrativo de los resultados. En la parte superior se encuentran los
factores que afectan la senescencia foliar (flechas negras hacia el proceso), y en la parte
inferior, el modelo que se desprende a partir de la presente tesis centrada en el papel de
las citocininas. Dentro del mismo los conjuntos en la columna izquierda indican la
situacion de planta intacta, y en la derecha la situacion de desgrane. En el modelo las
flechas rojas indica efecto sobre, y las flechas negras si dicho efecto es positivo (hacia
arriba), negativo (hacia abajo) o neutro (signo =).

Fig. A.1.1. Dinamica de la temperatura media diaria (A) y de la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR, B), en funcion de los dias desde la siembra para los
afios 1y 2 de experimentacion. Las flechas (Afio 1) y las lineas (Afio 2) proximas al eje
“x” indican los momentos de R5.1 (continuas) y de R9 (discontinuas), para los hibridos
fast dry down (negras) y stay green (grises).

Fig. A.2.1. Dindmica de la concentracion de trans-Zeatina en la hoja 17 en funcion del
tiempo térmico (Th 4°C) desde la maxima expansion de la hoja, y en respuesta a
aplicaciones exdgenas de 8 ppm de soluciones de BAP y de trans-Zeatina en los
hibridos fast dry down (A) y stay green (B). La flecha continua cercana a la curva indica
el momento de inicio de la caida de la concentracion de clorofila total del tratamiento
control. Las flechas discontinuas cercanas a la curva indican los momentos de
aplicacion. Las flechas pequefias cercanas al eje "x" indican el momento de ocurrencia
del estadio R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las barras verticales en cada simbolo
indican +/- 1 E. S. (n = 5). Datos correspondientes al Afio 2.

Fig. A.2.2. Dindmica de la concentracion de clorofila total (A, B), de la fotosintesis neta
(Pn) (C, D) y del rendimiento cuéntico maximo de PSII (Fv/Fm) (E, F) en la hoja 17,
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en funcién del tiempo térmico (Tb 4°C) desde la maxima expansion de la hoja, y en
respuesta a aplicaciones exdgenas de 8 ppm de soluciones de BAP y de trans-Zeatina,
en los hibridos fast dry down (A, C, E) y stay green (B, D, F). La flecha continua
cercana a la curva indica el momento de inicio de la caida de la concentracion de
clorofila total del tratamiento control. Las flechas discontinuas cercanas a la curva
indican los momentos de aplicacion. Las flechas pequefias cercanas al eje "x" indican el
momento de ocurrencia del estadio R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las barras
verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Datos correspondientes al Afio 2.

Fig. A.3.1. Diagrama de un tubo minirhizotron instalado debajo de una hilera (adaptado
de Lisanti et al. 2013).



ABREVIATURAS

XX

ANOVA: Analisis de la varianza
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Pn: Fotosintesis neta

PPFD: Photosynthetic photon flux density/Densidad de flujo de fotones
PSII: Fotosistema Il.

R/RL: Relacion rojo/ rojo lejano

S: Sur

SG: Stay green

Th: Temperatura base

TTC: Trifenil tetrazolio cloruro

TT: Tiempo térmico

v/v: volume/volumen

W: West/oeste

w/v: Weight/volume, peso/volumen

ZT: trans-Zeatina

Z: Zeatina
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Resumen

El papel de las citocininas en el rompecabezas de la senescencia foliar
durante el llenado de frutos en girasol (Helianthus annuus L.)

El objetivo de esta tesis fue estudiar la senescencia foliar durante el periodo de
llenado de los frutos en girasol, poniendo especial atencion en el papel que cumplen las
citocininas en el mismo. Se utilizaron para ello dos hibridos con diferentes patrones de
senescencia de canopeo, acelerada (fast dry down [FDD]) y demorada (stay green
[SG]). Se realizé un seguimiento de las dinamicas de la concentracion de citocininas
foliares y en el flujo xilematico, y sus asociaciones con las dinamicas de senescencia
radical y foliar. Ademas, se estudiaron los efectos de la reduccién del nimero de frutos
en crecimiento sobre los procesos de senescencia foliar y radical; y mediante
aplicaciones exogenas de citocininas se establecio el umbral minimo de citocininas
foliares por debajo del cual se desencadena la senescencia foliar. Los resultados
ratifican que las raices comienzan a “senescer” antes que el canopeo y establecen la
consistencia de la relacion entre la dinamica post-antesis de la densidad longitudinal de
raices vivas (DLRV) y la de la concentracién de citocininas en el fluido xilematico.
Ademas establecen una asociacién positiva entre las dindmicas de las concentraciones
de citocininas en el fluido xilematico y la de las hojas, y demuestran que las dindmicas
de los indicadores de la funcionalidad foliar (nivel de clorofila, tasa fotosintética,
rendimiento cuantico maximo del PSII) se asocian positivamente con la de la trans-
Zeatina foliar. Por ultimo prueban que los cambios en la particion de los hidratos de
carbono a favor de las raices retrasan el inicio de las senescencias radical y foliar, y
confirman la existencia de un umbral de citocininas a nivel foliar por debajo del cual se
desencadena el proceso de senescencia foliar. Estos son los primeros resultados que
muestran asociaciones positivas entre la DLRV, las concentraciones de citocininas a
nivel de fluido xilematico y foliar, y los indicadores de la funcionalidad foliar. Ademas,
es el primer estudio que establece el umbral de citocininas foliares por debajo del cual
se inicia la senescencia foliar.

Palabras claves: Senescencia Foliar, Hibridos de patrones de senescencia contrastante,
Periodo de llenado de frutos, Dinamica de citocininas foliares, Dinamica de citocininas
en savia xilematica, Umbral de citocininas que dispara la senescencia, Dinamica de la
senescencia del sistema radical, Cambios en la relacion fuente/destino.
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Abstract

The role of cytokinins in the puzzle of leaf senescence during fruit
filling in sunflower (Helianthus annuus L.)

The aim of this thesis was to study, during fruits filling in sunflower, the process
of leaf senescence focusing mainly on the role of the cytokinins. Two hybrids with
different canopy senescence patterns, accelerated (fast dry down [FDD]) and delayed
(stay green [SG]), were used. The dynamics of leaf cytokinin concentration and
cytokinins in the xylem sap, and their associations with root and leaf senescence
dynamics were monitored. In addition, the effects of reducing the number of growing
fruits on the processes of leaf and root senescence were studied; and by means of
exogenous applications of cytokinins, a minimum threshold of foliar cytokinins below
which foliar senescence begins was established. The results confirm that the onset of
root senescence precedes that of canopy senescence; establish the consistency between
the dynamics of post-anthesis live root length density (LRLD) and the cytokinin
concentration in the xylem sap; establish a positive association between the dynamics of
cytokinin concentrations in the xylem sap and leaf cytokinin concentrations; show that
the dynamics of leaf functionality indicators (chlorophyll level, photosynthetic rate,
quantum vyield of PSII) are positively associated with that of leaf trans-Zeatin; show that
changes in the partitioning of carbohydrates in favor of roots delay the onset of root and
leaf senescence, and confirm the existence of a cytokinin threshold at leaf level below
which the leaf senescence process is triggered. These are the first results that show
positive associations between DLRV, cytokinin concentrations in xylem sap and at leaf
level, and the indicators of leaf functionality. In addition, it is the first study to establish
the foliar cytokinin threshold below which leaf senescence commences.

Keywords: Leaf senescence, Hybrids of contrasting senescence patterns, Fruit filling
phase, Leaf cytokinin dynamics, Xylem sap cytokinin dynamics, Cytokinin threshold
that triggers leaf senescence, Dynamics of root system senescence, Changes in
source/sink ratio.
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Capitulo |

Introduccion General

1.1 Marco conceptual

El rendimiento en grano de un cultivo, se puede considerar como el producto
entre el nimero de granos por unidad de superficie y el peso promedio de los mismos.
Estos componentes del rendimiento son generados durante distintas etapas,
parcialmente superpuestas, del ciclo ontogénico. En girasol (Helianthus annuus L.) el
namero de granos es determinado durante las etapas de diferenciacion floral y floracion
(Cantagallo y Hall 2002), mientras que el peso de los granos estd fuertemente influido
por las condiciones de crecimiento desde post floracion hasta madurez fisioldgica. Sin
embargo puede también haber efectos derivados del crecimiento del ovario durante la
fase pre-antesis (Cantagallo et al., 2004; Lindstrom et al., 2006).

Tanto en cultivos invernales, como cebada (Hordeum vulgare L.) y trigo
(Triticum aestivum L.) (Gregersen et al., 2008), y en cultivos de verano, como maiz
(Zea mays L.) (Rajcan et al., 1999; Rajcan y Tollenaar, 1999a), se ha encontrado que la
senescencia foliar durante el llenado del grano reduce el rendimiento de estos cultivos
limitados por fuente. Esto se debe a la disminucién de la asimilacion del carbono, algo
que afecta la biomasa particionada a los granos.

En especies monocarpicas, la senescencia foliar est4d coordinada con la
senescencia de la planta entera e influenciada por factores enddgenos y exogenos. La
regulacion de este proceso fisioldgico no sigue una simple cadena de transduccion de
sefiales, sino que influyen en €l una red de sefiales internas y externas (He et al., 2001;
Gan y Amasino, 1997; Buchanan- Wollaston et al., 2003). Dentro de las sefales
externas se encuentran factores de estrés tales como la sequia (Pic et al., 2002) y
cambios en la calidad e intensidad de la luz (Guiamet et al., 1989; Rousseaux et al.,
1996; 2000). Entre las sefales internas las fitohormonas (Noodén et al., 1997), la
funcionalidad de la raiz (Lisanti et al., 2013), y la demanda de nitr6geno por otros
organos, especialmente los granos (Sinclair y de Wit, 1976; Sinclair y Horie, 1989; Van
Oosterom et al., 2010), pueden tener un papel importante en la induccion de la
senescencia foliar. Entre las hormonas involucradas en el retraso de dicho proceso, se
incluyen las citocininas, las auxinas y el acido giberélico. Por el contrario, el etileno, el
acido abscisico, el acido jasmonico y el acido salicilico promueven la senescencia foliar
(Lim et al., 2007). Los cambios en el metabolismo o efectos de las relaciones
fuente/destino de fotoasimilados también desempefian funciones importantes en la
induccion de la senescencia (Noodén et al., 1997). Los resultados de Wiedemuth et al.
(2005) en hojas de cebada, indican un aumento en los contenidos totales de carbono y
de nitrégeno durante el crecimiento de las hojas, y una disminucién de ambos durante la
senescencia. Borrell et al. (2001) encontraron en sorgo (Sorghum bicolor L.) que los
hibridos con caracter stay — green (SG) siguen acumulando nitrégeno en etapas
avanzadas del llenado de granos y que las hojas tienen mayor nitroégeno foliar especifico
que los hibridos de tipo de senescencia fast dry down, (FDD). Ademas, hipotetizan que
ese comportamiento es producto de la mayor supervivencia de raices gracias a un mayor
aporte de carbohidratos a la raiz.
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1.2 El proceso de senescencia foliar

La senescencia foliar se produce de manera coordinada a nivel de toda la hoja,
desde la punta del &pice y los margenes hacia la base de la hoja, siendo las nervaduras
los ultimos tejidos en “senescer”. En plantas anuales, la fuerte competencia de recursos
por parte de los frutos y semillas, da lugar al incremento de la senescencia secuencial,
que se refiere a la competencia por los recursos entre las hojas de posiciones inferiores o
antiguas y las de posiciones superiores o nuevas (Guiboileau et al., 2010). Neumann y
Stein (1984) han demostrado que previo a la senescencia, se produce una disminucién
en el flujo de la savia del xilema a las hojas. En maiz, la iniciacion de la senescencia
ocurrio alrededor de 400-450 °C dias desde la siembra, independientemente del
ambiente de crecimiento percibido por las plantas (Borras et al., 2003). En soja (Glycine
max L.) los cambios en la relacion rojo/rojo lejano (R/RL) en el canopeo juegan un rol
importante en la modulacion de la senescencia foliar progresiva (Guiamet et al., 1989).
Estudios realizados en hojas de posiciones basales en girasol, demostraron que tanto la
disminucion de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) como de la relacién
rojo/rojo lejano (R/RL) promueven la senescencia (Rousseaux et al., 1996).
Investigaciones posteriores concluyeron que el aumento de la relacion R/RL puede
retrasar la senescencia foliar de estas hojas (Rousseaux et al. 2000).

Durante el proceso de senescencia de las hojas se produce la degradacion de los
cloroplastos, el catabolismo de la clorofila y de macromoléculas tales como proteinas
(Lamattina et al., 1985; Martinez et al., 2008), acidos nucleicos y lipidos de membrana.
Esto da lugar a la movilizacion del contenido de nitrégeno de las proteinas fotosintéticas
y de sustancias organicas e inorganicas hacia otros érganos en crecimiento (Lim et al.,
2007).

1.3 Citocininas: Reguladoras del proceso de senescencia foliar

Las citocininas regulan diversos aspectos del crecimiento de las plantas y el
desarrollo, incluyendo la senescencia foliar (Lim et al., 2007). También regulan la
diferenciacion vascular (Nieminen et al., 2008; Matsumoto-Kitano et al., 2008), la
funcién de los meristemas (Letham et al., 1994), el desarrollo del cloroplasto (Zubo et
al., 2008), la nodulacion (Lohar et al., 2004; Gonzalez-Rizzo et al., 2006), la respuesta a
estreses bioticos y abidticos (Argueso et al., 2009), y podrian desempefiar un papel
importante en la regulacion de las relaciones fuente-destino (Werner y Schmiilling,
2009). La zeatina es la citocinina mas abundante y es una de las citocininas dominantes
en el control de la senescencia foliar (Noodén et al., 1990, Takei et al., 2001, Sakakibara
2006). En las plantas superiores la zeatina estd presente en la forma trans y en la forma
cis, y las mismas se pueden interconvertir por una enzima conocida como zeatina
isomerasa (Armstrong, 1994). La forma trans es la mas activa en ensayos bioldgicos
(Schmitz et al., 1972). Los principales sitios de sintesis de citocininas libres en las
plantas enteras son los meristemas apicales de la raiz (Akiyoshi et al., 1983; Akiyoshi et
al., 1984; Barry et al., 1984; Beveridge et al., 1997; Samuelson et al., 1992; Takei et al.,
2001; White et al., 1934). Las citocininas sintetizadas en las raices se mueven a través
del xilema junto con el agua y los minerales absorbidos por las raices. En el exudado del
xilema, las citocininas también se encuentran en la forma de ribosidos de zeatina (Takei
et al., 2001). Los ribésidos de zeatina, de dihidrozeatina, la zeatina y la dihidrozeatina
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constituyeron la fraccion mas importante de citocininas en el exudado xilematico de
soja (Noodén et al. 1990) aunque no se descartd la presencia de otra no identificada. En
sorgo, Ambler et al. (1992) demostraron que las concentraciones de citocininas en la
savia del xilema eran mayores en un genotipo de senescencia demorada.

Los resultados de Balibrea Lara et al. (2004), en tabaco (Nicotiana tabacum L.),
indican que las citocininas regularian la senescencia mediante el control de la actividad
de la invertasa extracelular. Esta enzima, regula la relacion fuente- destino por
hidrdlisis de la sacarosa a hexosa, que es transportada a las células. La concentracion de
citocininas disminuyé en hojas senescentes de tabaco (Gan and Amasino 1995; Singh et
al. 1992, Ori et al. 1999), lechuga (McCabe et al. 2001), Phragmites australis (Conrad
et al. 2015), arroz (Liu et al. 2016), maiz (Ren et al. 2016), Xanthium (Richmond and
Lang 1957), soja (Noodén et al. 1979) y Arabidopsis thaliana L. (Masferrer et al. 2002).
Esta disminucion fue propuesta como una sefial clave del comienzo de la senescencia.
Anélisis moleculares en hojas senescentes de Arabidopsis revelaron que los genes
implicados en la sintesis de citocininas - citocinina sintasa y la adenosina fosfato
isopentenyl- transferasa (IPT)-, son reprimidos, mientras que un gen para la degradacion
de citocininas -citocinina oxidasa- es estimulado (Buchanan-Wollaston et al., 2005). La
reduccion del flujo de citocininas desde las raices (medido desde 1 semana antes de la
floraciéon hasta madurez fisioldgica), cumpliria un rol importante en el inicio de la
senescencia monocarpica en soja, y dicha reduccién parece estar inducida por mensajes
provenientes de las vainas (Noodén et al., 1990).

1.4 El rol de las raices

En diferentes cultivos (Gregory et al., 1978, trigo; Mengel y Barber, 1974, maiz;
Sadras et al., 1989, girasol) se ha encontrado que la méxima acumulacién de biomasa
radical se alcanzo en la etapa de floracion, y que posteriormente a esta etapa se produce
la declinacion de la misma. Lo mismo ocurre con la dindmica de la densidad
longitudinal de raices vivas (DLRV). Durante la etapa de llenado de frutos en girasol, se
produce una disminucion significativa de la biomasa radical y de la DLRV, efectos
asociados a la reduccién del volumen de agua absorbida por el cultivo (Lisanti et al.
2013). Esta etapa es critica porque en ella se define el peso seco de los frutos, uno de los
componentes del rendimiento. A pesar de ello, hay muy poca informacion que detalle la
dindmica de las raices vivas del sistema radical y si eventualmente existe una asociacion
entre las modificaciones que en ella se producen y la senescencia de la parte aérea.

En girasol (de la Vega et al., 2011), al igual que en otras especies como maiz
(Acciaresi et al., 2014; Antonietta et al., 2014), sorgo (Borrell et al., 2001), y trigo
(Lopes y Reynolds, 2012), se ha demostrado la existencia de variabilidad en los
patrones de senescencia foliar, distinguiéndose entre materiales genéticos de
senescencia demorada (stay-green, SG) y acelerada (fast dry down, FDD). Algunos
materiales SG denominados “cosméticos" son no funcionales (Thomas and Howarth
2000), algo que claramente no es el caso del hibrido SG usado en este estudio. Los
hibridos SG en girasol presentaron tasas de extraccion de agua del suelo superiores a los
hibridos FDD, asociado a valores de DLRV mayores (Lisanti et al. 2013). Por altimo,
Lisanti et al. (2012) y Chimenti et al. (2014) demostraron, también en girasol, que
modificaciones en las relaciones fuente-destino durante el periodo de llenado de frutos
que incrementen la DLRV retrasan el inicio de la senescencia foliar. Estos resultados
estarian indicando la participacién potencial de las raices vivas, posiblemente via
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fluctuaciones en la concentracion de citocininas exportadas a la parte aérea, con el inicio
de la senescencia del canopeo. Este conjunto de observaciones sugieren que el girasol,
en sus formas SG y FDD, constituye un modelo experimental apropiado para examinar
el posible rol de las citocininas en el control de la senescencia foliar y su papel en la
comunicacion raiz/hoja durante la etapa de llenado de frutos.

1.5 Justificacion de la investigacion

La etapa de llenado de frutos es critica para el rendimiento pues en ella se fija el
peso seco de los frutos, uno de los determinantes del rendimiento, aunque puede haber
efectos menores derivados del peso de los ovarios al momento de fecundacién
(Cantagallo et al., 2004; Lindstrom et al., 2006). A pesar de su importancia se
desconoce, tanto en girasol como en otras especies, sobre las potenciales conexiones
existentes entre las variaciones de la concentracion de citocininas en hojas y las que se
particionan a través del xilema a la parte aérea, la dindmica de la densidad longitudinal
de raices vivas y el inicio de la senescencia foliar. Asimismo se desconoce si ademas
estas conexiones, permiten explicar las diferencias entre los patrones de senescencia
foliar de tipo SG y FDD. Por otra parte tampoco existen precedentes en girasol (ni en
ninguna otra especie cultivada) de intentos por determinar, en caso que exista, el umbral
de citocininas por debajo del cual se desencadena el proceso de senescencia foliar.

La presente tesis se centrd en la etapa de llenado de los frutos, e involucro el
seguimiento de la dindmica de la concentracién de citocininas en hojas y en el fluido
xilematico conjuntamente con observaciones de la senescencia radical y la foliar, todo
ello en hibridos con patrones de senescencia foliar contrastante (SG y FDD). La
expectativa fue poner de manifiesto la potencial conexion entre estas variables. Para
ampliar el rango de condiciones de observacion se manipularon los cultivos mediante
cambios en las relaciones fuente-destino de fotoasimilados (eliminacién de frutos).
Ademas se intentd determinar el posible umbral de citocininas por debajo del cual se
desencadena el proceso de senescencia foliar, con aplicaciones exdgenas de citocininas
a las hojas. Los experimentos fueron realizados en condiciones de campo, y en dos
campafas consecutivas 2012/13 y 2013/14. Los resultados de este trabajo, arrojan luz
sobre el rol que cumplen las citocininas en las relaciones entre la senescencia foliar y la
funcionalidad del sistema radical durante la etapa de llenado de frutos en el cultivo de
girasol.
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1.6 Objetivos e Hipotesis
1.6.1 Objetivo general

Generar informacion fisioldgica solida acerca del rol que cumplen las citocininas,
durante la etapa de llenado de frutos en el cultivo de girasol, en el rompecabezas
de las relaciones entre la senescencia foliar y la funcionalidad del sistema radical.

1.6.2 Objetivos especificos

Objetivo especifico 1: Realizar un seguimiento de la dinamica de la concentracion
de citocininas en hojas y en el fluido xilematico durante el llenado de frutos, y su
asociacion con la funcionalidad radical y la senescencia foliar, en hibridos con
patrones de senescencia foliar contrastante (SG y FDD).

Hipotesis 1.1: Las concentraciones de citocininas en el fluido xilematico y en las hojas,
estan asociadas con el nivel de funcionalidad del sistema radical durante el llenado de
los frutos, exhibiendo el hibrido SG una funcionalidad radical mas duradera y mayores
concentraciones de citocininas en el fluido xilematico y en hojas que el hibrido FDD.

Hipdtesis 1.2: EI momento de inicio y la tasa de senescencia foliar se hallan
fuertemente asociadas con la concentracion de citocininas en el fluido xilematico y a un
umbral minimo a nivel de hoja. Ello explica las diferencias observadas en la dinamica
de la senescencia foliar entre los materiales SG y FDD.

Objetivo Especifico 2: Establecer el umbral minimo de citocininas por debajo del
cual se puede desencadenar el proceso de senescencia foliar.

Hipdtesis 2.1: A través de aplicaciones exdgenas de citocininas, dirigidas a aumentar
la concentracién de las mismas en hojas, se puede revertir y/o demorar el proceso de
inicio de senescencia.

Objetivo especifico 3: Establecer si cambios impuestos a las relaciones fuente-
destino de los fotoasimilados, durante llenado de frutos, modifican la
concentracién de citocininas en hojas y en el fluido xilematico afectando el
momento de inicio y la tasa de senescencia foliar.

Hipotesis 3.1: Alteraciones en el coeficiente de particion de hidratos de carbono a
favor del sistema radical, provocaran una mayor concentracion de citocininas en el
fluido xilematico y a nivel de hoja demorando el inicio de la senescencia foliar.
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1.7 Estructura de la tesis

La tesis esta estructurada en 5 capitulos. En el Capitulo I (Introduccion General)
se desarrollaron los antecedentes sobre el tema a abordar y se describe la problematica
dando un marco teorico de referencia para la formulacion de las hipotesis y objetivos.
Los Capitulos Il (Dinamica de la concentracion de citocininas en hojas durante el
llenado de los frutos, y su asociacion con la funcionalidad radical y la senescencia
foliar); 111 (Dindmica de la cantidad de citocininas en el fluido xileméatico durante el
Ilenado de los frutos, y umbral de citocininas foliares debajo del cual se desencadena la
senescencia foliar) y IV (Efecto de la alteracion en la particion de los hidratos de
carbono entre los 6rganos de la planta sobre la senescencia foliar), corresponden a
capitulos de resultados obtenidos con cada una de las aproximaciones experimentales.
Estos capitulos consisten en una breve introduccion que define los objetivos
particulares, se detalla la metodologia implementada, se describen los resultados y
finalmente se discuten los aspectos particulares puestos en evidencia. Por ultimo, el
Capitulo V (Discusion general y conclusiones), incluye un analisis de los resultados en
forma integrada para contrastar las hip6tesis y proyectar el impacto de los resultados
sobre el cultivo y futuras lineas de trabajo. Finalmente este trabajo cuenta con
informacion complementaria, ubicada en los Apéndices 1, 2 y 3, que sirve de apoyo en
relacion con los abordajes de los objetivos especificos 1, 2 y 3 respectivamente.



Capitulo 11

Dinamica de la concentracion de citocininas
en hojas durante el llenado de frutos, y su
asociacion con la funcionalidad radical y la

senescencia foliar®

!las Figuras 2.2,2.3,2.4,2.5,2.6y 2.7; y los Cuadros 2.1, 2.2, A1.1, A1.2, A1.3 y Al.4, del
presente capitulo, fueron publicados en Mangieri et al., 2017. EJA 86: 60-70. Datos de la
posicién 27 no incluidos por demoras en analisis quimicos.
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Capitulo 11

Dinamica de la concentracién de citocininas en hojas durante
el llenado de frutos, y su asociacion con la funcionalidad
radical y la senescencia foliar

2.1 Introduccién

La senescencia foliar durante el llenado de granos puede reducir el rendimiento de
los cultivos limitados por fuente debido a reducciones en los niveles de fotoasimilados
disponibles para el llenado de granos, tal como se document6 en cebada (Hordeum
vulgare L.), trigo (Triticum aestivum L.) (Gregersen et al., 2008) y maiz (Zea mays L.)
(Rajcan et al., 1999; Rajcan y Tollenaar, 1999). Durante la senescencia foliar se produce
la degradacion de los cloroplastos, el catabolismo de la clorofila y macromoléculas,
tales como proteinas (Guiamet et al., 1999; Lamattina et al., 1985; Martinez et al.,
2008), &cidos nucleicos y lipidos de membrana, en lo que se conoce como el proceso de
desmantelamiento del aparato fotosintético. Esto da como resultado la re-movilizacién
de gran parte del contenido de nitrogeno de las proteinas fotosintéticas a otros drganos
en crecimiento (Lim et al., 2007).

La regulacion de la senescencia foliar esta influenciada por una red de sefiales
internas y externas (He et al., 2001; Gan y Amasino, 1997; Buchanan-Wollaston et al.,
2003; Pic et al., 2002; Guiamet et al., 1989; Rousseaux et al., 1996; 2000; Noodén et al.,
1997; Lisanti et al., 2013; Sinclair y de Wit, 1976; Sinclair y Horie, 1989; Van
Oosterom et al., 2010). Dentro de las sefiales internas, las fitohormonas cumplen un
papel clave en la induccion de la senescencia, siendo las citocininas las mas importantes
en retrasar el proceso (Gan y Amasino, 1995; Lim et al., 2007). Por lo general, la
zeatina es la citocinina libre y natural mas abundante e importante en la regulacién del
proceso de senescencia foliar (Noodén et al., 1990, Takei et al., 2001, Sakakibara 2006).
La Zeatina en su forma trans demostro ser la mas activa en ensayos biol6gicos (Schmitz
et al., 1972). Los sitios primarios de la sintesis de citocininas libres en plantas enteras
son los meristemas apicales de las raices (Akiyoshi et al., 1983; Akiyoshi et al., 1984;
Barry et al., 1984; Beveridge et al., 1997; Samuelson et al., 1992; Takei et al., 2001;
White et al., 1934). Las citocininas se mueven desde las raices, a través del xilema,
junto con el agua y los minerales absorbidos (Itai et al., 1971; Takei et. al, 2001).

En muchos cultivos anuales se ha observado que los valores de biomasa de
raices alcanzan un maximo alrededor de la floracion (Gregory et al., 1978, trigo;
Mengel y Barber, 1974, maiz; y Sadras et al., 1989 y Lisanti et al., 2013, girasol). Desde
este momento en adelante la biomasa de las raices comienza a disminuir o, en algunos
casos, se mantiene constante. Lo mismo ocurre con la funcionalidad del sistema radical.
Lisanti et al. (2013) encontraron en girasol que durante la etapa de llenado de frutos la
densidad longitudinal de raices vivas comenzé a disminuir antes de que lo hiciera el
indice de area foliar verde.

En girasol existe variabilidad en los patrones de senescencia de canopeo durante
el llenado de los frutos, que van entre los extremos de la senescencia demorada (stay-
green, SG) y la senescencia acelerada (fast dry down, FDD). Estas diferencias estan
relacionadas con las variaciones en la acumulacion de biomasa despues de antesis (de la
Vegaet al., 2011; Lisanti et al., 2013).
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Los resultados que se presentan en este capitulo permiten describir la dinamica
de la concentraciéon de citocininas en hojas durante el llenado de los frutos, con el
objetivo de asociarla con la funcionalidad de la raiz y con la senescencia foliar en
hibridos de girasol con patrones de senescencia foliar contrastante (SG y FDD). Se
postula que tanto el momento de inicio como la tasa de senescencia de las hojas estan
fuertemente asociados con la concentracion de citocininas foliares; variables que, a su
vez, estan influenciadas por la dinamica de la densidad longitudinal de raices vivas. En
consecuencia, se esperaba que el hibrido SG exhiba un periodo més prolongado de
funcionalidad radical y mantenga la concentracion inicial de citocininas en hoja por un
periodo més largo que el hibrido FDD. No hay ningin precedente en la literatura, de
girasol o de cualquier otra especie de cultivo, de estudios que hayan intentado
documentar, al mismo tiempo, estas variables en cultivares con diferentes patrones de
senescencia foliar.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Disefio experimental y condiciones de cultivo

Los experimentos se llevaron a cabo en la Facultad de Agronomia, Universidad
de Buenos Aires (34 ° 35'S, 58 ° 29'W) durante dos campafias de cultivo (2012/13 y
2013/14). Las fechas de siembra fueron 22/11/12 y 30/11/13 para cada campaiia
respectivamente. Se utilizaron dos hibridos de girasol (Nidera Semillas SA, Argentina),
que no difieren en la longitud del ciclo ni en el tiempo a floracion pero exhiben
diferentes patrones de senescencia foliar entre floracion y madurez fisioldgica. Paraiso
75 pertenece al tipo "SG" y tiene una mayor duracién del area foliar verde post-antesis,
mientras que Paraiso 65 pertenece al tipo "FDD" y presenta una senescencia foliar mas
temprana durante post-antesis. Los cultivos se sembraron bajo condiciones de campo a
una densidad de 7.5 plantas m™ (obtenidos por golpes de siembra de cinco semillas cada
20 cm, y raleo en el estado de 4 hojas verdaderas), y fueron fertilizados (con un criterio
de reposicion con 100 kg de nitrégeno/ha y 20 kg de fosforo/ha en el estadio de V12) y
protegidos de insectos (Carbofuran 48%, 3 litros/ha; lambdacialotrina 170 cm3/ha;
Clorpirifos 48 EC 1 litro/ha en V12, en R2, y en R6) y enfermedades (pyraclostrobin
300 cm3/ha en V12 y en R4). La totalidad del area experimental fue protegida de la
[luvia con un techo movil (rain-out shelter) durante toda la campafia, con el fin de evitar
la proliferacion de enfermedades foliares. Se utilizé un disefio experimental de parcelas
divididas con cinco repeticiones. Cada una de las cinco parcelas principales contenia
dos sub-parcelas, una para cada hibrido (SG y FDD). El tamafio de cada sub-parcela era
de seis hileras de 4.5 m, espaciadas a 0.65 m entre hileras y la distancia entre plantas fue
de 0.20 m. Las parcelas fueron regadas con un sistema de riego por goteo, el volumen
de riego estaba asociado con la evapotranspiracion real de tal forma de mantener el
estado hidrico del suelo cercano a capacidad de campo.

El estado de desarrollo del cultivo se registr6 a intervalos de una semana
utilizando la escala de Schneiter y Miller (1981) a partir del estadio de doce hojas
verdaderas (V12) hasta la madurez fisiologica (R9, bracteas de la inflorescencia toman
un color amarillo y marron). Tres plantas representativas no contiguas, en competencia
perfecta y lejos de los bordes de la sub-parcela y de los extremos de la fila, fueron
marcadas en cada sub-parcela y se utilizaron para registrar la fenologia del cultivo a lo
largo de toda la etapa ontogénica de llenado de frutos.
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Durante el periodo de llenado de frutos se registro el PAR (radiacion
fotosintéticamente activa) incidente diario y la temperatura media diaria utilizando un
registrador de datos 21X (Campbell Scientific Inc., Logan, UT), equipado con un sensor
de temperatura HMP35C (Campbell Scientific, Inc) y un sensor PAR Li190SB (Li-Cor,
Lincoln, NE) situado a 40 m del centro del experimento.

2.2.2 Variables de respuesta

2.2.2.1 Densidad Longitudinal de Raices Vivas (DLRV)

Cada 7 u 8 dias, comenzando 8 dias antes del inicio de antesis (Estadio R5.1, el
10% del area del capitulo [circulos de flores externos] esta en antesis) y hasta la
madurez fisioldgica (Estadio R9), se tomaron muestras de los estratos de 0-20, 20-40 y
40-60 cm del suelo (mas de 90% del sistema radicular de girasol se encuentra en el
estrato del suelo de 0-60 cm, Sadras et al., 1989, Angadi y Entz, 2002), de cada sub-
parcela. Para tal fin, se utilizé un tubo de aluminio de 5 cm de diametro insertado en el
suelo, de manera perpendicular al mismo, en el punto medio entre dos plantas vecinas
representativas de una fila. Dichas plantas estaban en competencia perfecta y lejos de
las bordes de la sub-parcela y de los extremos de la fila. Se tomaron tres muestras por
profundidad y sub-parcela en cada una de las cinco parcelas. En cada posicion de
muestreo se inserto el tubo tres veces en secuencia a las profundidades requeridas, y los
cilindros de suelo resultantes se liberaron usando un piston de un didmetro igual al del
interno del tubo. Inmediatamente después de la extraccién de la muestra de cada estrato,
se tomaron 3 sub-muestras de cada cilindro muestreado (una en cada uno de los
extremos y uno en el punto medio del cilindro, cada una alineada con el diametro de la
muestra) utilizando un sacabocados de 1.5 cm de didmetro. Las raices de estas tres sub-
muestras se lavaron hasta quedar libres de tierra en un tamiz de malla de 590 um y se
utilizaron para la determinacion de la densidad longitudinal de raices vivas utilizando la
metodologia de Sturite et al. (2005). La misma consistio en infiltrar las raices
provenientes de las tres sub-muestras bajo condicion de vacio (20 minutos a 0.3 bar de
succion), con una solucién preparada con 50 ml 0.6% (w/v) de 2, 3, 5 trifenil tetrazolio
cloruro (TTC), 50 ml de 0.06 M buffer de fosfato y (v/v) 50 ml 0.05% de un agente
humectante (Tween 20). Después de la infiltracion, las raices se incubaron a 30°C
durante 20 horas en la misma solucion. Al final de este protocolo, las raices vivas se
tornaron de color rojo. Después de la incubacion, las raices fueron distribuidas de
manera uniforme sobre la superficie de un recipiente de forma cuadrada y digitalizadas
mediante un escaner EPSON Expression1600 (Seiko EPSON Corp., Japén) con una
resolucion de 400 dpi. Las imagenes escaneadas se analizaron utilizando WinRhizo Pro
V 2008 (Regent Instruments Inc., Canada) para determinar el nimero de raices vivas y
muertas y la longitud de ambas categorias en funcion de la discriminacion de colores. El
largo de raices vivas se utilizo para estimar la densidad longitudinal de raices vivas por
unidad de volumen muestreado (Lisanti et al., 2013).
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2.2.2.2 Indice de area foliar verde (IAFV)

A partir de la aparicion de la hoja 12 (V12), y hasta que todas las hojas
alcanzaron su maxima expansion, las dimensiones individuales de la hoja (largo y
ancho) fueron medidas a intervalos semanales en tres plantas representativas marcadas
previamente, distribuidas al azar y no contiguas, de la parte central de cada sub-parcela
de las cinco parcelas. Las areas de las hojas individuales se estimaron como el producto
del largo y el ancho multiplicado por 0.75 (Pereyra et al., 1982). El area foliar de la
planta se estimé como la suma de estos valores y se uso para estimar IAFV del cultivo.
Esta variable se comput6 a partir de la aparicion de la hoja 17, ya que las hojas por
encima de esta posicion son las que estdn mas asociadas con la senescencia foliar
durante la etapa de llenado de frutos (Lisanti et al., 2013; Dosio et al., 2010). Una vez
gue comenzd la senescencia de las hojas, se registro, de manera visual, la proporcion de
cada hoja individual que se tornaba amarilla (denominada area senescente). Al area de
hoja verde por planta se le desconté el area de hoja senescente por planta y el de las
hojas abscindidas.

2.2.2.3 Variables de hoja

2.2.2.3.1 Clorofila Total

Para determinar el inicio de la senescencia, se realizaron mediciones diarias de la
concentracion de clorofila total utilizando un medidor de clorofila portatil (SPAD 502,
Konica Minolta, NJ), a partir de mediados de antesis (Estadio R5.5, el 50% de la zona
del capitulo [flores del disco] esta en antesis), en las posiciones de hojas marcadas
(posicién 17, 20, 22, 24 y 27 [sentido acrOpeto]) de tres plantas representativas
marcadas no contiguas y distribuidas al azar en la porcion central de cada sub-parcela de
las cinco parcelas. Estas mediciones continuaron hasta que el 50% de la superficie de la
hoja marcada se torné de color amarillo. Para estimar los valores de clorofila total, de
ambos hibridos, sobre la base de las lecturas de SPAD, se utilizé una funcion lineal
ajustada a la relacion de clorofila total / SPAD (0.084x - 0.463, R* = 0.9, n = 75). Para
calibrar esta funcion, se seleccionaron hojas que cubrian el rango visual de verde a
amarillo y el rango de SPAD de 1.9 a 50.9, provenientes en partes iguales de ambos
hibridos. A continuacion, se extrajeron tres discos foliares de 5 mm de didmetro con un
punzén, se realiz6 una medicion de SPAD en dichos discos y se promediaron los
valores resultantes. Los discos se secaron con papel tissue y se pesaron para determinar
su peso fresco. Los 3 discos se colocaron en un frasco de color caramelo que contenia 3
ml de N, N-dimetilformamida y se dejaron en la oscuridad durante doce horas.
Mediante un espectrofotometro (UV-1700 series, Shimadzu, Kyoto, Japon) se midio la
absorbancia de la solucion resultante, después de agitacion vigorosa de los frascos, a
longitudes de onda de 664.5 nm (clorofila A) y 647 nm (clorofila B). Los valores de
absorbancia en ambos picos se introdujeron en la ecuacion (Total Chl = 17.90Ag47 +
8.08A¢s45) para clorofila total en solucién de N, N-dimetilformamida propuesta por
Inskeep y Bloom (1985) y fueron corregidos por el volumen de solvente utilizado y el
peso fresco de los discos. Se decidi6 expresar las determinaciones de clorofila total en
base al peso fresco debido a que es la forma de expresion mas frecuente encontrada en
la literatura publicada. Si bien es l6gico presumir que él % de humedad de las hojas de
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girasol disminuye durante la senescencia, no encontramos diferencias con el ajuste de la
funcion bilineal a la marcha de la concentracion de clorofila total expresada en funcién
del area foliar (Figura 3 en Mangieri et al. [2017]). Al inicio de las mediciones
(mediados de antesis R5.5), la hoja ubicada en la posicion 17 era la que se encontraba
dos posiciones por encima de la dltima hoja que presentaba signos visibles de
amarillamiento (i.e. senescentes). En cada hoja individual y en cada posicion
seleccionada se realizaban ocho mediciones, separadas una de otra por 3cm (Fig. 2.1) y
distribuidas desde el pice hasta la base de la lamina (Guiboileau et al., 2010). El inicio
de la senescencia de una hoja marcada se asumio que ocurrié cuando la concentracion
de clorofila total comenzé a disminuir.

Fig. 2.1. Diagrama de ubicacion en la hoja de las posiciones utilizadas para las mediciones del
SPAD.

2.2.2.3.2 Fotosintesis neta y rendimiento cuantico maximo del fotosistema 11 (PSII)

Se realizaron mediciones diarias de fotosintesis neta (Pn) y de rendimiento
cuantico maximo de PSII (Fv/Fm) en las hojas marcadas (17, 20, 22, 24 y 27 sentido
acropeto), a partir de mediados de antesis (Estadio R5.5) y continuando hasta que el
50% de la superficie de las hojas pasaba a ser senescente. Dichas mediciones se
realizaron en las hojas de tres plantas etiquetadas distribuidas al azar, no contiguas de la
parte central de cada sub-parcela de las cinco parcelas.

La fotosintesis neta se midio, entre las 11 y las 14 horas en dias soleados,
utilizando un sistema de fotosintesis portatil Li-6400 (Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska,
EE.UU.) con una densidad de flujo de fotones (PPFD) de 1500 umol.m'z.s'l, que
permite independizar la medicion de las condiciones naturales de irradiancia. La luz
fue proporcionada por la fuente de luz de la cdmara de la hoja 6400-40 utilizando una
mezcla de 80% de rojo y 20% de luz azul. El flujo de aire, la concentracion de CO; en
la camara y la temperatura fueron configurados y controlados automaticamente por el
equipo en 300 pmol.s™, 400 pmol.mol™ (ppm) y 27°C, respectivamente.
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El rendimiento cuantico maximo de PSII (Fv/Fm) se midi6 usando un
fluorémetro de clorofila FMS 2 (Hansatech Instruments, Pentney, King's Lynn, Norfolk,
Reino Unido). Este indice muestra una clara correlacion con el porcentaje de centros
funcionales del fotosistema Il (Anderson et al., 1997), por lo que su disminucién se
considera un indicador de pérdida de funcionalidad de los componentes (Bilger et al.,
1995; Maxwell y Johnson, 2000) de la etapa luminosa de la fotosintesis, sin influencia
de otros componentes del proceso fotosintético. Previo a la medicion, las hojas fueron
aclimatadas a oscuridad durante 30 minutos (Fernandez and Gyenge 2010).

2.2.2.3.3 Concentracion de trans-Zeatina en hojas

Para cuantificar la concentracion de citocininas de las hojas, se tomaron
muestras a partir de mediados de antesis (Estadio R5.5) antes, durante, y después del
inicio de la senescencia de las hojas marcadas, situadas en las posiciones 17, 20, 22, 24
y 27. Las muestras fueron tomadas de una planta representativa, etiquetada de la parte
central de cada sub-parcela de las cinco parcelas. Antes de comenzar las mediciones, se
seleccionaron plantas distribuidas aleatoriamente en la misma etapa de desarrollo. Las
hojas muestreadas se tomaron de diferentes plantas en cada ocasion porque las
mediciones fueron destructivas. Antes del inicio de la senescencia foliar las muestras de
hojas fueron tomadas cada tres dias. Una vez que la senescencia (véase la seccion
2.2.2.3.1.) se inici6 en una de las posiciones de hoja marcada, dicha posicion fue
muestreada cada dos dias hasta que el 50% de la superficie de la hoja se encontraba
senescente. Las muestras se congelaron en nitrogeno liquido durante 24 horas, y
después se mantuvieron a -20°C hasta su analisis quimico. La extraccién, la purificacién
y la cuantificacion de las citocininas en las muestras se realizaron siguiendo la
metodologia descripta por Hoyerova et al. (2006). Las determinaciones de la
concentracion de trans-Zeatina (Z) en las hojas se llevaron a cabo por cromatografia
liquida de alta presion (HPLC) utilizando un cromatdégrafo Agilent 1100 series (Agilent,
Alemania). Para la calibracion se utilizé el patron de trans-Zeatina adquirido a Sigma
Aldrich Argentina.

2.2.2.4 Intensidad y calidad de la luz incidente sobre las posiciones de hoja

Con el fin de excluir la posibilidad de que las diferencias en la intensidad o en la
calidad de la luz (Rousseaux et al. [1996 y 2000]; Guiamet et al. [1989]) estuvieran
involucradas en la determinacion de las diferencias en el momento de inicio de la
senescencia de las hojas de las posiciones 17, 20, 22, 24 y 27 de los hibridos FDD y SG,
se midi6 la intensidad y la calidad de la luz incidente sobre las hojas. Estas mediciones
se realizaron al principio de R5 (1 dia desde el inicio de antesis [DDIA] (comienzo de
floracion), R6 (12 DDIA) (floracion completa y marchitamiento de flores), R7 (22
DDIA) (parte posterior del capitulo de color amarillo palido) y R8 (30 DDIA) (la parte
posterior del capitulo de color amarillo, pero las bracteas permanecen verdes) (Schneiter
y Miller, 1981), sobre las posiciones de hojas de tres plantas etiquetadas representativas,
no contiguas y distribuidas al azar de la parte central de cada sub-parcela de las cinco
parcelas. Ambas mediciones se realizaron entre las 11:00 y las 14:00 horas. La
radiacion se midio utilizando un sensor PAR quantum (Li-Cor Q 24122) unido a un
medidor portétil LI1-1000 (Li-Cor Inc., Lincoln, Nebraska, EE.UU.), y la relacion
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rojo/rojo lejano (R/RL) utilizando un medidor portatil de Rojo/Rojo Lejano (660/730)
(SKR 100 36100, Skye Instruments Llandrindod Wells, Powys, Reino Unido).

2.2.3 Anadlisis estadistico

Para la mayoria de las variables de respuesta (DLRV, IAFV, concentracién de
clorofila total, fotosintesis neta, fluorescencia y concentracion de trans-Zeatina de la
hoja), se ajustaron regresiones lineales segmentadas (también llamadas regresiones bi-
lineales) utilizando el software Graph Pad Prism (version 5.00 para Windows, Graph
Pad Software, San Diego, CA, EE.UU., http://www.graphpad.com/). Se prefirieron las
funciones bi-lineales en lugar de polinomios, debido a que permiten comparaciones mas
simples entre los tratamientos, y porque la inspeccién visual de la dinamica de estas
variables indic6 que este enfoque proporciona una descripcion adecuada de los datos.
Para determinar diferencias significativas entre los tratamientos a través de los 2 afios de
experimentos se compararon los valores de los pardmetros de las funciones ajustadas a
las variables respuestas (es decir, la ordenada al origen, la pendiente de segmento
inicial, el valor de la variable independiente correspondiente al punto de ruptura entre
los dos segmentos, y la pendiente del segundo segmento lineal) utilizando analisis de la
varianza (ANOVA) implementado con el software Infostat v.2011 / Profesional (Di
Rienzo et al., 2010). Se utilizé la prueba de Tukey para definir el significado de las
diferencias entre los tratamientos (o =0.05). Un enfoque equivalente, utilizando un
modelo mixto con la estimacion REML con el software Infostat v.2011 / Profesional
adosado al software R (Di Rienzo et al., 2010), se utiliz6 para contrastar los valores de
PAR y de R/RL de la luz que incide sobre cada posicion de hoja, a través de los hibridos
para cada tiempo de muestreo y el afio. El efecto aleatorio fue la parcela, se control6 la
heterocedasticidad modelando por fecha de medicion, y se utilizo la estructura CorAR1
para esa correlacion. Las diferencias entre los tratamientos para las variables PAR y
R/RL fueron evaluadas mediante la prueba LSD Fisher (¢=0.05).

2.3 Resultados

2.3.1 Interaccién Hibrido-Afo

No se encontraron interacciones significativas (p> 0.05) entre hibrido y afio para
los coeficientes de las funciones bi-lineales ajustadas a la dindmica de DLRV, IAFV,
fotosintesis neta, fluorescencia, y de la concentracion de clorofila total y de trans-
Zeatina en hoja (Cuadro Al.1l, A1.2 y Al1.3, Apendice I). Tampoco Se encontraron
interacciones significativas (p>0.05) entre hibridos y afios para los niveles de PAR y
R/RL incidentes sobre las hojas en cada posicion y en cada fecha de muestreo (Cuadro
Al.4, Apéndice I).

El hibrido FDD alcanzé el estadio de R5.1 (inicio de la antesis) a los 1153 °C dia
y alos 1156 °C dia [Th = 4°C, Villalobos y Ritchie (1992)] después de la siembra, Afios
1y 2, respectivamente; mientras que el hibrido SG alcanzé el mismo estadio en 1195 °C
dia 'y 1205 °C dia, Afios 1y 2, respectivamente. La madurez fisioldgica (Estadio R9) se
alcanzo en el hibrido FDD a los 2101 °C dia y a los 2079 °C dia después de la siembra,
Afios 1y 2, respectivamente; mientras que el hibrido SG alcanzé el mismo estadio en
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2139 °C dia y 2128 °C dia, Afios 1y 2, respectivamente. La temperatura media diaria
del aire durante el periodo comprendido entre R5.1 y R9 fue de 24.7°C y 24.8°C en el
hibrido FDD, y de 24.4°C y 24.5°C en el hibrido SG, en los afios 1 y 2,
respectivamente. EI PAR incidente promedio diario para el hibrido FDD durante el
periodo comprendido entre R5.1 y R9 fue 33.1 y 32.8 mol.m?d?, Afios 1y 2,
respectivamente; y los valores equivalentes para el hibrido SG fueron 33.2 y 32.6
mol.m2.d™. Por lo tanto, las condiciones ambientales durante el periodo de medicién
fueron similares entre los hibridos en el mismo afio y entre afios dentro de cada hibrido
(Fig. Al.1, Apéndice I).

En base a estas concordancias generales de los patrones de respuesta de las
variables medidas dentro de cada hibrido entre afios, las tasas de desarrollo de los
cultivos de cada uno de los hibridos, y la similitud de las condiciones ambientales
durante el llenado de frutos a través de los afios y de los hibridos, para ilustrar las
respuestas y con el objeto de simplificar, en lo que sigue se presentan los datos de un
solo afio.

2.3.2 Densidad longitudinal de raices vivas (DLRV)

Las muestras de los estratos de suelo de 0-20 cm, 20-40 cm y 40-60 cm
mostraron tendencias similares en el tiempo en la DLRV, por lo que los datos para
todos los estratos se combinaron y se muestran los valores agrupados en el estrato de 0 a
60 cm (Fig. 2.2). Se encontraron diferencias significativas (p<0.05) entre hibridos en el
momento del cambio en la pendiente de DLRV, reflejando un retraso de 7 dias del
hibrido SG con respecto al hibrido FDD (Cuadro Al.3, Apéndice I). Ademas, los
valores méximos de DLRV fueron significativamente (p<0.05) mayores (26.3%) en el
SG respecto del FDD. Desde el momento en que se alcanzaron los valores maximos de
DLRYV, las diferencias entre los hibridos en las tasas de disminucion de DLRV fueron
estadisticamente no significativas (p>0.05). Es importante destacar que este patrén
significé que el hibrido SG mostrara valores de DLRV mayores durante toda la etapa de
llenado de frutos, y que la diferencia entre los hibridos haya sido proporcionalmente
mayor a medida que avanzé la etapa de llenado de frutos (Fig. 2.2). Por lo tanto, los
valores a 50 DDIA (unos dias después de R9) para DLRV fueron significativamente
(p<0.05) mayores (200%) en SG en comparacion con FDD.



39

0.6- ‘ .o« FDD R?:001
= - SG  R2=092
o
0
“"E 0.4
(@]

N

g

§ 02

2 e

3 11 |
0-0 | | | | | | | | 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70
Dias desde inicio de antesis

Fig. 2.2. Dindmica de la densidad longitudinal de raices vivas (DLRV), en el estrato de suelo de
0-60 cm para los hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD) durante el llenado de frutos.
Las flechas verticales continuas y discontinuas con trazo amplio y cerca de las funciones
ajustadas, indican el tiempo en el que los hibridos SG y FDD, respectivamente, alcanzaron los
picos de valores maximos de DLRV. Las flechas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican
los momentos de R5.1 (gris continua), R6 (gris discontinua) y R9 (negra continua). Las barras
verticales en cada simbolo indican + 1 E. S. (n = 5). Los valores de R? de las funciones ajustadas
se muestran junto a los codigos de los tratamientos. Los valores de los parametros de las
funciones ajustadas se presentan en el Cuadro Al.3, Apéndice I. Datos correspondientes al Afio
1.

2.3.3 Indice de area foliar verde (IAFV)

El momento en que los valores de IAFV empiezan a decaer respecto a su plateau
fue significativamente (p<0.05) posterior en SG (18 DDIA) respecto de FDD (12
DDIA) (Fig. 2.3). Ademas, los valores maximos de IAFV fueron significativamente
(p<0.05) mayores en SG respecto de FDD en ambos afios, siendo esa diferencia para el
Afo 1 del 10% y para el afio 2 del 8% (Cuadro Al.1 y Al.3, Apendice I). Desde el
momento del cambio en la tasa de los valores de IAFV, las diferencias entre hibridos en
dicho parametro no fueron estadisticamente significativas (p>0.05) en ninguno de los
dos afios (Cuadro A1.3, Apéndice I). Es importante destacar que el hibrido SG mantuvo
los valores méaximos de IAFV durante seis dias después de que esta variable empezo a
disminuir en el hibrido FDD. Esto provocé que el hibrido SG exhibiera valores de IAFV
mayores durante toda la etapa de llenado de frutos, y que esta diferencia se haya hecho
proporcionalmente mayor a medida que la etapa de llenado de frutos avanzo (Fig. 2.3).
Por lo tanto, los valores a 50 DDIA (unos dias después de R9) para IAFV fueron
significativamente (p<0.05) mayores (87% en el afio 1, 76% en el afio 2) en el SG
respecto del FDD en ambos afios.
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Fig. 2.3. Dinamica del indice de area foliar verde (IAFV), para los hibridos stay green (SG) y
fast dry down (FDD) durante el llenado de frutos. Las flechas negras de trazo amplio, continuas
y discontinuas, cercanas a las funciones ajustadas, indican el tiempo de inicio de la caida de
IAFV en SG y FDD, respectivamente. Las flechas de trazo estrecho cercanas al eje "x" indican
los momentos de R5.1 (gris discontinua), R6 (gris continua), y R9 (negra continua). Las lineas
verticales continuas y discontinuas coronadas cercanas al eje "Xx" indican el comienzo de la
caida en DLRV en SG y FDD, respectivamente. Las flechas grises continuas de trazo estrecho
cercanas a las funciones ajustadas para cada hibrido, indican el inicio de la senescencia de la
hoja cuyas posiciones se indica. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n =
5). Los valores de R? de las funciones ajustadas se muestran junto a los codigos de los
tratamientos. Los valores de los parametros de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro
Al1.3, Apéndice I. Datos correspondientes al Afio 1.

2.3.4 Dinamica de la concentracion de clorofila total en hojas

La dindmica de la concentracion de clorofila total en hojas de las cinco
posiciones consideradas y las diferencias en esta dinamica entre los hibridos y las
posiciones de las hojas se ejemplifican para el Afio 1 en las Figs. 2.4 B (hoja posicion
17), 2.5 B (hoja posicion 20), 2.6 B (hoja posicion 22), 2.7 B (hoja posicion 24), 2.8 B
(hoja posicidn 27). La dinamica bésica de la concentracion de clorofila total consistio en
un valor de plateau (dado que las pendientes de la fase inicial no difirieron de 0 [p <
0.05]) que persistio en el tiempo hasta un punto de ruptura, después del cual la
concentracion de clorofila total disminuy6 en forma lineal. Las interacciones entre los
hibridos y las posiciones de las hojas fueron significativas (p<0.05) para el momento de
cambio de tasa y para la tasa de caida de la relacion de esta variable con el tiempo
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térmico desde méaxima expansion de la hojas (Cuadro Al.2, Apéndice I). Estas
interacciones son atribuibles principalmente a la dindmica de la concentracion de
clorofila total en la hoja 17, en la que pequefias diferencias entre hibridos en la tasa de
caida resultaron en valores de clorofila similares en ambos hibridos a partir de 600 °C
dia desde la méaxima expansion de esta hoja. Las diferencias entre los valores maximos
de clorofila total fueron estadisticamente no significativos (p>0.05) entre los hibridos y
las posiciones de las hojas (Cuadros Al.2 y Al1.3, Apéndice 1), siendo el valor en
promedio para ambos hibridos y todas las posiciones de hoja de 2.69 mg.g™peso fresco.
Las principales caracteristicas que surgen de los datos de los paneles B de las
Figs. 2.4, 2.5, 2.6, 2.7 y 2.8, es que el inicio de la fase de caida de la clorofila total, en el
hibrido SG fue significativamente (p<0.05) posterior en las cinco posiciones de las
hojas estudiadas. Este retraso provocod que el valor maximo en las hojas de las
posiciones 20, 22, 24 y 27 -pero no en la hoja 17- se mantuviera en promedio 113 °C dia
mas en el hibrido SG respecto del hibrido FDD; y que presentaran valores mas altos de
clorofila total a lo largo de la duracion de la fase de caida, siendo (en promedio de todas
las posiciones) dichas diferencias del 6% y del 40%, al inicio y al final respectivamente
de la fase de caida de las hojas del hibrido FDD. Esto resulté -para las hojas 20, 22, 24 y
27 del hibrido SG- en mayores concentraciones de clorofila total durante la totalidad de
la fase de caida. Exceptuando a la hoja 17, no se encontraron diferencias (p>0.05), entre
las posiciones de las hojas dentro de cada hibrido, en el comienzo de la fase de caida
expresado en tiempo térmico desde que la hoja alcanzd su maxima expansion. Las
diferencias entre hibridos en la pendiente de la fase de caida para cada posicion, fueron
pequefias, aungque para la mayoria de las posiciones (hojas 17, 20, 22 y 24) fueron
significativas (p<0.05). Como se puede apreciar en el cuadro Al.3, el sentido de dichas
diferencias no muestra un patron consistente. Para las posiciones 17 y 20 fue mayor (p <
0.05) en el hibrido FDD, para las posiciones 22 y 24 fue mayor (p < 0.05) en el hibrido

SG, y para la posicion 27 no se encontraron diferencias significativas entre hibridos.
Esto no alterd las principales caracteristicas descriptas sobre la dinamica de esta
variable. Las diferencias entre los hibridos en el inicio de la senescencia (punto de
quiebre de la concentracion de clorofila) en cada posicion de hoja (ver flechas de color
gris, Fig. 2.3) fueron consistentes con la observada para IAFV: la senescencia comenzé
posteriormente, en todas las posiciones de hoja, en el hibrido SG.

2.3.5 Fotosintesis Neta

La dindmica de la fotosintesis neta en las cinco posiciones de hojas, y las
diferencias en esta dinamica entre los hibridos y las posiciones de las hojas, se
ejemplifican para el Afo 1 en las Figs. 2.4 C (posicion 17), 2.5 C (posicion 20), 2.6 C
(posicion 22), 2.7 C (posicion 24), 2.8 C (posicion 27). Las principales caracteristicas
de la respuesta de Pn a hibridos, posiciones de hojas, y tiempo térmico desde maxima
expansion de la hoja fueron similares a las exhibidas por la concentracion de clorofila
total en hojas. Las diferencias entre los valores maximos de Pn fueron estadisticamente
no significativas (p>0.05) entre los hibridos y las posiciones de las hojas (Cuadros Al.2
y Al.3, Apéndice 1), siendo el valor en promedio para ambos hibridos y todas las
posiciones de hoja de 37 pmoles.m.s™, valores similares de fotosintesis méximas a los
medidos por otros autores en girasol (Rodriguez et al. [1998], Connor et al. [1993],
Rawson and Constable [1980]). En las cinco posiciones de hoja, la fase de caida
comenzo significativamente (p<0.05) mas tarde en el hibrido SG. Este retraso provoco
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que las hojas de las posiciones 20, 22, 24 y 27 -pero no en la hoja 17- del hibrido SG
presentaran tasas de Pn maximas en promedio durante 120°C dia méas que aquellas del
hibrido FDD; y que presentaran valores mas altos de Pn a lo largo de la duracion de la
fase de caida, siendo (en promedio de todas las posiciones) dichas diferencias del 9% y
del 742%, al inicio y al final respectivamente de la fase de caida de las hojas del hibrido
FDD. Las diferencias en el momento de inicio de la fase de caida entre las posiciones de
las hojas o en la pendiente de la fase de caida entre hibridos y/o posiciones de las hojas
no alteraron las principales caracteristicas de las Figs. 2.4, 2.5, 2.6, 2.7 y 2.8 panel C.
Gran parte de la interaccion entre las posiciones de las hojas (Cuadros Al1.2 y Al.3,
Apéndice 1) para Pn se debid a las diferencias en el patrén temporal entre la hoja 17 y
las hojas de las cuatro posiciones restantes. Es importante destacar que, el inicio de la
fase de caida de Pn se encontro claramente asociada con el inicio de la caida de la
concentracion de clorofila total (ver las flechas cerca de las funciones ajustadas, Figs.
2.4 C [posicion 17], 2.5 C [posicién 20], 2.6 C [posicion 22], 2.7 C [posicion 24], 2.8 C
[posicion 27]).

2.3.6 Rendimiento cuantico del Fotosistema Il (PSII)

La dinamica de Fv/Fm en las hojas de las cinco posiciones consideradas, y las
diferencias en esta dinamica entre los hibridos y las posiciones de las hojas, se
ejemplifican para el Afio 1 en las Figs. 2.4 D (posicion 17), 2.5 D (posicién 20), 2.6 D
(posicién 22), 2.7 D (posicién 24), 2.8 D (posicion 27). Al igual que con la clorofila
total y que con la Pn, no se encontraron diferencias en los valores maximos de Fv/Fm
(0.85 en promedio para todas las posiciones en ambos hibridos) entre las posiciones de
las hojas y los hibridos. Al igual que en las otras dos variables mencionadas, se observo
un retraso en el momento del inicio de la fase de caida en el hibrido SG (109° C dia en
promedio para todas las posiciones en ambos hibridos). Respecto a la pendiente de la
fase descendente se encontraron pequefias diferencias que condujeron a mayores valores
de Fv/Fm en las hojas del hibrido SG en las cinco posiciones. Estas diferencias en los
valores de Fv/Fm, a favor del hibrido SG y en promedio de todas las posiciones, fueron
del 2% y del 25% al inicio y al final respectivamente, de la fase de caida en las hojas del
hibrido FDD. Las diferencias en el momento de inicio de la fase de caida entre las
posiciones de las hojas o en la pendiente de la fase de caida entre hibridos y posiciones
de las hojas no alteraron las principales caracteristicas descriptas sobre la dinamica de
esta variable. Al igual que con Pn, el momento del inicio de la fase de caida en los
valores de Fv/Fm a través de las posiciones y los hibridos estuvo estrechamente
asociado con el comienzo de la caida de los valores de clorofila total de la hoja (ver las
flechas cerca de las funciones ajustadas en las Figs. 2.4 D [posicion 17], 2.5 D [posicion
20], 2.6 D [posicion 22], 2.7 D [posicion 24], 2.8 D [posicion 27]).
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2.3.7 Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina en hojas

La dindmica de la concentracion de trans-Zeatina en las cinco posiciones de
hojas y las diferencias en esta dinamica entre los hibridos y las posiciones de las hojas
se ejemplifica para el Afio 1 en las Figs. 2.4 A (posicion 17), 2.5 A (posicion 20), 2.6 A
(posicion 22), 2.7 A (posicién 24), 2.8 A (posicion 27). Dentro de las caracteristicas
sobresalientes de la dinamica de la concentracion de trans-Zeatina, encontramos en
primer lugar la muy amplia y significativa (p<0.05) diferencia en las concentraciones
iniciales (plateau) entre los hibridos (134%, 204%, 316%, 698% y 834% para las
posiciones 17, 20, 22, 24 y 27 respectivamente) y entre las posiciones (en relacion a la
posicion 17: disminuyendo en el hibrido FDD en un 15%, 39%, 63% y 66% posiciones
20, 22, 24 y 27 respectivamente; e incrementandose en el hibrido SG en un 10%, 8%,
26% y 35% posiciones 20, 22, 24 y 27 respectivamente). En segundo lugar, se observa
un retraso significativo (p<0.05) en el momento de inicio de la fase de caida en el
hibrido SG (119 °C dia en promedio para todas las posiciones); y en tercer y ultimo
lugar se observa una diferencia significativa (p<0.05) en la pendiente de la fase de caida
(mayor en el hibrido SG) (Cuadros Al1.2 y Al1.3, Apéndice I). La diferencia en los
valores iniciales de trans-Zeatina entre los hibridos SG y FDD era tan grande (Cuadros
Al.2 y A1.3, Apendice I), que las hojas del hibrido SG mantuvieron mayores valores de
trans-Zeatina durante todo el periodo de medicién siendo (en promedio de todas las
posiciones) dichas diferencias del 437% vy del 1321%, al inicio y al final
respectivamente del periodo de medicion de las hojas del hibrido FDD. Hubo algunas
interacciones significativas entre hibridos y posicion de hoja para los valores iniciales
(plateau) de trans-Zeatina (con una disminucién significativa [p<0.05] con el
incremento de la posicion de la hoja en FDD y generalmente con incrementos
significativos [p<0.05] en SG); y entre posiciones de hojas en el momento de inicio de
la fase de caida y en la pendiente de la fase de caida; pero no alteraron las principales
caracteristicas descriptas sobre la dindmica de esta variable. Al igual que con Pn y
Fv/Fm, hubo una fuerte asociacion —a través de las posiciones de las hojas y los
hibridos- entre los momentos de inicio de la caida de los valores de trans-Zeatina y los
de clorofila total (ver las flechas cerca de las funciones ajustadas en las Figs. 2.4 A
[posicion 17], 2.5 A [posicion 20], 2.6 A [posicion 22], 2.7 A [posicion 24], 2.8 A
[posicion 27]).
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Fig. 2.4. Dinamica de Ila
concentracion  de  trans-
Zeatina (A) y de clorofila
total (B), de la fotosintesis
neta (Pn) (C) vy del
rendimiento cuantico maximo
del PSIl (Fv/Fm, D) en
funcion del tiempo térmico
(Thb 4°C) desde la maxima
expansion de la hoja de la
posicién 17, en los hibridos
stay green (SG) y fast dry
down (FDD). Las flechas
negras de trazo amplio,
continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones
ajustadas, indican el momento
en el que comienza la caida
de la concentracion de
clorofila total en SG y FDD,
respectivamente. Las flechas
de trazo estrecho cercanas al
eje "x" indican los momentos
de R5.1 (discontinua) y R9

(continua). Las lineas
verticales continuas y
discontinuas coronadas

cercanas al eje "x" indican el
comienzo de la caida en
DLRV en SG y FDD,
respectivamente. Las barras
verticales en cada simbolo
indican +/- 1 E. S. (n = 5).
Los valores de R* de las
funciones ajustadas se
muestran junto a los cédigos
de los tratamientos. Los
valores de los parametros de
las funciones ajustadas se
presentan en el Cuadro Al.3,
Apéndice l. Datos
correspondientes al Afio 1.
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Fig. 2.5. Dinamica de Ila
concentracion  de  trans-
Zeatina (A) y de clorofila
total (B), de la fotosintesis
neta (Pn) (C) vy del
rendimiento cuantico maximo
del PSIl (Fv/Fm, D) en
funcion del tiempo térmico
(Tb 4°C) desde la méaxima
expansion de la hoja de la
posicién 20, en los hibridos
stay green (SG) y fast dry
down (FDD). Las flechas
negras de trazo amplio,
continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones
ajustadas, indican el momento
en el que comienza la caida
de la concentracion de
clorofila total en SG y FDD,
respectivamente. Las flechas
de trazo estrecho cercanas al
eje "x" indican los momentos
de R5.1 (discontinua) y R9

(continua). Las lineas
verticales continuas y
discontinuas coronadas

cercanas al eje "x" indican el
comienzo de la caida en
DLRV en SG y FDD,
respectivamente. Las barras
verticales en cada simbolo
indican +/- 1 E. S. (n = 5).
Los valores de R? de las
funciones ajustadas se
muestran junto a los cddigos
de los tratamientos. Los
valores de los pardmetros de
las funciones ajustadas se
presentan en el Cuadro Al.3,
Apéndice l. Datos
correspondientes al Afio 1.
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Fig. 2.6. Dinamica de Ila
concentracion  de  trans-
Zeatina (A) y de clorofila
total (B), de la fotosintesis
neta (Pn) (C) vy del
rendimiento cuantico maximo
del PSIl (Fv/Fm, D) en
funcion del tiempo térmico
(Tb 4°C) desde la maxima
expansion de la hoja de la
posicion 22, en los hibridos
stay green (SG) y fast dry
down (FDD). Las flechas
negras de trazo amplio,
continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones
ajustadas, indican el momento
en el que comienza la caida
de la concentracion de
clorofila total en SG y FDD,
respectivamente. Las flechas
de trazo estrecho cercanas al
eje "x" indican los momentos
de R5.1 (discontinua) y R9

(continua). Las lineas
verticales continuas y
discontinuas coronadas

cercanas al eje "x" indican el
comienzo de la caida en
DLRV en SG vy FDD,
respectivamente. Las barras
verticales en cada simbolo
indican +/- 1 E. S. (n = 5).
Los valores de R® de las
funciones ajustadas se
muestran junto a los cddigos
de los tratamientos. Los
valores de los pardmetros de
las funciones ajustadas se
presentan en el Cuadro Al.3,
Apéndice l. Datos
correspondientes al Afio 1.

- SG R?20.96



trans-Zeatina
(ng.g™! peso fresco)

9001
8004
7004
6004
500+
400+
300
2004
100+

0 FDD R 20.99
- SG R?0096

i ﬁD<hf-G-®4)-O!%DW3 l

3.0

2.5+

2.04

1.5+

1.0

0 200 400 600 800 1000 1200
TT (°C dia) desde maxima expansion

* B
_ ‘o FDD R 20.99
- SG R?20.99

€381.133030DCIICIBRELEy

ay

| |

Clorofila Total (mg.g 1 peso fresco)

Pn u moles.m?.s

-10

T T T T T 1
o 200 400 600 800 1000 1200
TT (°C dia) desde maxima expansion

0.94

0.8+

0.7+

0.6+

fv/fm

0.5+

0.4+

0.3

0 200 400 600 800 1000 1200
TT (°C dia) desde maxima expansion
D

-0 FDD R 20.99
- sSG R 2099

| |

0 200 400 600 800 1000 1200
TT (°C dia) desde maxima expansion

47

Fig. 2.7. Dinamica de la
concentracion  de  trans-
Zeatina (A) y de clorofila
total (B), de la fotosintesis
neta (Pn) (C) y del
rendimiento cuantico maximo
del PSIl (Fv/Fm, D) en
funcién del tiempo térmico
(Tb 4°C) desde la maxima
expansion de la hoja de la
posicion 24, en los hibridos
stay green (SG) y fast dry
down (FDD). Las flechas
negras de trazo amplio,
continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones
ajustadas, indican el momento
en el que comienza la caida
de la concentracion de
clorofila total en SG y FDD,
respectivamente. Las flechas
de trazo estrecho cercanas al
eje "x" indican los momentos
de R5.1 (discontinua) y R9

(continua). Las lineas
verticales continuas y
discontinuas coronadas

cercanas al eje "x" indican el
comienzo de la caida en
DLRV en SG vy FDD,
respectivamente. Las barras
verticales en cada simbolo
indican +/- 1 E. S. (n = 5).
Los valores de R? de las
funciones ajustadas se
muestran junto a los cddigos
de los tratamientos. Los
valores de los pardmetros de
las funciones ajustadas se
presentan en el Cuadro Al.3,
Apéndice l. Datos
correspondientes al Afio 1.
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Fig. 2.8. Dindmica de la
concentraciéon de trans-Zeatina
(A) y de clorofila total (B), de
la fotosintesis neta (Pn) (C) y
del  rendimiento  cuantico
méaximo del PSIlI (Fv/Fm) (D)
en funcién del tiempo térmico
(Tb 4°C) desde la méaxima
expansion de la hoja de la
posicién 27, en los hibridos
stay green (SG) y fast dry
down (FDD). Las flechas
negras de trazo amplio,
continuas y  discontinuas,
cercanas a las funciones
ajustadas, indican el momento
en el que comienza la caida de
la concentracion de clorofila
total en SG 'y FDD,
respectivamente. Las flechas
de trazo estrecho cercanas al
eje "x" indican los momentos
de R5.1 (discontinua) y R9

(continua). Las lineas
verticales continuas y
discontinuas coronadas

cercanas al eje "x" indican el
comienzo de la caida en DLRV
en SG y FDD,
respectivamente. Las barras
verticales en cada simbolo
indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los
valores de R? de las funciones
ajustadas se muestran junto a
los cadigos de los tratamientos.
Los valores de los pardmetros
de las funciones ajustadas se
presentan en el Cuadro Al.3,
Apéndice I Datos
correspondientes al Afio 1.



49

2.3.8 Comparaciones de los momentos de cambios de pendiente (plateau previo a
la caida> fase de caida) de la dinamica de las variables de hoja

Una comparacion del momento de cambio de la fase de plateau a la fase de
caida, a través de las posiciones de las hojas y los hibridos, para el conjunto de las
cuatro variables de hoja consideradas (Cuadro 2.1) mostré que este momento fue
siempre significativamente (p<0.05) posterior en el hibrido SG con respecto al hibrido
FDD. Ademas, las comparaciones de este momento de cambio de fase entre las
variables de la hoja, dentro de cada posicion y para cada hibrido, mostraron que las
diferencias entre los momentos de cambio de pendiente de Pn y trans-Zeatina fueron
estadisticamente no significativas (p>0.05) de los de clorofila en ambos hibridos, con la
excepcion de la hoja 24. Por el contrario, el momento del cambio de pendiente de
Fv/Fm fue ligeramente posterior que el de las otras tres variables en cinco de las diez
combinaciones hibrido por posicion de hoja. En nuestro sistema, el momento de la
transicion de la fase de plateau a la fase de caida de la clorofila resultd ser un indicador
robusto y sencillo de medir para determinar el inicio de la senescencia foliar, lo que se
refleja en el comportamiento de las otras tres variables consideradas a nivel de hoja.

Cuadro 2.1. Momento en el cual ocurre el cambio de fase (plateau previo a la caida > fase de
caida) en la evolucidn de la dindmica de la clorofila total, de la fotosintesis neta, del rendimiento
cuantico maximo del PSIlI (Fv/Fm) y de la concentracion de trans-zeatina en las cinco
posiciones de hoja estudiadas (17, 20, 22, 24 y 27) en un hibrido fast dry down (FDD) y otro
stay green (SG). Cada valor corresponde al tiempo térmico (TT) [Tb=4°C, Villalobos y Ritchie
(1992)] acumulado desde la finalizacién de la expansiéon de la hoja, y es promedio de cinco
observaciones (n = 5). Letras minuasculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)
dentro de cada combinacién hibrido x posicion de hoja (filas del cuadro). Letras mayusculas
diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre hibridos para cada posicion de
hoja. Datos correspondientes al Afio 1.

Clorofila Fotosintesis trans-
Total Neta Fv/Fm Zeatina
Posicion de TT

Hibrido Hoja TT (°Cdia) TT (°Cdia (°Cdia) | TT (°Cdia)
FDD 17| 449 [a [B]| 462 |[a (B | 472 |a|B| 451 |a (B
SG 17] 500 [a [A] 515 |a [A | 520 |a|]A]| 522 |a |A
FDD 20| 465 |b |B| 458 |b [B [ 506 |a|B| 460 [b |B
SG 20| 660 |a |A]| 676 |a [A [ 702 |a]A| 653 |a |A
FDD 22| 508 |b |B| 512 |b |B|551 |a|B| 499 [b |B
SG 22| 561 |b |A| 609 |ab |A | 633 |a|A| 577 [ab |A
FDD 24| 464 |b |B| 507 |a [B[518 |a|B| 464 [b |B
SG 24| 567 |bc |A]| 593 |ab [A [ 612 |a|A| 547 [c |A
FDD 27| 507 B| 524 |ab |B | 551 |a|B| 491 [b |B
SG 27| 670 A| 672 |a |[A|675]|a|A|660 |a |A
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2.3.9 Intensidad y calidad de la luz incidente sobre las posiciones de hoja

Los valores de PAR y de R/RL incidentes sobre las hojas de las cinco posiciones
(17, 20, 22, 24 y 27), medidos en varias ocasiones después del inicio de antesis, se
ejemplifican para el Afio 1 en la Cuadro 2.2. A través de las 4 fechas, tanto el PAR
como la relacion R/RL aumentaron (de manera significativa [p<0.05]) con la posicién
de la hoja en ambos hibridos, asociado a la extincién de la radiacion al atravesar el
canopeo. En ambas variables, no se encontraron diferencias significativa (p>0.05) entre
los tiempos de medicion, en cada combinacion hibrido x posicion de hoja. Cuando se
encontrd alguna diferencia significativa entre hibridos para una combinacién especifica
entre posicion de hoja y momento de medicion, los valores de ambas variables para SG
fueron inferiores a los de FDD (para radiacion PAR posiciones 20, 22, 24 y 27; para
R/RL posiciones 20 y 22), lo que sugiere que tanto el PAR como la relacién R/RL no
eran las sefiales que intervenian en la determinacion de las diferencias entre los hibridos
en el inicio de la senescencia foliar.
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Cuadro 2.2. Valores de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) (A) y de la relacion
Rojo/Rojo Lejano (B), sobre el canopeo y en cada una de las cinco posiciones de hoja
estudiadas en un hibrido fast dry down (FDD) y otro stay green (SG), medidos 1, 12, 22 y 30
dias después del inicio de la antesis (DDIA), estadios R5, R6, R7 y R8, respectivamente. Cada
valor corresponde al promedio de cinco observaciones (n = 5). Los momentos de inicio de la
senescencia foliar para cada posicién fueron: hibrido FDD, hojas de las posiciones 17 (14
DDIA), 20 (18 DDIA), 22 (23 DDIA) y 24 (28 DDIA); hibrido SG, hojas de las posiciones 17
(17 DDIA), 20 (24 DDIA), 22 (27 DDIA) y 24 (35 DDIA). En cada variable, letras mindsculas
diferentes en cada momento de observacién indican diferencias significativas (p < 0.05) entre
los hibridos para cada posicion de hoja, y entre posiciones de hoja dentro de cada hibrido. Letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre los 4 momentos de
observacion, para cada combinacién hibrido x posicion de hoja (filas del cuadro). Datos
correspondientes al Afio 1.

A
Tiempo de medicion (DDIA) 1 | 12 | 22 | 30
Radiacion PAR (umol.m™.s™)
Radiacion incidente
fuera del canopeo/ 1589 1514 1474 1363
Hibrido | Posicion de hoja
17 60 a A | 58 a A 74 aA| 8 aA
20 265 cdA| 264 cdA | 269 dA | 281 dA
FDD 22 266 cdA | 264 cdA | 266 cdA | 283 dA
24 440 e A | 438 e A | 442 e A | 427 e A
27 1319 g A (1310 g A |1325 g A [1330 g A
17 38 aA| 36 a A 36 aA| 58 aA
20 75 aA| 74 a A 79 aA| 80 aA
SG 22 208 b A 205 bA | 210 b A | 221 bcA
24 313 dA|311 dA |39 dA]|302 dA
27 1135 f A|[1132 f A 1130 f A (1143 f A
B
Tiempo de medicion (DDIA) 1 | 12 |
Relacion Rojo/Rojo Lejano
Relacion Rojo/Rojo Lejano
fuera del canopeo/ 1.10 1.11 1.12 1.08
Hibrido | Posicion de hoja
17 024 aA| 023 aA|022 aA|[026 aA
20 056 bA| 055 DbA|055 bA| 06 bA
FDD 22 060 bA| 058 bA|05 bA|062 bA
24 064 bA| 064 bA|062 bA|061 bA
27 099 cA| 105 cA|102 cA|[097 cA
17 020 aA| 019 aA|[017 aA|022 aA
20 026 aA| 025 aA|[025 aA|026 aA
SG 22 028 aA| 028 aA|027 aA|[027 aA
24 066 bA| 065 bA|068 bA|068 bA
27 101 cA] 102 cA|099 cA|[09% cA
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2.4 Discusion

Las diferencias en la senescencia foliar entre los hibridos no pueden ser
atribuidas a variaciones en el desarrollo del cultivo o a las condiciones ambientales a las
que estaban expuestos los hibridos (ver seccion 2.3.1.). Ademas, las diferencias en el
inicio de la senescencia entre los hibridos no se asociaron con diferencias en el PAR y/o
en la calidad de la luz (relacion R/RL) incidentes sobre las posiciones de hojas
estudiadas (Cuadro 2.2). Estos ultimos resultados contrastan con los de Rousseaux et al.
(1996, 2000), los cuales encontraron que en la fase de pre-antesis reducciones en el
PAR y/o en la relacion R/RL pueden dar inicio a la senescencia foliar. Esto sugiere que
en la fase de post-antesis (desde la hoja de la posicion 17 en adelante), durante la cual se
fija buena parte del peso del fruto, otros controles operan, entre ellos, las variaciones en
las concentraciones de citocininas.

Los resultados del presente capitulo sugieren que una explicacion plausible para
el control del proceso de senescencia foliar y sus diferencias entre hibridos es la caida
en la DLRV con el avance de la ontogenia como una fuente de citocininas que conducen
a una caida en la concentracion de citocininas foliares. Ademas, profundizan y amplian
los de Lisanti et al. (2013), ya que ellos descubrieron que la DLRV comenz6 a
disminuir antes de que se inicie la senescencia foliar durante la etapa de llenado de
frutos. Nuestros resultados no solo confirman estos hallazgos (Fig. 2.2 y 2.3; Cuadro
Al1.3, Apéndice 1) sino que muestran en forma conjunta, en ambos hibridos, que ademés
existe una conexidn positiva entre el inicio de la caida en la DLRV con la caida de la
concentracion de citocininas foliares y el inicio de la senescencia foliar reflejado en las
caidas de la concentracion de clorofila foliar, en la fotosintesis neta y en Fv/Fm (Fig.
2.4, 2.5, 2.6, 2.7y 2.8; Cuadro 2.1; Cuadro A1.3, Apéndice I). En otras especies, como
tabaco (Singh et al., 1992; Gan y Amasino, 1995; Ori et al., 1999), lechuga (Lactuca
sativa L.) (McCabe et al., 2001), Phragmites australis (Conrad et al., 2015), arroz (Liu
et al., 2016), maiz (Ren et al., 2016), Xanthium (Richmond y Lang, 1957), soja (Noodén
et al., 1979) y Arabidopsis thaliana (Masferrer et al., 2002), se ha demostrado que las
caidas en la concentracion de citocininas foliares estan asociadas al inicio de la
senescencia foliar. En sorgo, Ambler et al. (1992) demostraron que las concentraciones
de citocininas de la savia del xilema eran mayores en un genotipo de senescencia
retardada. No obstante en ninguno de los trabajos anteriores se ha vinculado estos
efectos con mediciones de la funcionalidad de las raices.

Los resultados de este capitulo también muestran que la clorofila total (medido
en gramo de peso fresco), es un buen indicador del inicio de la disminucion en los
niveles de otros indicadores de funcionalidad foliar ya que en la mayoria de los casos no
se encontraron diferencias significativas entre el momento de inicio de las
disminuciones en los niveles de las cuatro variables foliares analizadas (Cuadro 2.1).
Todas las variables de hoja medidas en las distintas posiciones, disminuyeron antes en
el hibrido FDD en relacion al hibrido SG (Figs. 2.3 [flechas grises numeradas], 2.4, 2.5,
2.6, 2.7 y 2.8). Los puntos de ruptura de las funciones bilineales ajustadas a las
variables a nivel de hoja (Figs. 2.4, 2.5, 2.6, 2.7 y 2.8) ocurrieron, sucesivamente acorde
al nivel de insercion (orden acrépeto), al incrementarse el tiempo térmico después del
inicio de la caida de los valores de DLRV. Si, como nuestros resultados sugieren, la tasa
de suministro de citocininas desde las raices a las hojas es un factor importante en la
regulacion de la senescencia foliar, las diferencias en las concentraciones iniciales de
citocininas entre las posiciones foliares indican que las diferencias en la particion del
fluido xilematico, entre las hojas, también podria desempefiar un papel importante
determinando la secuencia de la senescencia con la posicion de la hoja. Neumann y
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Stein (1984) han demostrado que una disminucién en el flujo de la savia del xilema a
las hojas precede a la senescencia. Posiblemente, las diferencias en la exposicion de la
hoja a la radiacion incidente (Cuadro 2.2) y por lo tanto, la transpiracion de la hoja,
pueden estar involucradas (Shin et al., 2014). Sin embargo, no debe pasarse por alto que
la senescencia foliar es un proceso complejo en el que los efectos de varias sefiales
internas y externas se integran en las vias de senescencia dependientes de la edad de la
hoja (Lim et al., 2007), y que la interaccién entre las raices como fuente de citocininas,
la radiacion y la transpiracion pueden no ser los Unicos factores involucrados.

Las diferencias entre SG y FDD en la dindmica de la senescencia foliar no se
debieron Unicamente a la diferencia en los momentos de caida, sino que también se
debi¢ a la gran diferencia en los valores iniciales de trans-Zeatina en hojas entre ambos
hibridos (Panel A de las Figs. 2.4, 2.5, 2.6, 2.7 y 2.8). El inicio de la senescencia foliar
de los dos hibridos se asocié mas bien a un posible valor umbral de trans-Zeatina muy
diferente que marco el inicio de la caida de la misma. Ademas, el retraso en el inicio de
la caida de la DLRV, los mayores niveles de dicha variable durante todo el periodo de
medicion hasta madurez fisiologica (Fig. 2.2), y los mayores niveles de transpiracion
que presento el hibrido SG (ver Capitulo 111 Fig. 3.2 de la presente tesis y ademas en
Lisanti et al., 2013), pueden haber sido factores claves para determinar las diferencias,
entre los hibridos, en la concentracion de trans-Zeatina en las hojas.

En resumen, los resultados de este capitulo muestran la existencia de una robusta
conexion entre el sistema radical, la concentracion de citocininas en hojas y el inicio de
la senescencia foliar posiblemente a través de fluctuaciones en las concentraciones de
citocininas transportadas con el fluido xilematico y relacionados a los cambios en la
DLRYV con la ontogenia del cultivo.

En el siguiente capitulo se presentaran los resultados referidos a la dinamica de
la concentracion de citocininas en el fluido xileméatico con la ontogenia y su relacion
con la dinamica de la DLRV, en ambos hibridos durante el periodo comprendido entre
inicio de antesis y madurez fisiol6gica. Asimismo se presentaran los resultados
obtenidos a partir de aplicaciones exdgenas, en pos de demostrar la existencia de un
umbral de citocininas en hojas a partir del cual disminuciones en el mismo provocan el
inicio del proceso de senescencia foliar. También se evaluara si dicho posible umbral es
similar entre posiciones y entre hibridos con diferente patron de senescencia foliar. Por
ultimo estos resultados también permitirdn demostrar si el girasol puede ser incluido en
la lista de especies donde se ha demostrado concretamente que las citocininas participan
en el retraso de la senescencia foliar.



Capitulo 111

Dinamica de la cantidad de citocininas en el
fluido xilematico durante el llenado de los
frutos, y umbral de citocininas foliares
debajo del cual se desencadena la

senescencia foliar?

2 Figuras 3.3y 3.4, del presenta capitulo, fueron publicadas en Mangieri et al., 2017. EJA 86:
60-70.
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Capitulo Il

Dinamica de la cantidad de citocininas en el fluido xilematico
durante el llenado de los frutos, y umbral de citocininas
foliares debajo del cual se desencadena la senescencia foliar

3.1 Introduccién

Los meristemas apicales de la raiz, son los principales sitios de sintesis de
citocininas libres a nivel de planta entera. Las citocininas sintetizadas en el sistema
radical se mueven hacia la parte aérea a través del xilema junto con el agua y los
minerales absorbidos por las raices (Samuelson et al., 1992; Takei et al., 2001). Esta via
de circulacion de citocininas ha sido identificada a partir del analisis del exudado
xilematico. Los factores ambientales que interfieren con la funcionalidad radical, tales
como la escasez de agua, pueden reducir la concentracion de citocininas en el exudado
del xilema (Itai y Vaadia 1971). Por otro lado, bajo situaciones de déficit de nitrégeno,
el suministro de nitrato a las raices de maiz (Zea mays L.) result6 en un incremento de la
concentracion de citocininas en la savia del xilema (Samuelson 1992). Las citocininas
en el exudado del xilema también se encuentran conjugadas como ribésidos de zeatina
(Takei et al., 2001). Una vez que alcanzan las hojas, algunos de estos nucleosidos se
convierten en la forma de base libre o de glucésidos que son las formas activas (Noodén
y Letham 1993). Noodén et al. (1990) encontraron, en el exudado del xilema de soja
(Glycine max L.), que el ribdsido de zeatina, el ribdsido de dihidrozeatina, la zeatina y
la dihidrozeatina eran las formas de citocininas mas importantes presentes en el
exudado, aunque otras formas desconocidas al momento no se podian descartar.

En varias especies se ha demostrado que la aplicacion exdgena de citocininas
retrasa la senescencia de las hojas (Liu et al., 2016; Ren et al., 2016; Singh et al., 1992).
La aplicacion exdgena de 6- bencilaminopurina (BAP), en maiz retrasé la senescencia
foliar, mantuvo la concentracion de clorofila y mejor6 la performance de la fotosintesis
neta (Ren et al., 2016). Ademas provoco el retraso de la senescencia de la hoja bandera
de arroz (Oryza sativa L.) (Liu et al., 2016). En estudios realizados por Singh et al.
(1992) en hojas de tabaco analizadas en 4 estados de desarrollo, encontraron que la
citocinina presente en mayor cantidad era la zeatina (Z). Asimismo demostraron que las
aplicaciones exogenas de dihidrozeatina y de zeatina, fueron las mas efectivas en
retrasar la senescencia foliar.

En este capitulo se presentan, en primer lugar, los resultados del seguimiento de
la dinamica de la cantidad de citocininas presentes en el fluido xilematico recogidas
durante el llenado de frutos, y sus asociaciones con la densidad longitudinal de raices
vivas (DLRV) y con la senescencia foliar. Estos estudios fueron efectuados en hibridos
de girasol con patrones de senescencia foliar contrastante (Stay- Green [SG] y Fast dry
down [FDD]). Con respecto a ello, se postula que la cantidad de citocininas en el fluido
xilematico estad asociada positivamente con la densidad longitudinal de raices vivas
(DLRV), exhibiendo el hibrido SG mayores niveles de DLRV (Lisanti et al., 2013) y de
citocininas en el fluido xilemético que el hibrido FDD, lo cual repercute en el momento
de inicio y en la tasa de senescencia foliar. No existen antecedentes de estudios que
hayan intentado documentar, al mismo tiempo, estas variables en cultivares con
diferentes patrones de senescencia foliar en girasol y/o en cualquier otra especie
cultivada. En segundo lugar, se presentardn resultados obtenidos mediante la
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manipulacion de la concentracion de citocininas en hojas mediante aplicaciones
exogenas, con los objetivos de establecer la participacion de estas fitohormonas en la
senescencia foliar en girasol; y de establecer la existencia de un umbral de citocininas
por debajo del cual se inicia el proceso de senescencia foliar verificando si el mismo es
igual para todas las posiciones de insercion foliar estudiadas y entre hibridos. En
relacion a ello, se postula que las aplicaciones de citocininas exdgenas aumentaran la
concentracion de esta fitohormona en las hojas por encima de un valor umbral,
revirtiendo o retrasando el inicio de la senescencia foliar. No existen precedentes en
girasol, o en cualquier otra especie cultivada, de intentos por determinar la
concentracion de citocininas por debajo de la cual se desencadena el proceso de
senescencia foliar.

3.2 Materiales y méetodos

3.2.1 Disefio experimental y condiciones de cultivo

Los experimentos se llevaron a cabo en la Facultad de Agronomia, Universidad
de Buenos Aires (34 ° 35'S, 58 ° 29'W) durante dos campaiias de cultivo (2012/13 y
2013/14). Los ensayos son los mismos del Capitulo 11, por lo tanto en la seccion 2.2.1 se
pueden ver las fechas de siembra, hibridos, densidades, condiciones de crecimiento,
disefio experimental, datos de la dinamica de la fenologia, y de las variables
ambientales. La unidad experimental fue la parcela.

3.2.2 Variables de respuesta

3.2.2.1 Densidad longitudinal de raices vivas (DLRV) e indice de area foliar verde
(IAFV)

Para la determinacion de la DLRV y del IAFV, se sigui6 la metodologia descripta
en el capitulo Il secciones 2.2.2.1y 2.2.2.2 respectivamente.

3.2.2.2 Cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico recogidas en el periodo
de observacién bajo -100 kPa

El fluido xilematico fue recolectado en R3 (el entrenudo debajo del érgano
reproductivo se alarga méas de 2,0 cm por encima de la dltima hoja), y al principio y en
un estadio avanzado de R4 (comienzo de apertura de la inflorescencia), de R5
(comienzo de la floracion), de R6 (floracion completa y marchitamiento de flores), y de
R8 (la parte posterior del capitulo de color amarillo, pero las bracteas permanecen
verdes) (Schneiter y Miller, 1981). La recoleccién del fluido xilematico se realizo al
mediodia, en dos plantas representativas marcadas previamente, distribuidas al azar y no
contiguas ubicadas en la parte central de cada sub-parcela de las cinco parcelas (n=5).
Previo a la medicion se regaban las parcelas antes del amanecer para que el suelo
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estuviera cercano a capacidad de campo. Los tallos de las plantas se cortaron a una
altura de 15 cm sobre la superficie del suelo. La superficie del corte se limpi6é con una
mezcla de metanol/acido formico/agua destilada (14:1:2, v/v) para inhibir la accion de
las fosfatasas y evitar la pérdida de los nucleétidos. El extremo del tallo se conecto a un
sistema que permitio realizar un vacio de 100kPa durante 50 minutos (Noodén et al.,
1990). Se desechd el primer mililitro del fluido recogido con el fin de evitar que restos
de tejidos, que hayan quedado producto del corte, interfieran en el analisis y el resto se
guardo6 en recipientes herméticos que se congelaron en nitrégeno liquido durante 24
horas, y después se mantuvieron a -20°C hasta su andlisis quimico. La extraccion, la
purificacion y la cuantificacion de las citocininas de las muestras se realizaron siguiendo
la metodologia descripta por Hoyerova et al. (2006). La determinacion de la cantidad de
citocininas totales en el fluido xilematico estuvo compuesto por las fracciones de trans-
Zeatina y de ribdsido de trans-Zeatina. Dichas determinaciones fueron llevadas a cabo
por cromatografia liquida de alta presion (HPLC) utilizando un cromatografo Agilent
1100 series (Agilent, Alemania). Para la calibracion se utilizaron los patrones de trans-
Zeatina y de ribdsido de trans-Zeatina (Sigma Aldrich Argentina: trans zeatin y trans
zeatin riboside). Para estimar diferencias entre genotipos, tratamientos y momentos
ontogénicos, se multiplicé el volumen recogido por la concentracién de citocininas
totales de dicho volumen durante la extraccion de 50 minutos.

3.2.2.3 Flujo de savia xilematica

Con el fin de medir el flujo de savia y de estimar la transpiracion de ambos
hibridos a lo largo de todo el periodo de medicion, se instalaron sensores de flujo de
savia (Dynagauge Model SGB25, Dynamax Inc, Houston, TX, USA). Los mismos
fueron colocados sobre la base de los tallos siguiendo las recomendaciones del
fabricante, en una planta representativa de cada hibrido. Dicha planta fue marcada
previamente al azar y se encontraba ubicada en la parte central de cada sub-parcela de
las cinco parcelas (n=5). El funcionamiento de los sensores ha sido extensamente
detallado por Steinberg et al. (1989). Brevemente, para el montaje de los mismos se
requiere una serie de preparativos tales como la remocion de las hojas basales
senescidas, el limpiado del tallo y la aplicacion de aceite de canola, todo esto con el
objetivo de favorecer un buen contacto entre el sensor y el tallo. Los sensores se
instalaron 30 cm. por encima de la superficie del suelo para minimizar los efectos que
pueda generar la temperatura del suelo sobre la temperatura el tallo (Weibel y de Vos,
1994), y fueron aislados térmicamente segun las recomendaciones de Kjelgaard el al.
(1996). Las lecturas se tomaron cada 60 segundos y los valores, durante periodos de 15
minutos, se promediaron usando un registrador de datos CR10X (Campbell Scientific,
Logan, UT, USA). Los flujos totales diarios acumulados se utilizaron para estimar el
flujo de transpiracion de los cultivos (mm d™), como el producto de los valores diarios
de transpiracién de la planta objetivo (corregidos por el area foliar promedio) por la
densidad de poblacion del cultivo. La duracion del periodo de medicion se extendio
desde el comienzo de la antesis hasta el momento en que el flujo de la savia en cada
planta cayo a cero.
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3.2.2.4 Aplicaciones exogenas de citocininas

Se realizaron tres aplicaciones exdgenas de dos tipos diferentes de citocininas
sobre hojas de la posicidon 17 (sentido acropeto) en cinco plantas representativas (para
cada uno de los dos tipos de citocininas) de la parte central de cada sub-parcela de las
cinco parcelas. Las aplicaciones se realizaron en hojas de la posicion 17 ya que esta hoja
se encontraba dos posiciones por encima de la que presentaba signos visuales de
senescencia a mediados de antesis (Estadio R5.5, Schneiter y Miller, 1981). La primera
de estas aplicaciones se realiz6 en el inicio de la senescencia de esta hoja (reflejado en
la caida de los valores de clorofila total, véase Capitulo Il, Seccion 2.2.2.3.1.). Después
de la primera aplicacion, se monitore6 la concentracion de clorofila total de la hoja
evaluando si se mantuvo o se elevo y por cuanto tiempo. En el momento en que dicha
concentracion volvio a disminuir, se llevé a cabo la segunda aplicacion. A continuacion,
se repitio el seguimiento de la concentracion de clorofila total, evaluando si se mantuvo
0 se elevd y por cuéanto tiempo, y cuando la concentracién de esta variable cay6 una vez
mas, se realizd la tercera aplicacion. Ademas se monitored la fotosintesis neta y el
rendimiento cudntico maximo del PSII (Fv/Fm) de la hoja durante todo el periodo de
tratamiento (véase capitulo Il, seccion 2.2.2.3.2.). Las aplicaciones se realizaron a la
hora 19, momento en que la demanda atmosférica diaria se habia reducido. Las
condiciones meteoroldgicas durante las tres aplicaciones en cada afio y entre afios
fueron similares. EI volumen de aplicacién fue de 2.3 ml por hoja de una solucion que
contenia 8 ppm de 6- bencilaminopurina (BAP, sintético) o de trans-Zeatina (Z, natural)
(el volumen de aplicacion y la concentracion de citocininas fueron seleccionados sobre
la base de resultados de experimentos preliminares utilizando una gama de
concentraciones y volimenes). Se definieron los siguientes 6 tratamientos: 1) SG
Control; 2) SG BAP 8 ppm; 3) SG trans-Zeatina 8 ppm; 4) FDD Control; 5) FDD BAP
8 ppm; 6) FDD trans-Zeatina 8 ppm. Se tomaron muestras de hojas antes y 12 horas
después de cada aplicacion exdgena de citocininas. Las muestras se almacenaron y se
analizaron para determinar la concentracion enddgena de trans-Zeatina como se
describe en el Capitulo |1, Seccion 2.2.2.3.3.

3.2.3 Analisis estadistico

Para determinar la significancia de las diferencias entre tratamientos a traves de
los 2 afios de experimentos se realizo (para las variables cantidad de citocininas totales
en el fluido xileméatico [ng.minuto™] recogido en el periodo de observacion, volumen
recogido [ml], concentracién de citocinina total [ng.ml™ recogido] y para el indice
“relacién citocinina total (ng. ml™ recogido). DLRV™)” un analisis de la varianza
(ANOVA) utilizando un modelo mixto con la estimacion REML implementado con el
software Infostat v.2011 / Profesional adosado con el software R (Di Rienzo et al.,
2010). El factor aleatorio fue la parcela, se control6 la heterocedasticidad modelando
por fecha de medicion, y se utilizo la estructura CorAR1 para esa correlacion. Para
definir la significancia de las diferencias entre los tratamientos (a0 =0.05), se utiliz6 la
prueba de LSD Fisher. El tratamiento estadistico utilizado para las variables DLRV e
IAFV se encuentra detallado en el Capitulo 11, Seccion 2.2.3.
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3.3 Resultados

3.3.1 Interaccién Hibrido-Afno

No se encontraron interacciones significativas (p>0.05) entre hibrido y afio para
la cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico (ng.minuto™) recogidas en el
periodo de observacion (Cuadro A2.1). De la misma manera, los patrones de respuesta
de las variables de hoja de las plantas tratadas con la aplicacion de citocinas exdgenas
fueron muy similares, dentro de cada hibrido, en ambos afios.

Los datos de la dinamica de la fenologia, y los valores de las variables
ambientales durante los ensayos correspondientes a los dos afios son los mismos
informados en el Capitulo Il Seccion 2.3.1. Las condiciones ambientales durante el
periodo de medicién fueron similares entre los hibridos en el mismo afio y entre afios
dentro de cada hibrido (Fig. A1.1, Apéndice I).

Las caracteristicas principales de la dindmica diaria del flujo de savia, tales
como los valores maximos alcanzados, los intervalos durante los cuales éstos fueron
observados, asi como las veces en que los flujos tendieron a cero, fueron consistentes a
través de ambos afios, a pesar de las diferencias en los patrones detallados entre los
afios. Estas diferencias se debieron a la dindmica disimilar de las variaciones interdiarias
en la temperatura media diaria y en la radiacion fotosintéticamente activa en los 2 afios
(Fig. ALl.1, Apéndice I).

Respecto a las aplicaciones exdgenas de ambas citocininas, las caracteristicas
principales de las respuestas tales como los valores maximos y los efectos de las
aplicaciones (recuperacion/mantenimiento) sobre las dindmicas de clorofila total,
fotosintesis neta, fluorescencia y trans-Zeatina, fueron similares entre ambos afios
dentro de cada hibrido (Figs. A.2.1y A.2.2, Apéndice II).

En base a estas concordancias generales de los patrones de respuesta de las
variables medidas dentro de cada hibrido entre afios, las tasas de desarrollo de cultivos
en cada uno de los hibridos, y la similitud de las condiciones ambientales durante el
Ilenado de frutos a través de los afios y de los hibridos, en lo que sigue y con el objeto
de simplificar, se presentan los datos de un solo afio para ilustrar las respuestas
observadas.

3.3.2 Cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico recogidas en el
periodo de observacion bajo -100 kPa

La dinamica de la cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico
(ng.minuto™) recogidos en cada periodo de observacion, y las diferencias en esta
dinamica entre los hibridos, se ejemplifican para el Afio 1 en la Fig. 3.1. El hibrido SG
presentd valores significativamente (p<0.05) mayores (181% mas en promedio) en
todos los estadios fenologicos medidos en comparacion con el hibrido FDD. La
dindmica de la respuesta para ambos hibridos fue similar, con las diferencias
mencionadas en lo que respecta a los valores en cada periodo de observacion. En ambos
hibridos, la cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico se incrementd hasta
un valor maximo, que se produjo a los 5 dias desde el inicio de antesis (DDIA) (Estadio
R5.5, el 50% de la zona del capitulo [flores del disco] esta en antesis, Schneiter y
Miller, 1981). Luego de ese momento, los valores cayeron significativamente (p<0.05)
en los posteriores estadios de medicion. En relacion al periodo de observacion
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inmediatamente anterior, en el hibrido FDD, la caida en R6 (12 DDIA) fue del 67%, en
el estadio avanzado de R6 (16 DDIA) del 44%, en R8 (29 DDIA) del 57% y finalmente
en el estadio avanzado de R8 (38 DDIA) del 56%. En el hibrido SG, la caida en R6 (12
DDIA) fue del 21%, en el estadio avanzado de R6 (16 DDIA) del 62%, en R8 (29
DDIA) del 63%, 78 y finalmente en el estadio avanzado de R8 (38 DDIA) del 72%. Se
debe sefialar que a pesar de la caida significativa para el hibrido SG en R6, la misma
solo fue del 21% y que recién en el estadio avanzado de R6 (16 DDIA) se aprecia la
mayor caida en la cantidad de citocininas totales recogidas, lo cual coincide con la caida
de la DLRV (Capitulo Il Fig. 2.2). También es importante remarcar el notable
incremento en la cantidad de citocininas totales (ng.minuto™) recogidas, en ambos
hibridos, a partir de antesis en comparacion con pre antesis (-12, -8 y -4 DDIA).
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Fig. 3.1. Dinamica de la cantidad de citocininas totales en el fluido xilemético recogido en los
hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD) durante el llenado de frutos. Las flechas indican
los estadios fenoldgicos de R5.1 (gris discontinua), R6 (gris continua) y R8 (negra continua).
Las lineas verticales negras continuas y discontinuas coronadas indican el comienzo de la caida
en la DLRV en SG y FDD, respectivamente. Las lineas coronadas asociadas a cada barra
indican +/- 1 E. S. (n=5). Letras diferentes, por encima de cada barra, indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre hibridos y dias desde inicio de antesis. Datos correspondientes al
Ao 1.

Respecto al volumen recogido (ml) (Cuadro 3.1) el promedio entre R3 (-12
DDIA) y R8 (38 DDIA) fue de 26 ml para el hibrido FDD y de 34 ml para el SG. El
volumen recolectado promedio para cada hibrido disminuyé hacia R8 en un 76% en
ambos hibridos, en relacion al volumen promedio recolectado entre los estadios R3-R6
fue de 33.5 ml y de 42 ml para el hibrido FDD y SG, respectivamente.
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Cuadro 3.1. Volumen recogido y concentracion de citocinina total en cada momento de
observacion expresado en dias desde el inicio de antesis (DDIA) para un hibrido fast dry down
(FDD) y otro stay green (SG). Cada valor corresponde al promedio de cinco observaciones (n =
5). Dentro de cada variable, letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre
hibridos y momentos de medicién. Datos correspondientes al Afio 1.

Concentracion de citocinina
DDIA | Volumen recogido (ml) total (ng.ml*recogido)
FDD SG FDD SG
-12 333| d 46,5 a 6,5/ h 79| h
-8 370| ¢ 48,3 | a 96| g 10,1] g
-4 34,9| cd 42,0|b 94| g 272 d
0 34,1 cd 410 b 33,7 ¢ 458| b
5 31,0 d 410|b 41,7 b 72,8| a
12 310| d 32,0(d 13,7 e 73,7 a
16 19,3] e 32,3|d 123| ef 279| d
29 83| g 12,3\ f 12,4 ef 27,4 d
38 70| g 8,6|¢ 6,5/ h 11,1| fg

En cuanto a la concentracion de citocinina total (ng.ml™ recogido) (Cuadro 3.1)
se puede apreciar que la dindmica es similar a la de citocininas totales (ng.minuto™), con
algunas diferencias. No se encontraron diferencias (p > 0.05) entre hibridos en los dos
primeros estadios de medicién (R3 [-12 DDIA] y R4 [-8 DDIA]). En el hibrido FDD,
no se encontraron diferencias (p > 0.05) en el periodo comprendido entre R6 (12 DDIA)
y R8 (29 DDIA). Sin embargo la caida se da en el mismo momento, en R6. Respecto al
hibrido SG no se encontraron diferencias (p > 0.05) entre R5 avanzado (5 DDIA) y R6,
ni entre R6 avanzado (16 DDIA) y R8. Ademaés una de las principales diferencias con la
dindmica de las citocininas totales (ng.minuto™) fue la posterior caida que observé en
R6 avanzado.

3.3.3 Densidad longitudinal de raices vivas (DLRV) e indice de area foliar verde
(1AFV)

Los resultados de las mediciones de la DLRV y del IAFV son los presentados en
el Capitulo Il Secciones 3.3.2'y 3.3.3 y Figs. 2.2 y 2.3 respectivamente.

3.3.4 Flujo de savia xileméatica

La dinamica del flujo de savia, y las diferencias entre los hibridos para esta
dindmica, se ejemplifican para el Afio 1 en la Fig. 3.2. Durante los primeros 10 DDIA,
ocurrieron los valores mas altos de flujo de savia (entre 8 mm.d™y 13 mm.d™*) en ambos
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afios (ejemplificado para el primer afio en la Fig. 3.2). A partir de 10 DDIA se observé
una tendencia negativa en las tasas transpiratorias en ambos hibridos, a pesar de algunos
picos que llegaron a los valores maximos que ocurrieron en dias con elevada demanda
atmosférica en ambos hibridos. Hasta los 17-18 DDIA las variaciones interdiarias en
flujo copian los valores de ET, (evapotranspiracion de referencia). A partir de esa fecha,
los valores de flujo tienden a desacoplarse en mayor o menor medida de las
fluctuaciones de ET, En promedio de todo el periodo de medicion, el hibrido SG
presentd un flujo acumulado de savia 131% superior al hibrido FDD. Dicha diferencia
fue cambiando a lo largo del periodo de medicion, y en promedio fue de un 46% entre
0-10 DDIA, de un 123% entre 11-20 DDIA, de un 84% entre 21-30 DDIA y de un
230% entre 31-45 DDIA. Se observa claramente que las diferencias entre los hibridos
fueron mayores a partir de 11 DDIA, y que fueron maximas a partir de 31 DDIA
demostrando la mayor capacidad de extraccion de agua del hibrido SG (Lisanti et al.,
2013), comportamiento que se correlaciona con la mayor DLRV de este hibrido (Fig.
2.2).

18 - ET,

- FDD Flujo de savia
—+— SG Flujo de savia

ETO o Flujo de savia (mm.dia™)

60
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Fig. 3.2. Dinamicas de la evapotranspiracion de referencia (ET,) y del flujo de savia en los
hibridos stay green (SG) y fast dry down (FDD), durante el llenado de frutos. Las flechas
cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 (gris discontinua), R6 (gris continua), y R9
(negra continua). Las lineas verticales continuas y discontinuas coronadas cercanas al eje "Xx"
indican el comienzo de la caida en DLRV en SG y FDD, respectivamente. Cada valor de flujo
de savia representa el promedio de las cinco parcelas (n = 5). La evapotranspiracion de
referencia fue estimada con la ecuacion de Hargreaves et al. (1985). Datos correspondientes al
Afio 1.

3.3.5 Respuesta a las aplicaciones exdgenas de citocininas

En ambos afos, la aplicacion exogena de citocininas (tanto de BAP como de trans-
Zeatina) a la Hoja 17 de ambos hibridos condujo a aumentos o a mantenimientos, con
una duracion variable, de la concentracion de trans-Zeatina en hojas. La Fig. 3.3 ilustra
estas respuestas para el Afo 1. En la misma se puede observar que tanto en la primera
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como en la segunda aplicacion los valores enddgenos de trans-Zeatina se mantuvieron
en promedio o fueron similares a los valores iniciales de los tratamientos control, pero
en la tercera aplicacion nunca se pudo retrotraer a los valores iniciales; mientras que los
tratamientos control cayeron de manera continua desde el inicio de la senescencia foliar.
Esto permitid retrasar la caida que se observd en la concentracion enddgena de trans-
Zeatina hasta los 598° Cdia desde mé&xima expansion de la Hoja 17 en el hibrido FDD y
hasta los 622° Cdia desde méaxima expansion de la Hoja 17 en el hibrido SG respecto
del testigo de cada hibrido. En el momento de la tercera aplicacion, los valores de trans-
Zeatina enddgena de los tratamientos control en relacion a los tratamientos bajo
aplicaciones exogenas fueron un 98% y un 63% (porcentaje respecto al valor promedio
de los tratamientos) menores, FDD y SG respectivamente. En el hibrido SG los valores
enddgenos de trans-Zeatina en los tratamientos bajo aplicaciones exdgenas nunca
alcanzaron los valores iniciales del tratamiento control, siendo respecto a ellos un 27% y
un 25% (porcentaje respecto al valor promedio de los tratamientos) menores durante el
periodo que corresponde a la primera (556 a 612° Cdia desde maxima expansion) y a la
segunda (612 a 671° Cdia desde méaxima expansién) aplicacion respectivamente. No se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre la concentracion inicial de trans-
Zeatina del tratamiento control respecto a la concentracion promedio del periodo
comprendido entre la primera y la segunda aplicacion de los tratamientos bajo
aplicaciones exdgenas. La respuesta a la tercera aplicacion de los hibridos fue muy
limitada.
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Fig. 3.3. Dinamica de la concentracién de trans-Zeatina en la hoja 17 en funcién del tiempo
térmico (Tb 4°C) desde la maxima expansion de la hoja, y en respuesta a aplicaciones exdgenas
de 8 ppm de soluciones de BAP y de trans-Zeatina en los hibridos fast dry down (A) y stay
green (B). La flecha continua cercana a la curva indica el momento de inicio de la caida de la
concentracion de clorofila total del tratamiento control. Las flechas discontinuas cercanas a la
curva indican los momentos de aplicacion. Las flechas pequefias cercanas al eje "x" indican el
momento de ocurrencia del estadio R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las barras verticales en
cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Datos correspondientes al Afio 1.
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En ambos hibridos, las tres aplicaciones de BAP y las dos primeras aplicaciones
de trans-Zeatina tuvieron el efecto de mantener los valores de clorofila total cercanos al
90% de las concentraciones iniciales, observadas antes de que las hojas comenzaran la
senescencia. La excepcidn a esto fue la tercera aplicacion con trans-Zeatina en el que
los valores fueron inferiores al 90% mencionado (Fig. 3.4). En ambos hibridos, la
primera aplicacion exdgena de ambas formas de citocininas también mantuvo los
valores de fotosintesis neta y de Fv/Fm, y con la segunda aplicacion los valores de estas
variables regresaron cerca de los valores de plateau previos a la senescencia (Fig. 3.4).
Por el contrario, la tercera aplicacion tuvo un impacto mucho menor.

Para estimar el valor de umbral de citocininas a partir del cual se desencadend el
proceso de senescencia foliar, se promediaron los valores de trans-Zeatina foliar en el
intervalo de tiempo térmico en el que las aplicaciones exdgenas de ambas formas de
citocininas mantuvieron la concentracion de clorofila total, la fotosintesis neta y Fv/Fm.
Para el hibrido FDD este intervalo fue entre 473 °Cdia y 598 °Cdia desde maxima
expansion foliar, y para el hibrido SG el intervalo cubri6 el rango entre 542 °Cdia y 622
°Cdia. Para el intervalo de tiempo correspondiente a cada hibrido, se obtuvo un valor de
concentracion de trans-Zeatina para las dos formas de citocininas aplicadas (BAP vy
trans-Zeatina). Estos dos valores obtenidos para cada hibrido fueron promediados, para
la estimacion del umbral que para el hibrido FDD fue de 245 ng.g™ de peso fresco y
para el hibrido SG fue de 542 ng.g™ de peso fresco. No se encontraron diferencias
significativas (p>0.05) entre estas estimaciones del valor umbral y los valores del
plateau que exhibieron las hojas de la posicion 17 de los tratamientos control.
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Fig. 3.4. Dinamica de la concentracion de clorofila total (A, B), de la fotosintesis neta (Pn)
(C, D) y del rendimiento cuantico méximo de PSII (Fv/Fm) (E, F) en la hoja 17, en funcién
del tiempo térmico (Th 4°C) desde la maxima expansion de la hoja, y en respuesta a
aplicaciones exdgenas de 8 ppm de soluciones de BAP y de trans-Zeatina, en los hibridos fast
dry down (A, C, E) y stay green (B, D, F). La flecha continua cercana a la curva indica el
momento de inicio de la caida de la concentracion de clorofila total del tratamiento control.
Las flechas discontinuas cercanas a la curva indican los momentos de aplicacion. Las flechas
pequefias cercanas al eje "x" indican el momento de ocurrencia del estadio R5.1 (discontinua)
y R9 (continua). Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Datos
correspondientes al Afio 1.
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3.4 Discusion

Las aplicaciones exogenas de citocininas (fitohormonas sintetizadas a nivel de
apices radicales) muestran que en la medida que se mantienen las concentraciones
iniciales de citocininas en hojas el inicio del proceso de senescencia se retrasa (Fig. 3.3
y 3.4). Resultados encontrados en otras especies como arroz (Liu et al., 2016), maiz
(Ren et al., 2016) y tabaco (Singh et al., 1992) son similares a los hallados en este
capitulo, lo que permite incluir al girasol dentro de la lista de especies donde se ha
demostrado fehacientemente la participacion de las citocininas en el control de la
senescencia foliar.

Las respuestas a las aplicaciones exdgenas de citocininas han permitido estimar
cual podria ser el umbral de citocininas presentes en hojas por debajo del cual se inicia
el proceso de senescencia foliar. Dicho valor umbral para la hoja 17 del hibrido FDD
fue 245 ng.g™ de peso fresco y para el hibrido SG fue 542 ng.g™ de peso fresco de
trans-Zeatina. Este valor umbral no se diferencié de los valores pre-senescentes
(plateau) en ambos hibridos. Si extrapolamos este resultado al resto de las posiciones
estudiadas, entonces los valores presenescentes (plateau) encontrados pueden ser
considerados como el valor umbral por debajo del cual se inicia el proceso de
senescencia foliar en las mismas. En el hibrido FDD seria 232, 167, 101 y 93 ng.g™* de
peso fresco para las hojas de las posiciones 20, 22, 24 y 27 respectivamente (Capitulo
I1, Panel A de las Figs. 2.5, 2.6, 2.7 y 2.8, respectivamente para cada posicién, y Cuadro
Al1.3 del Apéndice 1); y para el hibrido SG seria 705, 694, 806, 896 ng.g™ de peso
fresco para las hojas de las posiciones 20, 22, 24 y 27 respectivamente (Capitulo 11,
Panel A de las Figs. 2.5, 2.6, 2.7 y 2.8, respectivamente para cada posicion, y Cuadro
Al1.3 del Apéndice I). Nadie ha documentado resultados como estos, en hibridos de
girasol o en genotipos con patrones de senescencia foliar contrastante de otras especies.
El hecho de que los umbrales sean diferentes entre ambos hibridos (mayor en el SG)
implica que otros factores estan operando en el control de la senescencia. Posiblemente
por debajo del umbral de citocininas se produzca la activacion o sintesis de los
receptores de alguna otra hormona que acelera el proceso de senescencia. Si ello fuera
asi, es de esperar que el numero de receptores necesarios para desencadenar el
aceleramiento de la senescencia foliar sea mayor en el hibrido SG que en el FDD.

La dinamica del flujo de savia (Fig. 3.2) muestra una asociacion con la
disminucion en la DLRV (Fig. 2.2, Capitulo 1), sobre todo en la primera porcién post
antesis (hasta los 10-12 DDIA) del periodo estudiado en la cual el IAFV se mantiene
méaximo (Fig. 3.2, Capitulo Il) tal que la intercepcion de la radiacion sea mayor que el
95 % (asumiendo un coeficiente de extincion de 0.89, Archontoulis et al., 2011),
constituyendo una prueba adicional de una pérdida de funcionalidad del sistema radical.
Esto explicaria las diferencias entre ambos hibridos, asumiendo que la conductancia
foliar es similar en ambos. En la caida posterior juegan la reduccion de IAFV, la cual es
mayor en FDD, y la reduccién progresiva de la demanda (Fig. 3.2). La caida en las
cantidades de citocininas totales recogidas de los tallos seccionados (Fig. 3.1)
probablemente constituya un reflejo adicional de esa pérdida de funcionalidad radical.
Esa menor sintesis de citocininas se ve reflejada en la caida de la cantidad de las mismas
recogidas en el fluido xilematico a partir de fin de antesis (Fig. 3.1), lo que nos lleva a
plantear que ello afecta la concentracion de citocininas en hojas disminuyéndola y
provocando el inicio de la senescencia foliar (Fig. 3.1 y Fig. 2.3 del Capitulo I, en la
cual se encuentra marcado el inicio de la senescencia en las distintas posiciones foliares
estudiadas). Llama la atencion la menor cantidad de citocininas totales recogidas en el
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fluido xilematico en pre-antesis. En funcion de ello, se construyé un indice que
relacioné a la concentracién de citocinina total (ng.ml™ recogido en el periodo de
observacién) con la DLRV, a fin de utilizarse como indicador potencial de la actividad
del sistema radical presente. Claramente se observa en el Cuadro 3.2 que este indice se
dispara en antesis, precisamente en 0 y 5 DDIA en FDD y en 0, 5y 12 DDIA en SG
coincidente con los maximos de citocininas totales (ng.minuto™) recogidas (Fig. 3.1) y
con las méximas concentraciones de citocininas totales (ng.ml™ recogido) (Cuadro 3.1).
Esto podria ser explicado por la capacidad de sintetizar citocininas que tienen las raices,
ya que el volumen recogido es relativamente estable durante las mediciones iniciales.
Posiblemente la antesis produzca una sefial que afecte la capacidad de sintesis de las
raices, 0 que durante la misma se produzca un incremento de raices jovenes que tengan
una elevada tasa de sintesis de citocininas.

Cuadro 3.2. Relacion entre la concentracion de citocinina total y la densidad longitudinal de
raices vivas (DLRV) en cada momento de observacion, expresado en dias desde el inicio de
antesis (DDIA) para un hibrido fast dry down (FDD) y otro stay green (SG). Cada valor
corresponde al promedio de cinco observaciones (n = 5). Resaltado en gris se encuentran
aquellos momentos y valores para los cuales no se contaba con una observacioén de DLRV y se
utiliz6 las funciones ajustadas (FDD: Y = 0,3434 + [0,004456*X]; SG: Y = 0,4187 +
[0,004692*X]) para estimarlos. Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05)
entre hibridos y momentos de medicion. Se encuentran excluidos del analisis los momentos para
los cuales los valores fueron estimados. Datos correspondientes al Afio 1.

DDIA Relacién citocinina total (ng. ml™ recogido)/DLRV
FDD SG
-12 22,6 21,9
-8 31,3 hi 26 i
-4 29,8 67,7
0 100,3 e 115,3
5 109,7 d 163,2
12 45 g 153,7 b
16 47,3 59,9
29 45,3 g 72,7 f
38 28,6 i 36,7

No existen antecedentes en la bibliografia en los que se hayan reportado
resultados similares a estos en las que todas estas variables fueran consideradas en
forma conjunta. En sorgo, Ambler et al. (1992) demostraron que un genotipo de
senescencia retardada tenia una mayor concentracion de citocininas en la savia del
xilema, pero a diferencia de nuestro trabajo no establecieron relacion alguna con el
sistema radical y no estudiaron dichas dindmicas durante todo el periodo de llenado de
frutos y los 12 dias previos a antesis. En girasol, Bano et al. (1994) y Shashidhar et al.
(1996) encontraron que bajo condiciones de sequia la concentracion de citocininas en el
fluido xilematico disminuye, y que esto repercute en la aceleracion de la senescencia
foliar (Lisanti et al., 2013). Sin embargo, a diferencia de este trabajo tampoco realizaron
mediciones, durante el periodo de llenado de frutos y los 12 dias previos a antesis, que
relacionen la DLRV con las cantidades de citocininas particionadas hacia la parte aérea,
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con la concentracion de citocininas a nivel foliar y como todo ello se vincula con la
senescencia foliar. Los resultados de este capitulo son los primeros en el seguimiento de
la dindmica de las citocininas en savia xilematica durante todo el llenado de frutos y los
12 dias previos a antesis, tanto en girasol como en otras especies.

Las diferencias entre los hibridos con distinto patron de senescencia (SG y
FDD), respecto a la concentracion inicial de citocininas en hojas e inicio del proceso de
senescencia, se pueden explicar en gran parte a través de las diferencias halladas a nivel
de la dinamica de DLRV en funcion de la ontogenia (Fig. 2.2, Capitulo I1). Lisanti et al.
(2013) encontraron resultados similares respecto a las diferencias en la DLRV,
trabajando con otro par de hibridos SG y FDD. Los mayores valores de DLRV
encontrados en el hibrido SG (Fig. 2.2, Capitulo Il), y para el IAFV (Fig. 2.3, Capitulo
I1) se reflejan en que los mismos tengan un mayor flujo xilemético hacia la parte aérea
(Fig. 3.2), lo que conjuntamente con la mayor cantidad de citocininas recogidas en el
periodo de observacion (Fig. 3.1) y con la mayor concentracion de citocininas por mli
recogido (Cuadro 3.1) hacen que las hojas del hibrido SG reciban cantidades muy
elevadas de citocininas respecto del FDD. Nadie ha informado resultados como estos,
en hibridos de girasol o en genotipos con patrones de senescencia foliar contrastante de
otras especies.

Las concentraciones de citocininas en la parte aérea, estdn intimamente
relacionadas con lo que ocurre en el sistema radical. Se ha demostrado que la DLRV
(Fig. 2.2, Capitulo 1) disminuye a partir del fin de antesis (coincidente con Lisanti et
al., 2013) y que esa disminucion tiene un fuerte impacto sobre la actividad del sistema
radical. Esto va acompafiado de la disminucion en la cantidad de citocininas totales en
el fluido xilematico (ng.minuto™) recogidas en los distintos periodos de observacion
(Fig. 3.1). El inicio de la senescencia radical es previo al inicio de la senescencia foliar
(ver Capitulo Il Fig. 2.2 DLRV y Fig. 2.3 IAFV, y Lisanti et al., 2013). Ello sugiere (0
es compatible con) la existencia de una comunicacién de caracter organico entre el
sistema radical y la parte aérea, y nuestros resultados muestran evidencia de que las
citocininas pueden ser las responsables de dicha comunicacion.

Los resultados planteados hasta aqui sugieren un modelo que permite explicar la
participacion de las citocininas en el proceso de senescencia foliar y ademas el origen de
las diferencias observadas entre hibridos con diferentes patrones de senescencia foliar
SG o FDD. Si este modelo es correcto permitira explicar que ocurre cuando se producen
variaciones en las relaciones fuente/destino que modifican la particién de los hidratos de
carbono asimilados y como ello puede generar variaciones en la DLRV. En el proximo
capitulo, se presentaran los resultados que muestran dicho efecto, durante el periodo de
Ilenado de frutos en ambos hibridos, y permiten analizar si se producen o no cambios en
el inicio del proceso de senescencia foliar.
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Capitulo IV

Efecto de la alteracion en la particion de los hidratos de
carbono entre érganos de la planta sobre la senescencia foliar

4.1 Introduccion

Se sabe que el cese del crecimiento vegetativo seguido por la floracion y la
fructificacion, provoca cambios importantes en el metabolismo de las plantas,
particularmente en la redistribucion y particion de nutrientes y fotoasimilados, ya que el
crecimiento de los frutos representa un destino prioritario que compite por nutrientes y
fotoasimilados con el resto de los 6rganos de la planta (Noodén y Guiamet 1989). Hay
una escuela de opinion que percibe la fructificacion como el proceso responsable de
desencadenar la senescencia foliar, fundamentalmente porque buena parte del nitrogeno
foliar se retransloca a los frutos (Sinclair y de Wit, 1976, soja; Sinclair y Horie, 1989,
soja arroz y maiz; Van Oosterom et al., 2010, sorgo), aunque el nitrégeno no parece ser
el unico factor involucrado en la senescencia (Noodén et al., 1997, soja). Henzell y
Gillieron (1973) hallaron, en sorgo (Sorghum bicolor L.) bien regado, que la tasa de
senescencia disminuye tras la remocion de la panoja. En consonancia con la nocién de
que la exportacion de nitrégeno de la hoja al fruto es el factor desencadenante de la
senescencia foliar, en trigo (Triticum aestivum L.) la eliminacion de la espiga provoco
un retraso en la senescencia de las hojas (Srivalli et al., 2009) y promovid el crecimiento
radical (Richards et al., 2007). Noodén et al. (1990) encontraron que al remover los
frutos, la concentracién de ribdsidos de dihidrozeatina en el fluido xilematico de soja
(Glycine max L.) aumentd 5 veces, la de ribosidos de zeatina 2 veces vy, la de zeatina
también aumento pero en menor grado. En base a esto sugirieron que las vainas pueden
deprimir la produccion de citocininas a nivel radical, respuesta que relacionaron con la
senescencia monocarpica de soja, pero no establecieron una relacién clara y directa con
la funcionalidad del sistema radical, ni tampoco establecieron que la misma antecede a
la senescencia foliar. Esto refuerza nuestra idea basica expuesta en capitulos anteriores,
sobre el desencadenante de la senescencia foliar. La misma sefiala a las raices como
responsables, ya que a partir de antesis la senescencia radical se incrementa junto con el
detrimento en la funcionalidad del sistema radical y la consecuente reduccién de la
sintesis de citocininas que se particionan a la parte aérea.

En base a los resultados y conclusiones obtenidos de los Capitulos 11 y Il (raices
como responsables en la determinacion del inicio de la senescencia foliar mediado por
variaciones en los niveles de citocininas en el fluido xilematico), en este capitulo se
realizaron experimentos con el objetivo de alterar la particion de hidratos de carbono
hacia el sistema radical, y evaluar su efecto sobre la senescencia foliar. La hipdtesis que
sustenta este objetivo es que las alteraciones en el coeficiente de particion de hidratos de
carbono a favor del sistema radical, provocaran un incremento en el crecimiento del
mismo y como consecuencia de ello se incrementara la cantidad de citocininas en el
fluido xilematico y a nivel de hoja, retrasando el inicio del proceso de senescencia
foliar. No hay ningun precedente en la literatura, tanto en girasol o en cualquier otra
especie de cultivo, de estudios que hayan intentado documentar el efecto combinado de
la alteracién en la particion de hidratos de carbono hacia las raices sobre el crecimiento
del sistema radical y la cantidad de citocininas en el fluido xilematico. Asimismo se
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desconoce el efecto de este tipo de manipulacion sobre los umbrales de citocininas en
hojas por debajo de los cudles se inicia la senescencia foliar.

4.2 Materiales y Métodos

4.2.1 Disefio experimental y condiciones de cultivo

Los experimentos se llevaron a cabo en la Facultad de Agronomia, Universidad
de Buenos Aires (34 ° 35'S, 58 ° 29'W) durante dos campaias de cultivo (2012/13 y
2013/14). Los ensayos son los mismos del Capitulo 11, por lo tanto en la seccion 2.2.1 se
pueden ver las fechas de siembra, hibridos, densidades, condiciones de crecimiento,
datos de la dindmica de la fenologia, y de las variables ambientales. A partir del estadio
ontogénico de R4 (comienzo de apertura de la inflorescencia, Schneiter y Miller 1981)
se procedid a quitar de los capitulos la totalidad de los primordios florales (-F) en ambos
hibridos, SG y FDD, con el objetivo de eliminar los frutos que son los destinos
prioritarios de fotoasimilados durante el llenado de los mismos (Hall et al., 1989). De
este modo quedaron definidos cuatro tratamientos: 1) SG Control; 2) SG —F; 3) FDD
Control y 4) FDD —F. Se utiliz6 un disefio experimental de parcelas divididas con cinco
repeticiones. Cada una de las cinco parcelas principales contenian cuatro sub-parcelas,
una para cada combinacion de hibrido (SG y FDD) por tratamiento (control vy
desgranado -F). El tamafio de cada sub-parcela era de seis hileras de 4.5 m, espaciadas a
0.65 m entre hileras, la distancia entre plantas fue de 0.20 m y la densidad utilizada fue
de 7.5 plantas.m™.

4.2.2 Variables de respuesta

Se realizaron mediciones de densidad longitudinal de raices vivas (DLRV), del
indice de area foliar verde (IAFV), y de las variables de hoja: concentracion de clorofila
total, fotosintesis neta, rendimiento cuantico maximo del PSII y concentracién de trans-
Zeatina; siguiendo la metodologia descripta en Materiales y métodos del Capitulo 11,
Seccion 2.2. Ademas, se realizaron mediciones de la cantidad de citocininas totales en el
fluido xilemético (ng.minuto™) recogidas en el periodo de observacién, siguiendo con el
procedimiento descripto en Materiales y métodos del Capitulo 111, Seccién 3.2.

Ademas de registrar la dindmica de la DLRV, se utilizé una técnica descriptiva
para monitorear con mas detalle la dinamica de la respuesta a nivel de cultivo del
sistema radical de los tratamientos desgranados respecto de los tratamiento control para
ambos hibridos, utilizando minirhizotrones (tubos de acrilico transparente de 2 metros
de longitud, con un diametro externo e interno de 50 mm y 44 mm respectivamente)
(Fig. A.3.1, Apéndice IIl). EI nimero de minirhizotrones fue de dos por sub- parcela
(hibrido, con/sin remocién de flores) y los mismos se enterraron por debajo y en forma
paralela al surco de siembra. Los agujeros de acceso para la colocacidn de los tubos se
realizaron con un barreno y con ayuda de un soporte que permitié lograr un angulo de
30° con respecto a la vertical. Este angulo de insercion, permitié alcanzar una
profundidad de 170 cm y abarcar 1 metro lineal de surco. El extremo inferior del tubo
fue sellado para evitar la entrada de agua, mientras que el extremo superior se mantuvo
tapado para evitar la entrada de agua, insectos o suciedad que pueda afectar el correcto
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funcionamiento del sistema. Una camara Web (Facecam 320x, Genius, Taiwan) que
permitia sacar fotos se instald sobre un extremo de un tubo de aluminio de 2.5 metros de
largo para acceder a la totalidad del tubo acrilico. La camara se conectaba a una
computadora portatil que permitia la previsualizacion de las imagenes antes de
capturarlas. Para acceder siempre a la misma posicion en el tubo de acrilico, se
realizaron marcas en el tubo de aluminio, que permitieron la toma de imégenes cada 10
cm de profundidad repetidas en el tiempo. En cada profundidad de medicién se procedio
a la toma de tres imagenes, una dirigida hacia la vertical, y las otras dos a 60° a la
derecha e izquierda de la misma, lo que permiti6 aumentar las probabilidades de
encontrar raices en cada estrato del perfil. Para lograr un adecuado seguimiento de la
dindmica radical, se procedio a tomar imagenes 2 veces por semana. Con las imagenes
obtenidas, en este capitulo se presentan secuencias representativas de imégenes del
proceso de senescencia radical (las raices vivas presentan color blanco y a medida que
van senesciendo cambian a distintas tonalidades de marrén por la suberizacion de los
tejidos [Majdi et al., 2001; Vamerali et al., 2003)], en ambos hibridos en tres estratos
del suelo (0-60 cm, 60-120 cm y de 120 a 170 cm).

4.2.3 Analisis estadistico

Para las variables de respuesta DLRV, IAFV, concentracion de clorofila total,
fotosintesis neta, fluorescencia y concentracion de trans-Zeatina de la hoja, se utilizo la
misma metodologia de andlisis que la descripta en el Capitulo Il, seccion 2.2.3.
Respecto a los andlisis estadisticos de la variable cantidad de citocininas totales en el
fluido xilemético (ng.minuto™) recogidas en el periodo de observacion, se realizaron
siguiendo la metodologia detallada en el Capitulo I11, seccién 3.2.3.

4.3 Resultados
4.3.1 Interaccion Hibrido-Tratamiento-Afio

No se encontraron interacciones significativas (p>0.05) de hibrido por
tratamiento por afio, hibrido por afio, ni tratamiento por afio, para los coeficientes de las
funciones bi-lineales ajustadas a las dinamicas de DLRV, del IAFV, de la fotosintesis
neta, de la fluorescencia, y de la concentracion de clorofila total y de trans-Zeatina en
hoja (Cuadros A3.1, A3.3y A3.4, Apéndice Ill). Tampoco Se encontraron interacciones
significativas (p>0.05) entre hibrido por tratamiento por afio, hibrido por afio, ni
tratamiento por afio para la cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico
(ng.minuto™) recogidos en el periodo de observacién (Cuadro A3.2, Apéndice I11).

Los datos de la dindmica de la fenologia, y los valores de las variables
ambientales durante los ensayos correspondientes a los dos afios son los informados en
el Capitulo Il Seccion 2.3.1. Las condiciones ambientales durante el periodo de
medicion fueron similares entre los hibridos en el mismo afio y entre afios dentro de
cada hibrido (Fig. A1.1, Apéndice I).

En base a estas concordancias generales de los patrones de respuesta de las
variables medidas dentro de cada tratamiento entre afios, las tasas de desarrollo de los
cultivos de cada uno de los hibridos, y la similitud de las condiciones ambientales



73

durante el llenado de frutos a través de los afios y de los hibridos, en lo que sigue y con
el objeto de simplificar, se presentan los datos de un solo afio para ilustrar las respuestas
observadas.

4.3.2 Densidad longitudinal de raices vivas (DLRV)

Las muestras de raices correspondientes a los estratos de suelo de 0-20 cm, 20-
40 cm y 40-60 cm mostraron evoluciones de DLRV con tendencias similares, por lo que
se muestran los valores agrupados del estrato de 0 a 60 cm (Fig. 4.1). Se encontraron
diferencias significativas (p<0.05) entre el tratamiento control y el desgranado dentro de
cada hibrido en el momento del cambio en la pendiente de la DLRV (inicio de la
senescencia radical), lo que implicd un retraso, respecto de sus controles, en el inicio de
la caida de la DLRV de 14 dias en el hibrido FDD, y de 12 dias en el SG (Cuadro A3.4,
Apéndice I1l). Los valores méaximos de DLRV fueron significativamente (p<0.05)
mayores en los tratamientos desgranados en relacion a los controles; en un 88% en
FDD, y en un 90% en SG. Desde el momento en que se alcanzaron los valores maximos
en la DLRV, las tasas de disminucion de esta variable no presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) entre los tratamientos dentro de cada hibrido.
Es importante destacar que este patron de respuesta significo que los tratamientos
desgranados en ambos hibridos mostraran valores de DLRV mayores durante toda la
fase de llenado de frutos, y que la diferencia entre los tratamientos en ambos hibridos
sea proporcionalmente mayor a medida que avanzaba la fase de llenado de frutos (Fig.
4.1). Por lo tanto, los valores de DLRV a 50 DDIA (unos dias después de R9) fueron
significativamente (p<0.05) mayores en el tratamiento desgranado para ambos hibridos,
460% en el FDD y 153% en el SG.
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Fig. 4.1. Dinamica de la densidad longitudinal de raices vivas (DLRV) en el estrato de 0-60 cm
del suelo, en los hibridos fast fry down (FDD, A) y stay green (SG, B) durante el llenado de
frutos, para los tratamientos control (C) y desgranado (—F). La dindmica de C es la que se
presentd en el Capitulo Il. Las flechas verticales continuas y discontinuas con trazo amplio y
cerca de las funciones ajustadas, indican el tiempo en el que los tratamientos —F y C,
respectivamente, alcanzaron los picos de valores maximos de DLRV. Las flechas de trazo
estrecho cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 (gris continua), R6 (gris discontinua)
y R9 (negra continua). Las barras verticales en cada simbolo indican + 1 E. S. (n = 5). Los
valores de R? de las funciones ajustadas se muestran junto a los cdigos de los tratamientos.
Los valores de los pardmetros de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4,
Apéndice Il
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En las Figs. 4.2, 4.3, 4.4 y 4.5 se muestran las secuencias de la senescencia
radical y las diferencias visuales entre tratamientos y genotipos usando imagenes
registradas para posiciones fijas dentro de los estratos indicados. EI momento de inicio
de la caida de la DLRV (inicio de senescencia radical) (Fig. 4.1) en los controles de
ambos hibridos, coinciden con los cambios en el color de las raices, que en los tres
estratos presentados ocurren a los 6 DDIA en el FDD (Fig. 4.2 C1,C2y C3), y alos 12
DDIA en el SG (Fig. 4.3, E1, E2, y E3). Se puede observar en las Figs. 4.2 y 4.3 que en
el estrato superior (1) el cambio de color de raices fue de una tonalidad entre el blanco y
el marrén, y que en los dos estratos inferiores (2 y 3) se observa un cambio de dos
tonalidades (blanco pardo y crema, respectivamente) luego del blanco hasta llegar al
marron caracteristico de senescencia completa de la imagen, lo que indicaria pérdida
progresiva de la funcionalidad radical.

Fig. 4.2. Imégenes de las raices obtenidas en el tratamiento control del hibrido fast dry down, a
los 0 (A), 3 (B), 6 (C), 9 (D) y 12 (E) dias desde el inicio de antesis para las profundidades 0-60
cm (1), 60-120 cm (2) y 120-170 cm (3). Recuadros rojos indican el momento de inicio de la
senescencia radical. Imégenes correspondientes al afio 1.

Fig. 4.3. Imagenes de las raices obtenidas en el tratamiento control del hibrido stay green, a los
0 (A), 3 (B), 6 (C), 9 (D), 12 (E), 15 (F) y 18 (G) dias desde el inicio de antesis, para las
profundidades 0-60 cm (1), 60-120 cm (2) y 120-170 cm (3). Recuadros rojos indican el
momento de inicio de la senescencia radical. Imagenes correspondientes al Afio 1.
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Respecto del efecto del desgranado sobre el sistema radical, es de suma
importancia remarcar que en ambos hibridos y en todos los estratos, los tratamientos
desgranados presentaron una gran proliferacion de raices nuevas, mayor engrosamiento
radical y retraso en el inicio de la senescencia de las raices (mantenimiento del color
blanco) (Fig. 4.4 y 4.5). Esto estaria indicando altos niveles de funcionalidad radical
coincidente con los altos niveles en la DLRV (Fig. 4.1). No se pudieron apreciar
cambios de coloracion en las secuencias presentadas para ambos hibridos,
manteniéndose blancas las raices durante todo el periodo de medicion.

Fig. 4.4. Imégenes de las raices obtenidas en el tratamiento desgranado del hibrido fast dry
down, alos 0 (A), 5 (B), 12 (C), 17 (D), 22 (E), 28 (F), 33 (G), 38 (H), 43 (I), 48 (J), 52 (K), 58
(L), 63 (M), 67 (N), 75 (N), 79 (O), 80 (P) y 84 (Q) dias desde el inicio de antesis, para las
profundidades 0-60 cm (1), 60-120 cm (2) y 120-170 cm (3). Imagenes correspondientes al Afio
1.
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Fig. 4.5. Imagenes de las raices obtenidas en el tratamiento desgranado del hibrido stay green, a
los 0 (A), 5 (B), 12 (C), 17 (D), 22 (E), 28 (F), 33 (G), 38 (H), 43 (1), 48 (J), 52 (K), 58 (L), 63
(M), 67 (N), 75 (N), 79 (O), 80 (P) y 84 (Q) dias desde el inicio de antesis, para las
profundidades 0-60 cm (1), 60-120 cm (2) y 120-170 cm (3). Imagenes correspondientes al Afio
1.
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4.3.3 Cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico recogidas en el
periodo de observacion

La dindmica de la cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico
(ng.minuto™) recogidas en el periodo de observacion, y las diferencias en la misma
entre los tratamientos en cada hibrido, se ejemplifican para el Afio 1 en la Fig. 4.6. En
ambos hibridos, el tratamiento desgranado presento valores significativamente (p<0.05)
mayores en todos los estadios fenoldgicos medidos en comparacién con el control, a
excepcion de R4 (-8 dias desde inicio de antesis) en el hibrido SG donde no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05) entre tratamientos. Dichas diferencias en
favor de los tratamientos desgranados fueron, en promedio de todos los estadios
fenoldgicos medidos, de un 255% y de un 121% en FDD y SG respectivamente,
respecto de los tratamientos control. En los dos hibridos, se observé que la dinamica
entre ambos tratamientos es diferente. La cantidad de citocininas totales en el fluido
xilematico (ng.minuto™) en los controles se incrementé hasta los 5 DDIA en ambos
hibridos, y a partir de estos momentos cayo significativamente (p<0.05). Es importante
y oportuno reiterar lo sefialado en el Capitulo 11, Seccion 3.3.2, respecto a que a pesar
de la caida significativa para el tratamiento control del hibrido SG en R6, la misma solo
fue del 21% y que recién en el estadio avanzado de R6 (16 DDIA) se aprecid la mayor
caida en la cantidad de citocininas totales recogidas, lo cual coincide con la caida de la
DLRV (Fig. 4.1 B). En los tratamientos desgranados, la cantidad de citocininas totales
en el fluido xilematico (ng.minuto™) en el hibrido FDD se incrementd hasta los 16
DDIA para posteriormente caer 87% en R8 (29 dias desde el inicio de antesis, p < 0.05).
En el hibrido SG se incrementaron hasta los 12 DDIA, cayendo de manera significativa
en un 10% a los 16 DDIA y en un 29% a los 29 DDIA. Si bien estas caidas son
significativas, los valores se mantienen en niveles similares a los previos al maximo, y
cayeron de manera significativa (p<0.05) en un 80% en un estadio avanzado de R8 (38
dias desde el inicio de antesis). En ambos hibrido, estas dinamicas coinciden con la
dindmica de la DLRYV, tanto en el tratamiento control como en el desgranado (Fig. 4.1
A y B), lo que indica que estan asociadas positivamente (p < 0.05). Respecto al
volumen recogido (ml) (Cuadro 4.1) el promedio entre R4 (-8 DDIA) y R8 (38 DDIA)
para el hibrido FDD fue de 25 ml y de 35 ml control y desgranado respectivamente; y
para el hibrido SG fue de 32 ml y de 41 ml control y desgranado respectivamente. El
volumen recolectado disminuy6 hacia R8 para el hibrido FDD en un 77% y en un 66%
control y desgranado respectivamente; y para el hibrido SG en un 74% y en un 55%
control y desgranado respectivamente. En relacion al volumen promedio recolectado en
el periodo comprendido desde R4 (-8 DDIA) hasta R6 (12 DDIA), para el hibrido FDD
fue de 33.6 ml y de 43.4 ml control y desgranado, respectivamente, y para el hibrido SG
fue de 41 ml y 50 ml control y desgranado, respectivamente. Estas diferencias en el
volumen de fluido xilematico recogido entre los tratamientos en ambos hibridos, refleja
las diferencias observadas en la DLRV (Fig. 4.1). La cantidad de citocininas totales (ng.
ml™ recogido) fue significativamente superior en todos los periodos de medicién en los
tratamientos desgranados en relacion a los controles en ambos hibridos (a excepcion de
R4 [-8 DDIA] en el hibrido SG, donde no se encontraron diferencias entre los
tratamientos). Dicha variable se incrementd en los tratamientos controles de ambos
hibridos hasta los 5 DDIA. En el hibrido FDD a partir de este momento se produjo la
caida de la misma (p < 0.05). En cambio en el hibrido SG este valor se mantuvo una
semana para luego caer (p<0.05) (Cuadro 4.1 A y B). En los tratamientos desgranados
la cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico se incrementd hasta los 16
DDIA en ambos hibridos. En el hibrido FDD a partir de este momento se produjo la
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caida de la misma (p < 0.05). En cambio en el hibrido SG este valor se mantuvo una
semana para luego caer (p<0.05) (Cuadro 4.1 Ay B).

Citocininas totales (ng.minuto'l)
recogidas en el periodo de observacion

Citocininas totales (ng.minuto ™)
recogidas en el periodo de observacion
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Fig. 4.6. Dinamica de la cantidad de citocininas totales en el fluido xilemético recogido en
los hibridos fast dry down (FDD, A) y stay green (SG, B) para los tratamientos control (C) y
desgranado (-F) durante el llenado de frutos. La dinamica de C es la que se presentd en el
Capitulo I1l. Las flechas indican los estadios fenoldgicos R5.1 (gris discontinua), R6 (gris
continua) y R8 (negra continua). Las lineas verticales negras continuas y discontinuas
coronadas indican el comienzo de la caida en la DLRV en -F y C, respectivamente. Las
lineas coronadas asociadas a cada barra indican +/- 1 E. S. (n = 5). Letras diferentes, por
encima de cada barra, indican diferencias significativas (p < 0.05) entre tratamientos (C y —
F) y dias desde inicio de antesis, para cada hibrido. Datos correspondientes al Afio 1.
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Cuadro 4.1. Volumen recogido y concentracion de citocinina total en cada momento de
observacion expresado en dias desde el inicio de antesis (DDIA) para el tratamiento control (C)
y desgranado (-F), en un hibrido fast dry down (FDD, A) y otro stay green (SG, B). Cada valor
corresponde al promedio de cinco observaciones (n=5). En cada variable, letras diferentes
dentro de cada hibrido indican diferencias significativas entre tratamientos y momentos de
medicion (p < 0.05). Datos correspondientes al Afio 1.

A
Volumen recogido Concentracion de
DDIA (ml) citocinina total (ng.ml™)
FDDC | FDD -F FDD C FDD -F
-8 370 b | 418|ab 9,6/ ] 12,71 i
-4 349|bc| 411|ab 9,41 j 1381 i
0 34,1/ bc| 425|ab 33,79 48,7 e
5 310/ c | 456] a 41,7 f 59,4 |d
12 310/ c | 460] a 13,711 718 c
16 193 d | 310|c 12,31 i 83,9|a
29 83| e | 158|d 12411 754 b
38 70| e | 13,7|de 6,5| k 23,3| h
B
Volumen Concentracion de
DDIA recogido(ml) citocinina total (ng.m1™)
SGC SG -F SGC SG -F
-8 48,3/a| 51,0/a| 10,1] j 10,11 j
-4 420(b| 513|a| 27,2| i 29,9 h
0 410/b| 490|a| 458] f 578| e
5 41,0/b| 509|a| 728|d 86,6 c
12 32,0(c| 471|a| 73,7|d 106,2 | b
16 32,3|c| 375|b| 279]hi 119,4| a
29 123|f| 255|d| 27,4]hi 123,7|a
38 86|g| 193]|e 11,11 j 33,5|¢g

4.3.4 Indice de area foliar verde (IAFV)

El momento de cambio de tasa de IAFV fue significativamente (p<0.05)
posterior en los tratamientos desgranados en ambos hibridos (SG control [18 DDIA]
respecto del desgranado [44 DDIA], y FDD control [12 DDIA] respecto del desgranado
[44 DDIA] (Fig. 4.7). No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en los
valores maximos, entre los controles y los desgranados en ambos hibridos y afios
(Cuadro A3.4, Apéndice IlI), siendo el valor de esta variable, en promedio para el Afio
1, de 5.35 y de 5.54, en el hibrido FDD control y desgranado respectivamente; y de 5.89
y 6.02, en el hibrido SG control y desgranado respectivamente. Desde el momento de
inicio de senescencia (cambio en la tasa de los valores de IAFV), las tasas de
isminucion de IAFV no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05)
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Fig. 4.7. Dinamica del indice de area foliar verde (IAFV), para los hibridos FDD (A) y SG (B)
para los tratamientos de control (C) y desgranado (—F), durante el llenado de frutos. Las flechas
negras de trazo amplio, continuas y discontinuas, cercanas a las funciones ajustadas, indican el
tiempo de inicio de la caida de IAFV en -F y C, respectivamente. Las flechas de trazo estrecho
cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 (gris discontinua), R6 (gris continua), y R9
(negra continua). Las lineas verticales continuas y discontinuas coronadas cercanas al eje "Xx"
indican el comienzo de la caida en la DLRV en -F y C, respectivamente. Las flechas grises
continuas de trazo estrecho, cercanas a las funciones ajustadas para cada hibrido, indican el
inicio de la senescencia de la hoja cuya posicion se indica. Las barras verticales en cada simbolo
indican +/- 1 E. S. (n = 5). La dinamica de C es la que se presentd en el Capitulo Il. Los valores
de R? de las funciones ajustadas se muestran junto a los codigos de los tratamientos. Los valores
de los pardmetros de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice IlI.
Datos correspondientes al Afio 1.
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entre tratamientos en ambos hibridos y afios (Cuadro A3.4, Apéndice Il1). Es importante
destacar que en ambos hibridos, debido a que los tratamientos desgranados mantuvieron
los valores maximos de IAFV durante varios dias después de que esta variable empezo
a disminuir en los tratamientos control, los primeros exhibieron valores de IAFV
mayores durante toda la fase de post-antesis, y esta diferencia se hizo
proporcionalmente mayor a medida que avanzé la fase de llenado de frutos (Fig. 4.7).
Por lo tanto, los valores a 50 DDIA (unos dias después de R9 en ambos hibridos) para
IAFV fueron significativamente (p<0.05) mayores (184% en el Afio 1, 181% en el Afio
2 en el hibrido SG; y 92% en el Afio 1, 87% en el Afio 2 en el hibrido FDD) en los
tratamientos desgranados respecto de los controles en ambos afos. Al igual que en los
controles, el inicio de la senescencia de las cinco posiciones estudiadas en los
tratamientos desgranados fue significativamente posterior en el hibrido SG en relacién
al FDD (Fig. 4.7, flechas grises).

4.3.5 Dinamica de la concentracién de clorofila total en hojas

La dindmica de la concentracién de clorofila total en las hojas de las cinco
posiciones estudiadas y las diferencias en esta dinamica entre los tratamientos y las
posiciones de las hojas dentro de cada hibrido, se ejemplifica para el Afio 1 en los
paneles C [FDD] y D [SG] de las Figs. 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, y 4.12. La dindmica de esta
variable consistié en un valor plateau que persistio en el tiempo hasta un punto de
quiebre, después del cual la concentracion de clorofila total disminuy6 en forma lineal.
En la relacion de esta variable con el tiempo térmico desde méaxima expansion de la
hojas, las interacciones entre los hibridos, los tratamientos y las posiciones de las hojas
fueron significativas (p<0.05) para el momento de cambio de tasa y para la tasa de caida
(Cuadro A3.3, Apéndice Ill). Estas interacciones son atribuibles principalmente a
diferencias entre hibridos en la tasa de caida de la concentracion de clorofila total en las
hojas 17, 20 y 22. Las mismas fueron pequefias en el tratamiento control de la posicion
17 y mayores en los tratamientos desgranados de las posiciones 20 y 22. Esto da como
resultado valores de clorofila similares en ambos hibridos a partir de 600 °Cdia en la
hoja 17 (control), 1200 °Cdia en la hoja 20 (desgranado) y 1100 °Cdia en la hoja 22
(desgranado) desde la méxima expansion de las hojas. Los valores méximos de clorofila
total no presentaron diferencias estadisticamente significativas (p>0.05) entre los
tratamientos y las posiciones de las hojas dentro de cada hibrido, siendo el valor en
promedio para ambos hibridos, tratamientos y todas las posiciones de hoja de 2.69
mg.g pesofresco. Las principales caracteristicas que surgen de los datos de los paneles
C [FDD] y D [SG] de las Figs. 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, y 4.12 es que en ambos hibridos el
inicio de la fase de caida fue significativamente (p<0.05) posterior en las cinco
posiciones de hoja en el tratamiento desgranado. Este retraso en favor del tratamiento
desgranado fue de 567°Cdia y de 483°Cdia, para los hibridos FDD y SG
respectivamente; y resultd en que las hojas de todas las posiciones de los tratamientos
desgranados presentaran valores mas altos de clorofila total a lo largo de la duracion de
la fase de caida, siendo (en promedio de todas las posiciones) dichas diferencias en el
FDD del 7% y del 45%, y en el SG del 6% y del 39%, al inicio y al final
respectivamente de la fase de caida de las hojas del tratamiento control de cada hibrido.
Con respecto a las posiciones de las hojas, dentro de cada hibrido y tratamiento,
practicamente no se encontraron diferencias significativas (p>0.05) para el comienzo de
la fase de caida; y se encontraron algunas diferencias que fueron pequefias (aunque a
veces significativas) en la pendiente de la fase de caida. En tanto en lo que se refiere a
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las diferencias en la pendiente de la fase de caida en cada posicion de hoja entre los
tratamientos dentro de cada hibrido fueron pequefias, aunque para algunas
combinaciones hibrido por posicion (FDD hoja 22 y 24; SG hoja 20 y 22) fueron
significativas (p<0.05) (Cuadros A3.3 y A3.4, Apéndice Ill; y los paneles C [FDD] y D
[SG] de las Figs. 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, y 4.12). Esto no alter6 las principales
caracteristicas descriptas sobre la dinamica de esta variable. Las diferencias entre los
tratamientos, dentro de cada hibrido, en el inicio de la senescencia (punto de quiebre de
la concentracion de clorofila total) en cada posicion de hoja (ver flechas de color gris,
Fig. 4.7) fueron consistentes con la observada para IAFV: la senescencia comenzd
posteriormente, en todas las posiciones de hoja, en el tratamiento desgranado.

4.3.6 Fotosintesis Neta

La dinamica de la fotosintesis neta en las cinco posiciones de hojas, y las
diferencias en esta dinamica entre los tratamientos y las posiciones de las hojas dentro
de cada hibrido, se ejemplifica para el Afio 1 en los paneles E [FDD] y F [SG] de las
Figs. 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, y 4.12. Las principales caracteristicas de la respuesta de Pn a
hibridos, tratamientos, posiciones de hojas, y tiempo térmico desde maxima expansion
de la hoja fueron similares a las exhibidas por la concentracion de clorofila total en
hojas. Los valores méximos (plateau) de Pn no presentaron diferencias estadisticamente
significativas (p>0.05) entre los tratamientos y las posiciones de las hojas dentro de
cada hibrido, siendo en promedio para ambos hibridos, tratamientos y todas las
posiciones de 37 pmoles.m.s™. En ambos hibridos y en las cinco posiciones de hoja, la
fase de caida comenzd significativamente (p<0.05) mas tarde en los tratamientos
desgranados. Este retraso en favor del tratamiento desgranado fue de 561 °Cdia y de
488 °Cdia, para los hibridos FDD y SG respectivamente; y resultd en que las hojas de
todas las posiciones de los tratamientos desgranados presentaran valores mas altos de
fotosintesis neta a lo largo de la duracion de la fase de caida, siendo (en promedio de
todas las posiciones) dichas diferencias en el FDD del 9% y del 1134%, y en el SG del
1% y del 892%, al inicio y al final respectivamente de la fase de caida de las hojas del
tratamiento control de cada hibrido. Las diferencias en la pendiente de la fase de caida
en cada posicion de hoja, entre tratamientos dentro de cada hibrido fueron pequefias,
aunque para algunas combinaciones hibrido por posicién (FDD hoja 24 y 27; SG hoja
17, 20, 22 y 24) fueron significativas (p<0.05) (Cuadro A3.4, Apéndice I1l; y paneles E
[FDD] y F [SG] de las Figs. 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 y 4.12). A pesar de que las diferencias
en el momento de inicio de la fase de caida o en la pendiente de la fase de caida entre
las posiciones de las hojas dentro de cada tratamiento e hibrido fueron significativas, no
alteraron las principales caracteristicas descriptas sobre la dinamica de esta variable.
Gran parte de la interaccion entre las posiciones de las hojas, hibridos y tratamientos
(Cuadros A3.3 y A3.4, Apéndice Ill) para Pn fueron debido a las diferencias en el
patron temporal entre la hoja 17 y los tratamientos desgranados de las posiciones 20 y
22, con el resto. Es importante destacar que, el inicio de la fase de caida de Pn fue
claramente asociada con el tiempo de la caida de la concentracion de clorofila total (ver
las flechas cerca de las funciones ajustadas en los paneles E [FDD] y F [SG] de las Figs.
4.8 [posicion 17]; 4.9 [posicion 20]; 4.10 [posicion 22]; 4.11 [posicion 24]; 4.12
[posicién 277).
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4.3.7 Rendimiento cuantico del PSII

La dinamica de Fv/Fm en las cinco posiciones de hojas, y las diferencias en esta
dinamica entre los tratamientos y las posiciones de las hojas dentro de cada hibrido, se
ejemplifica para el Afio 1 en los paneles G [FDD] y H [SG] de las Figs. 4.8, 4.9, 4.10,
411,y 4.12. Al igual que con la clorofila total y Pn, se observa la falta de diferencias
entre los tratamientos y las posiciones de las hojas dentro de cada hibrido para los
valores maximos (plateau) de Fv/Fm (0.85 en promedio para ambos hibridos,
tratamientos y todas las posiciones de hoja), un retraso en el momento del inicio de la
fase de la caida de los tratamientos desgranados (562 °Cdia y de 490 °Cdia, para los
hibridos FDD y SG respectivamente), en general, combinado con pequefias diferencias
en la pendiente de la fase descendente, que condujo a mayores valores de Fv/Fm en las
hojas de los tratamientos desgranados en las cinco posiciones de hoja. Estas diferencias
en los valores de Fv/Fm, a favor de los tratamientos desgranados y en promedio de
todas las posiciones, fueron en el FDD del 2% y del 31% y en el SG del 0.5% Yy del
29%, al inicio y al final respectivamente de la fase de caida de las hojas del tratamiento
control de cada hibrido. A pesar de que las diferencias en el momento de inicio de la
fase de caida o en la pendiente de la fase de caida entre las posiciones de las hojas
dentro de cada hibrido y tratamiento fueron significativas (p<0.05), no alteraron las
principales caracteristicas descriptas sobre la dindmica de esta variable (Cuadros A3.3 y
A3.4 Apéndice IlI). Al igual que con Pn, el momento del inicio de la fase de caida en
los valores de Fv/Fm a través de las posiciones y tratamientos dentro de cada hibrido
estuvo estrechamente asociado con el comienzo de la caida de los valores de clorofila
total de la hoja (ver las flechas cerca de las funciones ajustadas en los paneles G [FDD]
y H [SG] de las Figs. 4.8 [posicidon 17]; 4.9 [posicion 20]; 4.10 [posicion 22]; 4.11
[posicion 24]; 4.12 [posicion 27]).

4.3.8 Dinamica de la concentracién de trans-Zeatina en hojas

La dindmica de la concentracion de trans-Zeatina en las cinco posiciones de
hojas y las diferencias en esta dindmica entre los tratamientos y las posiciones de las
hojas dentro de cada hibrido, se ejemplifica para el Afio 1 en los paneles A [FDD] y B
[SG] de las Figs. 4.8 (posicién 17), 4.9 (posicion 20), 4.10 (posicién 22), 4.11 (posicién
24), 4.12 (posicion 27). Dentro de las caracteristicas sobresalientes de la dinamica de la
concentracion de trans-Zeatina, se destaca en primer lugar la muy amplia y significativa
(p<0.05) diferencia en las concentraciones iniciales (plateau) en favor de los
tratamientos desgranados dentro de cada hibrido. Estas diferencias fueron mayores entre
tratamientos en el FDD (144%, 249%, 365%, 822% y 878% en el FDD; 48%, 42%,
22%, 28% y 8% en el SG; para las posiciones 17, 20, 22, 24 y 27 respectivamente). A
pesar de ello, las concentraciones de trans-Zeatina por debajo de las cuales se
desencadena el inicio de la senescencia foliar (momento de caida de la concentracion de
clorofila total, fotosintesis neta y Fv/Fm) no difirieron significativamente (p>0.05) entre
tratamientos dentro de cada hibrido y posicion de hoja. Esto refuerza fuertemente la idea
de que este proceso se desencadena por debajo de un valor umbral de trans-Zeatina, ya
que independientemente de las concentraciones iniciales el proceso se desencadena a
una misma concentracion de trans-Zeatina en cada combinacion hibrido x posicion.
Ademaés es importante sefialar que las diferencias en las concentraciones iniciales de
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trans-Zeatina, en favor del hibrido SG, en los tratamientos control fueron de 134%,
204%, 316%, 698% y 834%; y en los tratamientos desgranados fueron de 42%, 23%,
9%, 10% y 3% para las posiciones 17, 20, 22, 24 y 27 respectivamente. Esto marca que
ante la situacion de desgrane las diferencias en las concentraciones iniciales de trans-
Zeatina entre ambos hibridos disminuyen. En segundo lugar, se observa un retraso
significativo (p<0.05) en el momento de inicio de la fase de caida en los tratamientos
desgranados en ambos hibridos (415 °Cdia en FDD y 437 °Cdia en SG en promedio para
todas las posiciones). Por ultimo, se encontraron diferencias en la pendiente de la fase
de caida entre tratamientos dentro de cada hibrido que (aunque a veces fueron
significativas) no tuvieron un impacto importante sobre la dindmica de esta variable
(Cuadros A3.3 y A3.4, Apéndice IlI). La diferencia en los valores iniciales de trans-
Zeatina entre los tratamientos control y desgranado en ambos hibridos fue tan grande
que las hojas del tratamiento desgranado mantuvieron mayores valores de trans-Zeatina
durante todo el periodo de medicion. En promedio de todas las posiciones de hoja, las
diferencias en favor del tratamiento desgranado fueron en el FDD del 492% y del
1744%, y en el SG del 29% y del 1092% al inicio y al final respectivamente del periodo
de medicion de las hojas del tratamiento control de cada hibrido. Hubo algunas
interacciones significativas entre tratamientos, posicion de hoja e hibridos para los
valores iniciales (plateau) de trans-Zeatina; momento de inicio de la fase de caida y en
la pendiente de la fase de caida; pero estas interacciones no alteraron las principales
caracteristicas de la dinamica de esta variable (paneles A y B Figs. 4.8, 4.9, 4.10, 4.11,
4.12). A diferencia de los controles, en los tratamientos desgranados los momentos de
inicio de la caida de los valores de trans-Zeatina fueron anteriores (p<0.05) que los de
clorofila total, a excepcion de las posiciones 20 y 27 del SG en las cuales si bien los
valores de trans-Zeatina caen antes que los de clorofila total, dichas diferencias no
fueron significativas (ver Cuadro 4.2 y las flechas cerca de las funciones ajustadas en
los paneles A [FDD] y B [SG] de las Figs. 4.8 [posicion 17], 4.9 [posicién 20], 4.10
[posicion 22], 4.11 [posicién 24], 4.12 [posicion 27]). Claramente esto se debe a que las
caidas en las variables clorofila total, fotosintesis neta y en Fv/Fm (inicio de senescencia
foliar) ocurrieron después de que los valores de trans-Zeatina llegaran a los valores
umbrales de trans-Zeatina estimados en el Capitulo I11.
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Fig. 4.8. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de la fotosintesis neta
(Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D), en funcion del tiempo térmico (Tb
4°C) desde la maxima expansion de la hoja de la posicion 17, en los hibridos fast dry down (FDD, A, C,
E, G) y stay green (SG, B, D, F, H) para los tratamientos control (C) y desgranado (—F). La dindmica de C
es la que se present6 en el Capitulo Il. Las flechas negras de trazo amplio, continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones ajustadas, indican el momento en el que comienza la caida de la concentracion
de clorofila total en -F y C, respectivamente. Las flechas discontinuas y continuas de trazo estrecho
cercanas al eje "Xx" indican los momentos de R5.1 y R9, respectivamente. Las lineas verticales continuas y
discontinuas coronadas cerca del eje "x" indican el comienzo de la caida de la DLRV en -F y C,
respectivamente. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los valores de R? de
las funciones ajustadas se muestran junto a los codigos de los tratamientos. Los valores de los parametros
de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice I1l. Datos correspondientes al afio 1.
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Fig. 4.9. Dindmica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de la fotosintesis neta
(Pn) (C) y del rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm, D), en funcion del tiempo térmico (Tb
4°C) desde la maxima expansion de la hoja de la posicion 20, en los hibridos fast dry down (FDD, A, C,
E, G) y stay green (SG, B, D, F, H) para los tratamientos control (C) y desgranado (—F). La dinamica de
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respectivamente. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los valores de R? de
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de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice Ill. Datos correspondientes al afio 1.
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Fig. 4.10. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de la fotosintesis
neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico méaximo del PSII (Fv/Fm, D), en funcion del tiempo térmico (Tb
4°C) desde la méxima expansion de la hoja de la posicion 22, en los hibridos fast dry down (FDD, A, C,
E, G) y stay green (SG, B, D, F, H) para los tratamientos control (C) y desgranado (—F). La dinamica de C
es la que se presentd en el Capitulo Il. Las flechas negras de trazo amplio, continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones ajustadas, indican el momento en el que comienza la caida de la concentracion de
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discontinuas coronadas cerca del eje "x" indican el comienzo de la caida de la DLRV en -F y C,
respectivamente. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los valores de R* de las
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las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice Ill. Datos correspondientes al afio 1.
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Fig. 4.11. Dinadmica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de la fotosintesis
neta (Pn) (C) y del rendimiento cuéntico méximo del PSII (Fv/Fm, D), en funcidn del tiempo térmico (Th
4°C) desde la maxima expansion de la hoja de la posicion 24, en los hibridos fast dry down (FDD, A, C,
E, G) y stay green (SG, B, D, F, H) para los tratamientos control (C) y desgranado (—F). La dindmica de
C es la que se presentd en el Capitulo 1l. Las flechas negras de trazo amplio, continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones ajustadas, indican el momento en el que comienza la caida de la concentracion
de clorofila total en -F y C, respectivamente. Las flechas discontinuas y continuas de trazo estrecho
cercanas al eje "Xx" indican los momentos de R5.1 y R9, respectivamente. Las lineas verticales continuas
y discontinuas coronadas cerca del eje "x" indican el comienzo de la caida de la DLRV en -F y C,
respectivamente. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los valores de R? de
las funciones ajustadas se muestran junto a los codigos de los tratamientos. Los valores de los pardmetros
de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice I1l. Datos correspondientes al afio 1.
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Fig. 4.12. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina (A) y de clorofila total (B), de la fotosintesis
neta (Pn) (C) y del rendimiento cuantico méaximo del PSII (Fv/Fm, D), en funcion del tiempo térmico (Th
4°C) desde la méxima expansion de la hoja de la posicién 27, en los hibridos fast dry down (FDD, A, C,
E, G) y stay green (SG, B, D, F, H) para los tratamientos control (C) y desgranado (—F). La dinamica de
C es la que se presentd en el Capitulo Il. Las flechas negras de trazo amplio, continuas y discontinuas,
cercanas a las funciones ajustadas, indican el momento en el que comienza la caida de la concentracion
de clorofila total en -F y C, respectivamente. Las flechas discontinuas y continuas de trazo estrecho
cercanas al eje "x" indican los momentos de R5.1 y R9, respectivamente. Las lineas verticales continuas y
discontinuas coronadas cerca del eje "x" indican el comienzo de la caida de la DLRV en -F y C,
respectivamente. Las barras verticales en cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Los valores de R* de
las funciones ajustadas se muestran junto a los codigos de los tratamientos. Los valores de los pardmetros
de las funciones ajustadas se presentan en el Cuadro A3.4, Apéndice Ill. Datos correspondientes al afio 1.
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Cuadro 4.2. Momento en el cual ocurre el cambio de fase (plateau previo a la caida > fase de
caida) en la evolucion de la clorofila total, de la fotosintesis neta, del rendimiento cuantico
méaximo del PSII (Fv/Fm) y de la concentracién de trans-zeatina en las distintas posiciones de
hoja en un hibrido fast dry down (FDD) y otro stay green (SG) en el tratamiento desgranado (-
F). Cada valor corresponde al tiempo térmico (TT) [Tb=4°C, Villalobos y Ritchie (1992)]
acumulado desde la finalizacion de la expansién de la hoja, y es promedio de cinco
observaciones (n = 5). Letras diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) dentro de
cada combinacién hibrido x posicién de hoja (filas del cuadro). Datos correspondientes al Afio
1.

. Clorofila Fotosintesis Ev/Em trar!s-

Hibrido POSS(I)?Q de Total Neta o Zeatina

TT (°Cdia) TT (°Cdia) (°Cdia TT (°Cdia)
FDD -F 17| 1062 |a 1072 |a 1086 |a 922 b
SG -F 17 1091 |b 1108 |ab 1134 (a| 1007 |c
FDD -F 20 1029 |a 1033 |a 1066 |a 862 b
SG -F 20| 1131 |ab 1147 |a 1167 |a| 1100 |b
FDD -F 22 1099 |a 1104 |a 1134 |a 905 b
SG -F 22 1056 |b 1102 |a 1115 (a| 1001 |c
FDD -F 24 1005 |a 1021 |a 1044 |a 852 b
SG -F 24| 1065 |a 1089 |a 1098 (a| 1024 |b
FDD -F 27 1030 |b 1039 |ab 1076 |a 901 c
SG -F 27 1032 |bc 1058 |ab 1078 |a| 1014 |c

4.4 Discusion

Las diferencias en la senescencia foliar entre los tratamientos control y
desgranado en cada hibrido no pueden ser atribuidas a variaciones en el desarrollo del
cultivo o a las condiciones ambientales a las que estaban expuestos los hibridos (ver
Seccion 4.3.1.). En ambos materiales, todas las variables medidas disminuyeron antes
en el tratamiento control en relacion al tratamiento desgranado (Figs. 41 Ay B,46 Ay
B, 4.7 Ay B [flechas grises numeradas] 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 y 4.12).

Nuestra hipdtesis inicial de que alteraciones en el coeficiente de particion de
hidratos de carbono a favor del sistema radical, provocaria un incremento en la cantidad
de citocininas en el fluido xileméatico y en la concentracion a nivel de hoja, ha
demostrado ser correcta para ambos hibridos. Los cambios impuestos en la particion de
los hidratos de carbono, mostraron respuestas semejantes en ambos hibridos,
determinando un aumento en los niveles de DLRV (Fig. 4.1 Ay B, Fig. 4.4, Fig. 4.5),
repercutiendo en un incremento en las cantidades de citocininas que se transportaban
hacia las hojas a través del fluido xilematico (Fig. 4.6 A y B). Estas mayores cantidades
de citocininas transportadas hacia la parte aérea, determinaron aumentos en las
concentraciones iniciales de trans-Zeatina a nivel de hoja en todas las posiciones (Figs.
4.8,4.9,4.10, 4.11, 4.12, paneles Ay B). En los tratamientos desgranados el hibrido SG
también presenté mayores concentraciones iniciales de trans-Zeatina a nivel de hoja que
el hibrido FDD, pero en menor porcentaje respecto a esta diferencia en los tratamientos
control (ver seccion 4.3.8). Esto se debe a que ante la alteracion de la particion de los



92

hidratos de carbono, en favor de las raices, el hibrido FDD presentd una mayor
respuesta en el incremento en la DLRV que el hibrido SG. Las mayores concentraciones
de citocininas en hojas, determinaron un retraso en el inicio de la senescencia foliar a
nivel de canopeo (Fig. 4.7 A 'y B) y a nivel de hoja en todas las posiciones (Figs. 4.8,
4.9, 4.10, 4.11 y 4.12, paneles C, D, E, F, G y H). No obstante es importante remarcar
que el retraso de la caida del IAFV es mayor que el retraso de la disminucion del flujo
de citocininas. Esto puede sugerir que los frutos estén ejerciendo un efecto adicional
como promotores de la senescencia, tal como un retrocontrol en la biosintesis de
citocininas a nivel radical y que ante el desgrane, el mismo se distorsione o se pierda.
Tampoco se puede descartar que bajo la situacion de desgrane la tasa de degradacion o
el nimero de receptores de citocininas varie. Estos planteos podrian explicar el “delay”
entre la caida de la cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico y la caida del
IAFV. Si bien las concentraciones de trans-Zeatina iban disminuyendo junto con la
DLRYV, y con las cantidades de citocininas transportadas a través del fluido xilematico;
para ambos hibridos y para todas las posiciones estudiadas hasta que no se alcanzaron
valores menores a los umbrales estimados en el Capitulo Il no se inicié el proceso de
senescencia foliar (Figs. 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 y 4.12 y para apreciar las diferencias en los
momentos de caida, entre las variables, ver Cuadro 4.2). Esto es extremadamente
importante y no deja dudas acerca de que el inicio de este proceso se encuentra
relacionado con un umbral minimo de trans-Zeatina. Esto no estd documentado en la
bibliografia, y es de una gran relevancia. Los resultados de este capitulo sobre el efecto
de la eliminacion del capitulo coinciden con los reportados en trigo por Srivalli et al.
(2009), respecto a que la eliminacién del destino promovié el crecimiento radical (Fig.
4.1, Imagenes 4.3 y 4.4); coinciden en parte con lo reportado por Henzell y Gillieron
(1973) respecto al efecto sobre la senescencia foliar, ya que encontraron disminuciones
en la tasa de senescencia foliar al eliminar la panoja en sorgo, y nuestros resultados
arrojaron diferencias en el momento de inicio de la senescencia foliar y no en la tasa del
proceso (Fig. 4.7 y Cuadro A3.4, Apéndice Ill); y coinciden con lo reportado por
Noodén et al. (1990) que documentaron incrementos en las concentraciones de
citocininas en el fluido xilematico en soja al remover los frutos, lo cual es semejante al
incremento en las cantidades de citocininas totales hallados en el fluido xilematico al
remover los frutos (Fig. 4.6). A diferencia de todos estos trabajos, en ninguno se estudid
en su conjunto todas las variables evaluadas durante el periodo de llenado de frutos,
bajo condiciones de alteraciones en la relacion fuente/destino que modifiquen el
coeficiente de particién de hidratos de carbono hacia las raices, en el contexto de dos
hibridos de senescencia foliar contrastantes tal como se describe en el presente capitulo.

Los resultados de este capitulo coinciden con el modelo de respuesta de la
participacion de las citocininas en la senescencia foliar para el periodo de post-antesis.
Los mismos son consistentes con que la disminucion de la DLRV, provoca una
disminucion en la cantidad de citocininas en el fluido xilematico, y como consecuencia
de ello disminuye la concentracion de citocininas a nivel foliar por debajo del umbral
critico de cada posiciéon dando inicio al proceso de senescencia foliar, presentando el
hibrido SG mayores concentraciones de citocininas que retrasan el inicio de la
senescencia foliar consecuencia de una mayor DLRV. Las variaciones en la relacién
fuente destino que modifiquen el coeficiente de particion de hidratos de carbono hacia
las raices afectando la DLRV, repercutird tanto en las cantidades de citocininas
transportadas a la parte aérea por el fluido xilematico, como en las concentraciones de
citocininas en hojas y en el inicio de la senescencia foliar.

Hasta aqui, se han informado los resultados de los experimentos realizados en
los tres capitulos de resultados de esta tesis. En el siguiente capitulo de discusion
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general se plantearan y discutiran los mensajes mas relevantes de la investigacion en su
conjunto, en el marco de los objetivos inicialmente planteados y se expondran los
nuevos interrogantes que emergieron a partir de los resultados.
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Capitulo V

Discusion general y conclusiones

5.1 Introduccién

El proceso de senescencia foliar durante la etapa de llenado de granos reduce
significativamente el rendimiento de los cultivos debido a la disminucion de la
asimilacion del carbono y, como consecuencia de ello, disminuye la produccion de
biomasa durante esa etapa (cebada y trigo [Gregersen et al., 2008], maiz [Rajcan et al.,
1999; Rajcan y Tollenaar, 1999a]). Las citocininas, sintetizadas principalmente a nivel
de los apices radicales (Akiyoshi et al., 1983; Akiyoshi et al., 1984; Barry et al., 1984;
Beveridge et al., 1997; Samuelson et al., 1992; Takei et al., 2001; White et al., 1934) y
transportadas a la parte aérea a través del xilema (Noodén et al. 1990, Takei et al.,
2001), desempefian funciones importantes en la senescencia como sefial enddgena
(Richmond y Lang, 1957; Noodén et al., 1979 y 1997; Singh et al., 1992; Gan y
Amasino, 1995; Ori et al., 1999; McCabe et al., 2001; Masferrer et al., 2002; Lim et al.,
2007; Conrad et al., 2015; Liu et al., 2016; Ren et al., 2016).

En la bibliografia no existen trabajos que hayan documentado el proceso de
senescencia foliar durante el llenado de los frutos enfocdndose en el papel de las
citocininas en ese proceso usando como modelo experimental hibridos con patrones de
senescencia foliar contrastante, y considerando el proceso a nivel de planta entera
(incluyendo las raices) en cultivos conducidos a campo. Tampoco existen precedentes
en girasol, ni en ninguna otra especie cultivada, en los que se hayan realizado intentos
por determinar el umbral de citocininas foliares por debajo del cual se desencadena el
proceso de senescencia foliar; ni por evaluar como variaciones en la actividad radical,
en respuesta a la alteracién en la particion de los hidratos de carbono hacia ese érgano,
repercuten sobre dicho proceso. Por ultimo, la bibliografia no incluye trabajos que
hayan documentado, en forma detallada, la dindmica del proceso de senescencia a nivel
de hoja durante el llenado de los frutos reflejada en los niveles foliares de trans-Zeatina
y en los parametros de funcionalidad foliar [clorofila total, fotosintesis neta y Fv/Fm]; ni
sus relaciones con las concentraciones y las cantidades de citocininas totales
recolectadas en el fluido xilematico.

En el contexto descripto arriba, los experimentos realizados para esta tesis
exploraron el proceso de senescencia a nivel de planta entera en dos hibridos de girasol
de senescencia foliar contrastante, estableciendo que la dinamica de la DLRV durante
esa etapa resulta coincidente con las variaciones en las concentraciones de citocininas
gue se mueven hacia la parte aérea en el fluido xilematico, y que producen
modificaciones en los niveles de citocininas en las hojas. Estos experimentos, ademas
permitieron estimar un umbral critico de citocininas, revelado por el uso de aplicaciones
exogenas, que se asocid con el inicio del proceso de senescencia foliar. Por altimo, las
respuestas a las alteraciones en las relaciones fuente-destino que modificaron el
coeficiente de particion de hidratos de carbono hacia las raices, mostraron que esas
alteraciones afectaron positivamente a la DLRV. Esto provocd un incremento en las
concentraciones de citocininas a nivel de fluido xilematico y de hoja, retrasando el
inicio de la senescencia foliar, respuesta coherente con lo observado en plantas intactas.
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5.2 Evaluacion del logro de objetivos y de la validacion de hipétesis
propuestos para la tesis

El objetivo general y los objetivos especificos declarados en el Capitulo I, fueron
logrados. Estos logros permitieron poner a prueba las hipétesis propuestas, tal como se
detalla mas abajo.

El inicio de la senescencia foliar (Capitulo Il Figs. 2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7) en
ambos hibridos, demostrd estar estrechamente relacionado a un umbral minimo de
trans-Zeatina a nivel de hoja, variable ligada a la concentracién (ng.ml™recogido)
(Capitulo 111 Cuadro 3.1) y a las cantidades de citocininas totales recogidas (ng.minuto’
1) (Capitulo 111 Fig. 3.1) en el fluido xilematico vy, a su vez, relacionado con la dindmica
de la DLRV (Capitulo 1l Fig. 2.2). A partir del valor méximo de la DLRV (Capitulo |1
Fig. 2.2) se produjo una disminucion de dicha variable que coincidié con la reduccion
de la concentracién (ng.ml*recogido) (Capitulo Il Cuadro 3.1) y de la cantidad
(ng.minuto™) (Capitulo 111 Fig. 3.1) de citocininas totales en el fluido xilematico, lo cual
repercutio posteriormente en el inicio de la senescencia del canopeo (Capitulo Il Fig.
2.2).

Es importante también sefialar que la cantidad de citocininas totales recuperadas
de la savia xilematica en el periodo de medicién se increment6 abruptamente pos-
antesis, patron que no reflejé -en forma proporcional- un aumento de la DRLV en el
mismo intervalo, pero si con el incremento del indice que relacion6 a la concentracion
de citocinina total (ng.ml™ recogido en el periodo de observacién) con la DLRV
(Cuadro 3.2). El incremento en dicho indice podria ser explicado por la capacidad de
sintesis de citocininas que tienen las raices en respuesta a sefiales asociadas a la antesis,
0 a un incremento de raices jovenes en este periodo que tengan una elevada tasa de
sintesis de citocininas. Este hallazgo requiere ser objeto de futuras investigaciones.

Las concentraciones iniciales de citocininas en hojas fueron significativamente
mayores en el hibrido SG en relacion al hibrido FDD. Esto se asocié a que el hibrido
SG presento valores significativamente mayores en la DLRV durante todo el periodo de
medicién y a que el hibrido SG presentd valores significativamente mayores en la
concentracion (ng.ml™recogido) (Capitulo Il Cuadro 3.1.) y en las cantidades recogidas
(ng.minuto™) (Capitulo 11l Fig. 3.1) de citocininas totales en el fluido xilemético
practicamente en todos los estadios fenoldgicos estudiados. El hibrido SG mostré un
retraso en el tiempo en el inicio de la caida de todas las variables medidas en
comparacion con el hibrido FDD (Capitulo Il Figs. 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, 2.6, 2.7, 2.8,
Capitulo 111 Figs. 3.1y 3.2). Es importante sefialar que las diferencias entre hibridos, en
la concentracion y en las cantidades recogidas de citocininas totales en el fluido
xilematico, no fueron proporcionales a las diferencias en la DLRV, y que esto podria
estar relacionado con que el SG produzca mas citocininas por unidad de DLRV
(Capitulo 111, Cuadro 3.2). Otro aspecto importante a considerar es que las diferencias
en las citocininas foliares entre hibridos no son proporcionales a las diferencias en la
concentracion de citocininas totales en el fluido xilematico. Estas cuestiones indican la
necesidad de realizar estudios con el fin de establecer diferencias en la sensibilidad a las
citocininas, en el nimero de receptores de citocininas, en la tasa de degradacion de las
citocininas o en otros aspectos de la economia de citocininas foliares a fin de seguir
develando las causas de las diferencias entre hibridos.

En su conjunto la informacion arriba sefialada permite no rechazar la Hipotesis
1.1 (Capitulo 1) “La concentracion de citocininas en el fluido xilematico y en las hojas,
estan asociadas con el nivel de funcionalidad del sistema radical durante el llenado de
los frutos, exhibiendo el hibrido SG mayor funcionalidad radical y mayores
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concentraciones de citocininas en el fluido xilematico y en hojas que el hibrido FDD.”.
Estos resultados permiten aseverar que el inicio de la senescencia foliar es posterior al
inicio de la senescencia radical, ya que la disminucion de la concentracion (ng.ml
'recogido) y de las cantidades recogidas (ng.minuto™) de citocininas totales en el fluido
xilematico afecta la concentracion de citocininas en hojas, resultando en que la misma
descienda por debajo del umbral minimo que desencadena el inicio del proceso de
senescencia foliar. Haber demostrado esto amplia el conocimiento del proceso de
senescencia foliar conocido hasta el momento, ya que si bien los resultados alcanzados
por Lisanti et al. (2013) demostraron que el inicio de la senescencia radical antecede al
inicio de la senescencia foliar, no establecieron relacién alguna entre la senescencia
radical y la foliar. En este trabajo, por primera vez, se logré ubicar a las citocininas
como las responsables en establecer una comunicacion clara y directa entre el inicio de
la caida de la DLRV y el del IAFV. Asimismo los trabajos en los cuales se ha
demostrado que las caidas en las concentraciones de citocininas foliares estan asociadas
al inicio de la senescencia foliar, en otras especies como tabaco (Singh et al., 1992; Gan
y Amasino, 1995; Ori et al., 1999), lechuga (Lactuca sativa L.) (McCabe et al., 2001),
Phragmites australis (Conrad et al., 2015), arroz (Liu et al., 2016), maiz (Ren et al.,
2016), Xanthium (Richmond y Lang, 1957), soja (Noodén et al., 1979), Arabidopsis
thaliana L. (Masferrer et al., 2002) y sorgo (Ambler et al., 1992); tampoco establecieron
relaciones directas con la funcionalidad del sistema radical, algo que hubiese permitido
una vision del proceso de senescencia a nivel de planta entera.

En relacion con la Hipotesis 1.2 (Capitulo 1) “El momento de inicio y la tasa de
senescencia foliar se hallan fuertemente asociadas con la concentracion de citocininas
en el fluido xilematico y de un umbral minimo a nivel de hoja. Ello explicaria las
diferencias observadas en la dinamica de la senescencia foliar entre los materiales SG
y FDD.”, la misma resulto ser coherente con nuestras observaciones en lo relativo al
inicio del proceso de senescencia foliar. No obstante, la tasa de senescencia foliar no
explico las diferencias entre materiales (Capitulo 1l Cuadro 2.3 y Figs. 2.3, 2.4, 2.5, 2.6,
2.7 y 2.8), sugiriendo que la cuestion crucial era el gatillado del proceso dado por la
disminucion de las concentraciones de trans-Zeatina por debajo de un umbral minimo.
Ademas, nuestros datos sugieren la necesidad de plantear una hipdtesis complementaria
debido a que las diferencias entre SG y FDD en la dindmica de la senescencia foliar no
se debid Unicamente a una diferencia en el momento de inicio de la senescencia, sino
que también estuvo asociada a una gran diferencia en los valores iniciales de trans-
Zeatina en hojas (que no presentaron diferencias con los umbrales de cada posicién)
entre ambos hibridos (Capitulo 1l Panel A de las Figs. 2.4, 2.5, 2.6, 2.7 y 2.8), asociado
a las mayores concentraciones (ng.ml™recogido) y cantidades recogidas (ng.minuto™)
de citocininas totales en el fluido xilematico desde inicio de antesis (Capitulo Il Fig.
3.1). Esto responde y se corresponde con las marcadas diferencias en la dindamica de la
DLRV (Capitulo Il Fig. 2.2). La hipétesis complementaria que requeriria ser puesta a
prueba en el futuro seria: “El inicio de la senescencia foliar de los dos hibridos se
asocio a un valor umbral de trans-Zeatina muy diferente entre hibridos, umbral que
una vez traspasado a la baja, marco el inicio de la senescencia”. (Capitulo 11 Panel A
de las Figs. 2.4, 2.5, 2.6, 2.7 y 2.8).

Las aplicaciones exdgenas mantuvieron las concentraciones de citocininas en las
hojas por encima del umbral causando un retraso en la senescencia foliar, lo cual se
reflejo en la reduccion de la caida de clorofila total (Capitulo 111 Fig. 3.4 Ay B), yen la
recuperacion de la fotosintesis (Capitulo Il Fig. 3.4 C y D) y de los valores de Fv/Fm
(Capitulo 111 Fig. 3.4 E y F). Esto permite no rechazar la Hipdtesis 2.1 “A través de
aplicaciones exdgenas de citocininas, que aumentan la concentracion de las mismas en
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hojas, se puede revertir y/o demorar e/ proceso de inicio de senescencia.”. Las
respuestas a las aplicaciones exdgenas de citocininas fueron consistentes con la nocion
del enlace entre el inicio de la senescencia de la raiz y el inicio de la senescencia foliar
mediado por la concentracién (ng.ml™recogido) y cantidades recogidas (ng.minuto™) de
citocininas totales en el fluido xilematico. Ademas, mediante las aplicaciones exdgenas
se pudo observar que en los dos hibridos el inicio de la senescencia foliar se asoci6 a
umbrales de trans-Zeatina muy diferentes entre hibridos (Capitulo 11, Fig. 3.3 y 3.4)
resultado confirmado al estudiar las dinamicas de trans-Zeatina en hojas de diferentes
posiciones. Dicho valor umbral para las posiciones 17, 20, 22, 24 y 27, respectivamente,
fue de 245, 232, 167, 101 y 93 ng.g™* de peso fresco para el hibrido FDD y de 542, 705,
694, 806, 896 ng.g™ de peso fresco para el hibrido SG (Capitulo 11, Panel A de las Figs.
2.4,25, 26, 2.7y 2.8,y Cuadro Al.3 del Apéndice I). La diferencia en los umbrales,
entre los hibridos, es coincidente con la diferencia en la dindmica de la DLRV, en el
hecho que el SG tiene mayor DLRV por més tiempo (Capitulo 1l Fig. 2.2); aunque las
diferencias entre los hibridos, en la concentracion y en las cantidades recogidas de
citocininas totales en el fluido xilemético, no fueron proporcionales a las diferencias en
la DLRV. Posiblemente esto se encuentre relacionado con que el SG produzca mas
citocininas por unidad de DLRV (Capitulo I11, Cuadro 3.2). Ademas las diferencias en
las citocininas foliares entre hibridos no son proporcionales a las diferencias en la
concentracion de citocininas totales en el fluido xilematico. Esto es sumamente
novedoso, ya que no se ha observado antes, tanto en girasol como en cualquier otra
especie de cultivo, y sugiere que la simple comparacion de las concentraciones de trans-
Zeatina, no constituyen una explicacion completa y que las diferencias entre hibridos en
la sensibilidad de los tejidos foliares a las concentraciones de trans-Zeatina deben
tenerse en cuenta en futuras investigaciones.

El impacto de la alteracion en la particion de los hidratos de carbono a favor del
sistema radical, repercutié en mayores niveles de DLRV (Capitulo IV Fig. 4.1 Ay B,
Imagenes 4.3 y 4.4), y en un incremento en las concentraciones (ng.ml*recogido) y
cantidades recogidas (ng.minuto™) de citocininas en el fluido xileméatico (Capitulo IV
Fig. 4.6 Ay B). Ello, a su vez, marcd diferencias importantes en las concentraciones
iniciales de trans-Zeatina a nivel de hoja en todas las posiciones foliares muestreadas
(Capitulo 1V Figs. 4.8, 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, paneles A y B) en ambos hibridos, siendo
mayores dichas diferencias en el hibrido FDD. El inicio de la senescencia foliar (caidas
en las variables clorofila total, fotosintesis neta y en Fv/Fm), en el tratamiento
desgranado Yy en las posiciones estudiadas, ocurrié recién después de que los valores de
trans-Zeatina descendieron hasta los valores umbrales de trans-Zeatina estimados en el
Capitulo 111 (Capitulo IV paneles A [FDD] y B [SG] de las Figs. 4.8, 4.9, 4.10, 4.11,
4.12). Esto provocd un retraso en el inicio de la senescencia foliar a nivel de canopeo
(Capitulo 1V Fig. 4.7 Ay B) y a nivel de hoja en todas las posiciones (Capitulo IV Figs.
4.8,4.9,4.10,4.11y 4.12, paneles C, D, E, F, Gy H). Lo expuesto permite no rechazar
la Hipodtesis 3.1 “Alteraciones en el coeficiente de particion de hidratos de carbono a
favor del sistema radical, provocara una mayor concentracion de citocininas en el
fluido xilematico y a nivel de hoja. . Nuestra explicacion sugerida para el control de la
senescencia foliar en estos hibridos de patrones contrastantes es apropiada, ya que los
niveles méas altos de DLRV durante todo el periodo de medicion en el tratamiento
desgrane (Capitulo IV Fig. 4.1 A y B) fueron un factor clave que contribuy6 a la
diferencia en las concentraciones foliares de trans-Zeatina entre tratamientos. Entre los
antecedentes bibliograficos encontramos algunas similitudes parciales con nuestros
resultados. Srivalli et al. [2009] documentaron que la eliminacién de la espiga en trigo
promovio el crecimiento radical. Henzell y Gillieron [1973] encontraron disminuciones
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en la tasa de senescencia foliar al eliminar la panoja en sorgo, y Noodén et al. [1990]
documentaron incrementos en las concentraciones de citocininas en el fluido xilematico
en soja al remover los frutos. En ninguno de estos trabajos se estudio el efecto de la
eliminacién del fruto sobre todas las variables evaluadas en esta tesis que permitieron
caracterizar la senescencia a nivel de planta entera, durante el periodo de llenado de
frutos, en el contexto de dos hibridos de patrones contrastantes de senescencia foliar.
Ademas es de suma importancia destacar que en los tratamientos desgranados las caidas
en las variables clorofila total, fotosintesis neta y en Fv/Fm (inicio de senescencia foliar)
ocurrieron después de que los valores de trans-Zeatina descendieran a los valores
umbrales de trans-Zeatina estimados para cada posicion en tratamientos controles
(Capitulo 1V Figs. 4.8, 4.9, 4.10, 4.11 y 4.12). Esto no deja dudas acerca de que el inicio
de este proceso se encuentra relacionado con un umbral minimo de trans-Zeatina. Esto
tampoco esta documentado en la bibliografia, y es de una gran relevancia.

5.3 Conclusién

Los experimentos informados en esta tesis demuestran el papel fundamental de
la dindmica de la concentracion de citocininas foliares y en fluido xilemético en el
control de la senescencia foliar en hibridos de girasol con patrones de senescencia foliar
contrastante durante el llenado de frutos (Fig. 5.1) puesto que:

e Ratifican que las raices comienzan a “senescer” antes que el canopeo foliar.

e Establecen la consistencia entre la dinamica de la DLRV post-antesis y la de las
concentraciones de citocininas en el fluido xilematico.

e Establecen la asociacion entre las dindmicas de las concentraciones de
citocininas en el fluido xilematico y la de las hojas.

e Indican un umbral de citocininas a nivel foliar por debajo del cual se
desencadena el proceso de senescencia foliar, el cual es muy diferente entre
hibridos con senescencia foliar contrastantes.

e Demuestran que la dinamica de la fotosintesis neta, del rendimiento cuantico del
PSIl y de la clorofila total se asocian positivamente con la de trans-Zeatina en
ambos hibridos.

¢ Ratifican la participacién de las citocininas en el inicio de la senescencia foliar
en girasol.

e Sirven de fundamento para un modelo que explica en parte el control del proceso
de senescencia foliar en girasol durante el llenado de frutos que echa luz sobre:

o El comportamiento diferencial entre los hibridos SG y FDD.
o Que los cambios en la particion de los hidratos de carbono a favor de las
raices afectan el inicio de la senescencia foliar.

La presente tesis arroja un modelo (Fig. 5.1) que pretende explicar el proceso de
senescencia durante el periodo comprendido entre floracion y madurez fisioldgica, que
tiene similitudes y diferencias seglin sean SG y FDD. Con la disminucién en la DLRV,
disminuyen los potenciales sitios de sintesis de citocininas, generando una disminucién
de la concentracién de citocininas totales en el fluido xilematico que repercute en una
caida de la concentracion de trans-Zeatina foliar por debajo de un umbral minimo. Esto
desencadena en la hoja la caida de la concentracion de clorofila total, de la fotosintesis
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neta y del parametro Fv/Fm, dando inicio al proceso de senescencia foliar. Es
importante resaltar que, los resultados de esta tesis sugieren que las diferencias
existentes entre los hibridos (SG y FDD), estan dadas porque el SG tiene una mayor
DLRV que repercute en la mayor concentracion de citocininas totales en el fluido
xilematico y de trans-Zeatina a nivel foliar. Sin embargo, no se puede descartar la
existencia de un retrocontrol interno que regule la biosintesis de citocininas a nivel de
raices, el cual se dispare a partir de la cantidad de citocininas totales que se mueven a
nivel del xilema. Este retrocontrol, puede que sea mayor en el hibrido FDD provocando
una drastica disminucion en la biosintesis de citocininas a nivel radical en comparacion
con el hibrido SG. Asimismo, bajo la condicion de desgrane, dicho retrocontrol puede
haberse distorsionado o perdido, provocando que las raices sigan biosintetizando
citocininas en etapas avanzadas del llenado de frutos. Tampoco se puede descartar la
existencia de diferencias en el catabolismo de citocininas. Los mayores niveles de trans-
Zeatina alcanzados en las hojas del hibrido SG luego de la primera aplicacion exdgena
de citocininas, sugieren que el catabolismo de citocininas es menor en este hibrido.
Como consecuencia de las diferencias en la DLRV entre hibridos, se observa un retraso
en la caida de la concentracion de clorofila total, de la fotosintesis neta y del pardmetro
Fv/Fm, retrasando el inicio de la senescencia foliar. EI modelo puesto a prueba
demostro ser consistente ya que las respuestas, ante las aplicaciones foliares exdgenas
de citocininas como ante los cambios en las relacion fuente destino de asimilados en
favor de las raices, fueron coherentes con el modelo planteado. Ante las aplicaciones
exogenas, se incrementd la concentracion de trans-Zeatina a nivel foliar generando un
retraso en el inicio de la senescencia por el mantenimiento en el tiempo de la
concentracion de clorofila total, de la fotosintesis neta y del parametro Fv/Fm. La
alteracion en la relacion fuente destino de asimilados a favor de las raices provoco un
incremento en la DLRV y un retraso en el inicio de la senescencia radical. Esto generd
un incremento en la concentracion de citocininas totales en el fluido xilematico y de
trans-Zeatina en hoja. Como consecuencia de ello se mantuvieron en el tiempo la
concentracion de clorofila total, la fotosintesis neta y el parametro Fv/Fm, retrasando el
inicio de la senescencia foliar. La caida en estos pardmetros se generd cuando la
concentracion de trans-Zeatina en hoja llego a los valores umbrales determinados en los
tratamientos control.
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Crecimiento de frutos
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Fig. 5.1. Esquema integrativo de los resultados. En la parte superior se encuentran los factores
que afectan la senescencia foliar (flechas negras hacia el proceso), y en la parte inferior, el
modelo que se desprende a partir de la presente tesis centrada en el papel de las citocininas.
Dentro del mismo los conjuntos en la columna izquierda indican la situacion de planta intacta, y
en la derecha la situacién de desgrane. En el modelo las flechas rojas indica efecto sobre, y las
flechas negras si dicho efecto es positivo (hacia arriba), negativo (hacia abajo) o neutro (signo

:)_
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5.4 Vista prospectiva

Se sabe que el rasgo SG influye en el funcionamiento del cultivo durante el
llenado de los frutos. Lisanti et al. (2013) han demostrado, tanto en condiciones de
sequia como en condiciones de riego, que un hibrido de girasol SG ha mantenido
mayores tasas de extraccion de agua durante mas tiempo después de la floracién que un
hibrido FDD, comportamiento que tiene efectos positivos sobre el rendimiento de grano
(Lisanti, comunicacion personal); de la Vega et al. (2011) han demostrado en girasol
que los hibridos SG acumulan mayor biomasa durante el llenado de los frutos; y Borrell
et al. (2001) encontraron en hibridos de sorgo que los de caracter SG siguen
acumulando nitrogeno en etapas avanzadas del llenado de frutos y que las hojas tienen
mayor nitrégeno foliar especifico. De acuerdo a los resultados de Lisanti et al. (2013) y
de Mangieri et al. (2017), la senescencia foliar post antesis en girasol es posterior al
inicio de la senescencia radical. Una potencial explicacion para esto podria ser que
cuando se inicia el llenado de los frutos hay una competencia entre destinos que produce
un cambio en la particién de los hidratos de carbono producidos a nivel de hoja y en la
utilizacion de aquellos acumulados durante la prefloracién en el tallo. Los destinos que
son prioritarios aumentan en el porcentaje de la particion y se disminuye la distribucion
hacia los otros 6rganos, entre los cuales se encuentra el sistema radical. Si bien no se
conoce con detalle la cadena causal del inicio de la senescencia radical, los trabajos de
Bingham (2012) y Bingham y Rees (2008) en raices de trébol aluden a que en la medida
que se reduce la llegada a las mismas de hidratos de carbono y disminuyen los niveles
de aquellos de reserva, se afectan los procesos de mantenimiento y se inicia el proceso
de senescencia radical. Es por ello que al producirse una competencia desigual entre
frutos y sistema radical, por los hidratos de carbono presentes, conlleva a que las raices
inicien antes su proceso de senescencia. Las raices son los centros de sintesis de
citocininas, las cuales se mueven por el fluido xileméatico hacia la parte aérea y se
acumulan en hojas en diferentes concentraciones de acuerdo a la posicion. Cuando las
concentraciones de citocininas en hojas se ubican por debajo de un determinado umbral
se inicia el proceso de senescencia foliar con la consecuente degradacion de estructura y
exportacion de elementos moviles (i.e nitrogeno) hacia los centros en activo
crecimiento. A estas diferencias en la particion de la materia seca debemos agregar que
los frutos son destinos activos de nitrégeno durante la etapa de llenado. El nitrégeno
puede provenir de la removilizacién de lo acumulado en prefloracion-floracion o bien
de lo absorbido durante el llenado de los frutos. Tanto en trigo (Gaju et al. 2014) como
en maiz (Peng Ning et al. 2013), en condiciones normales de contenido de nitrégeno en
el suelo, se ha demostrado que los materiales SG son maés eficientes en la absorcion de
nitrégeno durante el llenado de frutos que los materiales FDD. Esto reduce el porcentaje
de removilizacion desde otros drganos, determinando que el nitrégeno proveniente
desde las hojas que han iniciado su senescencia, mas el absorbido, satisfagan la
demanda de los frutos; mientras que en el caso de los FDD esto no ocurre,
determinando que se acelere el proceso de senescencia de la parte aérea. Frente a
situaciones de deficiencias de nitrogeno en el suelo se produce una aceleracion de la
senescencia en los dos materiales. Las diferencias observadas entre el FDD y el SG
podrian explicarse desde este punto de vista. Los materiales SG, por tener un mayor
IAF (indice de area foliar) durante el llenado de los frutos y a igualdad de condiciones,
producen mas materia seca y particionan mas carbohidratos hacia las raices. Esto retrasa
el inicio de la senescencia radical repercutiendo en un sistema radical mas robusto, con
mayor sintesis de citocininas, lo que conlleva alcanzar y mantener umbrales més altos a
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nivel de hojas y retrasar el inicio de la senescencia foliar. Ademas ese mayor sistema
radical permite una mayor absorcion de nitrdgeno que, conjuntamente con el
proveniente de la senescencia foliar, satisface la demanda de los frutos en condiciones
normales, sin alterar el inicio o la tasa de senescencia por una situacion de déficit
interno de nitrogeno.

Cuando se varia la relacion fuente destino de carbono a traves del desgrane, el
sistema radical se convierte en el destino prioritario de los hidratos de carbono
producidos y ello lleva a aumentar el crecimiento del mismo con aumentos
significativos en los niveles de citocininas que se mueven hacia la parte aérea, y que se
acumulan en las hojas. Esto retrasa el inicio de la senescencia foliar, pues se demora el
momento en el cual se alcanza el umbral por debajo del cual se inicia el proceso de
senescencia foliar. EI desplazamiento en el tiempo del inicio de la senescencia radical
tanto en el FDD como en el SG puede deberse a factores genéticos o genéticos
ambientales. Un efecto similar encontraron Chimenti el al. (2014) también variando la
relacién fuente destino pero en este caso a traves del agregado de sacarosa en genotipos
FDD sin variar el numero de frutos. EI aumento de los niveles de hidratos de carbono
disponible por planta no solo mejord el peso seco final de los frutos sino que también
aumento la cantidad de biomasa particionada hacia las raices. Esto provocé un aumento
del sistema radical cuyo efecto fue un retraso en el inicio de la senescencia foliar en
estas plantas en comparacion con aquellas en condiciones normales. Respecto a las
aplicaciones exdgenas de citocininas, se ha encontrado que retrasan la senescencia foliar
en hibridos FDD y SG, generando incrementos en el rendimiento en grano (Chimenti,
comunicacion personal).

Si bien lo descripto hasta aqui permite explicar con cierto detalle una asociacion
entre el sistema radical, la sintesis de citocininas, la removilizacion/absorcion de
nitrdgeno y el inicio de la senescencia, no significa que no existan otros factores que
integren este rompecabezas sobre la senescencia foliar durante la etapa de llenado de
frutos.

Se estd estudiando el control de la senescencia foliar a nivel molecular
identificando factores de transcripcion, biomarcadores y genes candidatos asociados al
proceso (Lopez Gialdi et al. 2016; Moschen et al. 2014, 2016a 2016b). Asimismo se
buscaron marcadores para identificar genotipos con senescencia de caracter SG (Lépez
Gialdi et al. 2016). En estos estudios se encontraron asociaciones entre patrones de
expresion a nivel foliar de dos factores de transcripcion y el patron de senescencia foliar
medidos 5 dias después de antesis en uno de los dos pares SG/FDD examinados. Estos
estudios no exploraron efectos ligados a la senescencia radical y el modelo experimental
utilizado tiene diferencias importantes con respecto a un cultivo comercial (e.g., uso de
lineas endocriadas, de muy bajo GLAI maximo [menores a 1.7], parcelas de un solo
surco, muestreo limitado a la hoja de posicion 10 en plantas con 19 a 29 hojas totales,
etc. etc.). En base a los resultados presentados a lo largo de esta tesis, se debe asumir
que al investigar sobre la senescencia foliar, no se puede dejar de lado lo que esta
sucediendo a nivel radical, por lo tanto es de suma importancia que futuros estudios se
enfoquen en analizar también lo que sucede con la expresion génica a este nivel.

Los resultados de esta tesis ubican a las citocininas como la sefial a partir de la
cual se inicia el proceso de senescencia foliar. Esto contrasta con la opinion de la
escuela que percibe al nitrdgeno como la sefial responsable del inicio de la senescencia
foliar (Sinclair y de Wit, 1976, soja; Sinclair y Horie, 1989, soja arroz y maiz; Van
Oosterom et al., 2010, sorgo). El hecho de que Van Oosterom et al. (2010) haya
encontrado que en sorgo los materiales SG siguen absorbiendo nitrogeno durante la
etapa de posfloracién, coincide con los resultados en materia de funcionalidad radical
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presentados en esta tesis. No obstante, establecen una cadena causal del proceso de
senescencia foliar diferente, indicando que la misma se desencadena por la mayor
demanda de nitrégeno por parte de los frutos, provocando una retraslocacion diferencial
hacia estos, y como consecuencia de ello senescen las hojas en primer lugar, y
finalmente las raices. Nuestros resultados demuestran que la cadena causal es diferente,
ya que establece que a partir de la particion diferencial de carbono en favor de los
frutos, las raices senescen en primer lugar, provocando una caida en la concentracion de
citocininas en el fluido xileméatico y a nivel de hoja, desencadenando finalmente el
inicio de la senescencia foliar. Seria importante, a futuro, explorar en forma paralela en
un modelo experimental similar al utilizado para esta tesis las dindmicas de la DLRV,
del IAFV, y de citocininas y nitrogeno a nivel foliar.

Nuestros resultados avanzan en la comprensién actual, tanto a nivel de cultivo
como de hoja, de los controles y las consecuencias del caracter SG durante el llenado de
los frutos, y aportan evidencia adicional de que valen la pena los esfuerzos de
mejoramiento que apuntan a aprovechar este rasgo para aumentar los rendimientos de
los cultivos. Esta tesis cumplié con el objetivo general, y por primera vez se logré
ubicar a las citocininas en el proceso de senescencia a nivel de planta entera. No
obstante creo que aun queda un camino por recorrer con el objetivo de dilucidar
cuestiones tales como:

o establecer la existencia de una sensibilidad diferencial, o no, a nivel foliar
de los receptores de citocininas entre hibridos con comportamiento
contrastante a la senescencia foliar;

establecer la existencia de una diferencia, o no, de los procesos de
degradacion de las citocininas a nivel foliar;

establecer la existencia de una posible relacion entre los umbrales de
citocininas y el incremento de los niveles de etileno en las hojas (Lim et
al., 2007);

e hallar las causas del incremento abrupto, no asociado con un cambio
proporcional en la DLRV, en la concentracion de trans-Zeatina en el
fluido xilematico en el periodo cercano a antesis.

documentar, en forma paralela y usando un modelo experimental similar
al aqui utilizado, las economias de citocininas y nitrégeno a nivel foliar
y de planta entera.

Estas cuestiones merecen ser atendidas en investigaciones futuras.
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Cuadro Al.1. Valores p resultantes del ANOVA realizado para evaluar el efecto de los factores
hibrido (H) y afio (A) y su interaccion sobre los pardmetros (ordenada al origen, pendiente de la
fase inicial, momento de cambio entre las fases y pendiente de la segunda fase) de las funciones
bi-lineales ajustadas a la dindmica de la densidad longitudinal de raices vivas (DLRV) vy el
indice de é&rea foliar verde (IAFV) (n=5). La interaccion H x A no se muestra debido a que no
fue significativa (p > 0.05) en ningdn caso (ns: no significativo p > 0.05).

Valor-p
H A
Ordenada al origen <0.0001 ns
DLRV Pendiente de la fase inicial ns ns
Momento de cambio entre las fases <0.0001 ns
Pendiente de la segunda fase ns ns
Ordenada al origen <0.0001 ns
IAEV Pendiente de la fase inicial ns ns
Momento de cambio entre las fases <0.0001 ns

Pendiente de la segunda fase ns ns
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Cuadro Al.2. Valores p resultantes del ANOVA realizado para evaluar el efecto de los factores
hibrido (H), posicion de la hoja (P), afio (A) y sus interacciones sobre los parametros (ordenada
al origen, pendiente de la fase inicial, momento de cambio entre las fases y pendiente de la
segunda fase) de las funciones bi-lineales ajustadas a la dindmica de la clorofila total, de la
fotosintesis neta, del rendimiento cuantico maximo del PSIlI (Fv/Fm) y de la trans-Zeatina
(n=5). Las interacciones H x A, P x Ay H x P x A no se muestran debido a que no fueron
significativas (p > 0.05) en ningun caso (ns: no significativo p > 0.05).

Valor-p
H P A HxP

Ordenada al origen ns ns ns ns
Clorofila Total Pendiente de la fase inicial ns ns ns ns

Momento de cambio entre las fases ~ <0.0001 <0.0001 ns <0.0001

Pendiente de la segunda fase 0.0321 <0.0001 ns <0.0001

Ordenada al origen ns ns ns ns

Pendiente de la fase inicial ns ns ns ns

Fotosintesis Neta
Momento de cambio entre las fases <0.0001 <0.0001 ns <0.0001

Pendiente de la segunda fase ns <0.0001 ns <0.0001
Ordenada al origen ns ns ns ns
Pendiente de la fase inicial ns ns ns ns
Fv/Fm
Momento de cambio entre las fases <0.0001 <0.0001 ns <0.0001
Pendiente de la segunda fase ns <0.0001 ns <0.0001
Ordenada al origen <0.0001 <0.0001 ns <0.0001
Pendiente de la fase inicial ns ns ns ns

trans- Zeatina
Momento de cambio entre las fases <0.0001 <0.0001 ns <0.0001

Pendiente de la segunda fase <0.0001 <0.0001 ns <0.0001
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Cuadro Al.3. Contraste entre afios para las funciones ajustadas a la dinamica de la densidad
longitudinal de raices vivas (DLRV) (a), del indice de area foliar verde (IAFV) (b), y de los
indicadores de funcionalidad foliar: concentracion de clorofila total (c), fotosintesis neta (d),
rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm) (e) y concentracion de trans-Zeatina (f), para las
posiciones foliares 17, 20, 22, 24 y 27 en un hibrido fast dry down (FDD) y otro stay green
(SG). Se muestran los valores de los cuatro parametros de las funciones bi-lineales (ordenada al
origen, pendiente de la fase inicial, momento de cambio entre las fases y pendiente de la
segunda fase), ajustadas a cada relacion variable/Momento en los dos afios (n = 5). Letras
minusculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre afios, y letras
mayusculas diferentes indican diferencias significativas (p < 0.05) entre hibridos en cada
posicion foliar. Las mediciones se tomaron desde el principio de antesis, hasta algunos dias
después de la madurez fisiologica. DDIA significa "dias desde el inicio de antesis", y “TT
(°Cdia, Tb=4°C)” Tiempo térmico desde que la maxima expansion de las hojas fue alcanzada en
cada posicion.

a) DLRV Ordenada al Pendiente de la fase Momento de cambio  Pendiente de la 2°

origen cm.cm™

inicial cm.cm®.dia®  entre las fases (DDIA) fase cm.cm™®.dia™

2

FDD (Afo 1) 0,34 a B 4,46E-03 a A B -0,074 a A 0.91
FDD (Afo 2) 0,32 a B 3,95E-03 a A 7 a B -0,055 a A 0.86
SG (Afio 1) 042 a A 4,69E-03 a A 12 a A -0,073 a A 0.92
SG (Afio 2) 0,39 a A 4,21E-03 a A 10 a A -0,066 a A 0.88
b) IAFV Ordenada al Pendiente de la Momento de cambio  Pendiente de la 2° R?
origen IAFV fase inicial IAFV.dia™  entre las fases (DDIA) fase IAFV.dia™
FDD (Afo 1) 535 a B -4,41E-12 a A 12 a B -0,1095 a A 0.98
FDD (Afo 2) 528 a B -4,45E-11 a A 16 a B -0,1059 a A 0.97
SG (Ao 1) 589 a A 4,19E-11 a A 18 a A -0,0935 a A 0.99
SG (Afo 2) 572 a A 6,02E-11 a A 22 a A -0,0988 a A 0.99
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Momento de cambio

c) Clorofila Total Ordenada Pendiente de la entre las fases Pendiente de la 2° fase R?
al origen fase inicial TT (°Cdia) desde mg.g'l.pesofresco.°Cdia'1
mg.g 'pesofresco mg.g.pesofresco.°Cdia’  maxima expansion
FDD H 17 (Afio 1) 267 a A 1,24E-12 a A 449 a B -0,0038 a A 094
FDD H 17 (Afio 2) 267 a A 1,35E-12 a A 468 a B -0,0039 a A 0.95
FDD H 20 (Afio 1) 269 a A -1,61E-04 a A 465 a B -0,0032 a A 0.97
FDD H 20 (Afio 2) 265 a A -1, 74E-04 a A 475 a B -0,0033 a A 0.93
FDD H 22 (Afio 1) 266 a A -2,24E-05 a A 508 a B -0,0058 a B 0.99
FDD H 22 (Afio 2) 268 a A -2,39E-05 a A 525 a B -0,0063 a B 0.98
FDD H 24 (Afio 1) 267 a A -4,62E-05 a A 464 a B -0,0086 a B 0.99
FDD H 24 (Afio 2) 266 a A -4,76E-05 a A 493 a B -0,0089 a B 0.98
FDD H 27 (Afio 1) 269 a A 5,96E-11 a A 507 a B -0,0041 a A 0.98
FDD H 27 (Afio 2) 272 a A 6,43E-11 a A 528 a B -0,0043 a A 0.98
SG H 17 (Afo 1) 268 a A -1,74E-13 a A 500 a A -0,0055 a B 0.99
SG H 17 (Afo 2) 268 a A -191E-13 a A 521 a A -0,0058 a B 0.96
SG H 20 (Afo 1) 266 a A -6,19E-06 a A 660 a A -0,0054 a B 0.99
SG H 20 (Afo 2) 267 a A -6,68E-06 a A 694 a A -0,0059 a B 0.95
SG H 22 (Ao 1) 2,70 a A 1,02E-04 a A 561 a A -0,0041 a A 0.97
SG H 22 (Afo 2) 2,72 a A 1,05E-04 a A 506 a A -0,0044 a A 0.99
SG H 24 (Afo 1) 2,72 a A 5,62E-08 a A 567 a A -0,0075 a A 0.99
SG H 24 (Afo 2) 2,73 a A 5,68E-08 a A 586 a A -0,0081 a A 0.97
SG H 27 (Afo 1) 2,72 a A -9,54E-06 a A 670 a A -0,0040 a A 0.97
SG H 27 (Afo 2) 267 a A -1,02E-05 a A 698 a A -0,0041 a A 0.97
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Cuadro Al.3.
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Momento de cambio Pendiente de la 20

d) Fotosintesis Neta Ordenada Pendiente de la entre las fases fase

2
al origen fase inicial TT (°Cdia) desde  pmoles.m?s™°cdia® R
pmoles.m?.s?  umoles.m®s™.°Cdia’ méaxima expansion
FDD H 17 (Afio 1) 37 a A -7,02E-14 a A 462 a B -0,1767 a A 0.94
FDD H 17 (Afio 2) 37 a A -7,64E-14 a A 482 a B -0,1843 a A 0.96
FDD H 20 (Afio 1) 37 a A -498E-03 a A 458 a B -0,1562 a A 0.97
FDD H 20 (Afio 2) 37 a A -5,23E-03 a A 478 a B -0,1598 a A 0.97
FDD H 22 (Afio 1) 36 a A -3,68E-04 a A 512 a B -0,2241 a A 0.96
FDD H 22 (Afio 2) 37 a A -3,78E-04 a A 530 a B -0,2449 a A 0.98
FDD H 24 (Afio 1) 36 a A -2,66E-03 a A 507 a B -0,5289 a B 0.99
FDD H 24 (Afio 2) 37 a A -2,87E-03 a A 538 a B -0,5470 a B 0.99
FDD H 27 (Afio 1) 36 a A 438E-04 a A 524 a B -0,1337 a A 0.98
FDD H 27 (Afio 2) 37 a A 4,82E-04 a A 556 a B -0,1461 a A 0.99
SG H 17 (Afio 1) 38 a A -2,94E-03 a A 515 a A -0,2502 a B 0.99
SG H 17 (Afo 2) 37 a A -3,23E-03 a A 536 a A -0,2619 a B 0.98
SG H 20 (Ao 1) 37 a A 1,33E-04 a A 676 a A -0,2508 a B 0.99
SG H 20 (Afio 2) 37 a A 1,34E-04 a A 711 a A -0,2742 a B 0.99
SG H 22 (Afio 1) 37 a A -3,53E-05 a A 609 a A -0,1907 a A 0.96
SG H 22 (Afio 2) 37 a A -3,67E-05 a A 647 a A -0,2029 a A 092
SG H 24 (Ao 1) 37 a A -1,17E-03 a A 593 a A -0,3457 a A 0.99
SG H 24 (Afio 2) 37 a A -1,28E-03 a A 613 a A -0,3730 a A 0.96
SG H 27 (Afio 1) 37 a A -1,39E-03 a A 672 a A -0,2235 a B 0.98

SG H 27 (Afio 2) 37 a A -1,51E-03 a A 714 a A -0,2444 a B 0.96
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Momento de cambio

e) Fv/Fm Ordenada Pendiente de la entre las fases  pendiente de la 2° fase R?
1 opmngia-l
al origen fase inicial TT (°Cdia) desde Fv Fm™.°Cdia
Fv Fm™ Fv Fm™.°Cdia™ maxima expansion
FDD H 17 (Afio 1) 0,85 a A -1,68E-11 a A 472 a B -0,0010 a A 0.96
FDD H 17 (Afo 2) 0,85 a A -1,69E-11 a A 490 a B -0,0011 a A 0.98
FDD H 20 (Afo 1) 0,85 a A -5,52E-05 a A 506 a B -0,0012 a A 0.93
FDD H 20 (Afio 2) 0,85 a A -5,74E-05 a A 518 a B -0,0013 a A 094
FDD H 22 (Afio 1) 0,84 a A -1,52E-05 a A 551 a B -0,0026 a B 0.99
FDD H 22 (Afio 2) 0,85 a A -1,61E-05 a A 570 a B -0,0028 a B 0.97
FDD H 24 (Afio 1) 0,85 a A -3,46E-05 a A 518 a B -0,0044 a B 0.99
FDD H 24 (Afio 2) 0,85 a A -3,50E-05 a A 550 a B -0,0045 a B 0.96
FDD H 27 (Afio 1) 0,84 a A 1,25E-05 a A 551 a B -0,0016 a A 0.92
FDD H 27 (Afio 2) 0,85 a A 1,33E-05 a A 574 a B -0,0016 a A 0.96
SG H 17 (Ao 1) 0,85 a A 4,19E-12 a A 520 a A -0,0011 a A 0.92
SG H 17 (Afo 2) 0,85 a A 461E-12 a A 542 a A -0,0011 a A 0.95
SG H 20 (Afo 1) 0,85 a A -4,41E-06 a A 702 a A -0,0019 a A 0.97
SG H 20 (Afo 2) 0,85 a A -4,79E-06 a A 739 a A -0,0021 a A 0.93
SG H 22 (Ao 1) 0,85 a A -7,37E-06 a A 633 a A -0,0014 a A 0.96
SG H 22 (Afo 2) 0,85 a A -7,81E-06 a A 672 a A -0,0015 a A 0.90
SG H 24 (Afo 1) 0,84 a A -8,97E-07 a A 612 a A -0,0024 a A 0.99
SG H 24 (Ao 2) 0,85 a A -9,67E-07 a A 633 a A -0,0026 a A 0.96
SG H 27 (Afo 1) 0,85 a A -1,68E-05 a A 675 a A -0,0022 a A 0.99
SG H 27 (Afo 2) 0,85 a A -1,80E-05 a A 703 a A -0,0023 a A 0.96



118

Cuadro Al.3.
(Continuacion)

) Momento de cambio
f) trans-Zeatina

Ordenada Pendiente de la entre las fases Pendiente de la 2° fase ,
-1 o -1
al origen fase inicial TT (°Cdia) desde ~ Mg.g pesofresco.°Cdia

mg.g 'pesofresco mg.g ' pesofresco.°Cdia®  maxima expansion

FDD H 17 (Afio 1) 274 a B 1,70E-12 a A 451 a B -3,4110 a A 0.98
FDD H 17 (Afio 2) 313 a B 1,78E-12 a A 466 a B -3,5571 a A 0.98
FDD H 20 (Afio 1) 232 a B -7,63E-12 a A 460 a B -1,4590 a A 0.95
FDD H 20 (Afio 2) 227 a B -7,93E-12 a A 470 a B -1,4923 a A 0.96
FDD H 22 (Afio 1) 167 a B 2,81E-10 a A 499 a B -0,4374 a A 091
FDD H 22 (Afio 2) 208 a B 3,08E-10 a A 509 a B -0,4780 a A 0.95
FDD H 24 (Afio 1) 101 a B -8,24E-12 a A 464 a B -0,5862 a A 0.99
FDD H 24 (Afio 2) 125 a B -8,56E-12 a A 493 a B -0,6063 a A 0.97
FDD H 27 (Afio 1) 93 a B 8,67E-14 a A 491 a B -0,2962 a A 0.96
FDD H 27 (Afio 2) 86 a B 9,42E-14 a A 517 a B -0,3152 a A 0.98
SG H 17 (Afio 1) 642 a A -2,08E-10 a A 522 a A -5,9200 a B 0.96
SG H 17 (Afio 2) 603 a A -2,27E-10 a A 544 a A -6,1961 a B 0.94
SG H 20 (Afio 1) 705 a A -8,46E-10 a A 653 a A -49330 a B 0.92
SG H 20 (Afio 2) 664 a A -8,96E-10 a A 687 a A -5,3940 a B 0.97
SG H 22 (Afio 1) 694 a A 1,04E-06 a A 577 a A -3,3810 a B 0.92
SG H 22 (Afio 2) 692 a A 1,09E-06 a A 672 a A -3,5980 a B 0.89
SG H 24 (Afio 1) 806 a A -4,93E-09 a A 547 a A -5,1860 a B 0.96
SG H 24 (Afo 2) 833 a A -5,41E-09 a A 566 a A -55954 a B 0.98
SG H 27 (Afio 1) 869 a A 6,58E-10 a A 660 a A -4,8570 a B 0.98

SG H 27 (Afio 2) 844 a A 6,90E-10 a A 688 a A -5,0236 a B 0.96
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Cuadro Al.4. Valores p resultantes del ANOVA realizado para evaluar el efecto de los factores
hibrido (H), estadio fenolégico de medicion (S), posicién de la hoja (P), afio (A) y sus
interacciones sobre la radiacion fotosintéticamente activa (PAR) y la relacion rojo/rojo lejano.
Las interaccionesH XS, HX A, SXA,PXA HXxSXxP,HXSXxA HXxPxA SxPxA HXxS
X P x A no se muestran debido a que no fueron significativas (p > 0.05) en ningun caso (ns: no
significativo, p > 0.05).

Valor-p
H S P A HxP SxP
Radiacion PAR <0.0001 ns <0.0001 ns <0.0001 ns

Relacion rojo/rojo lejano  <0.0001 ns <0.0001 ns <0.0001 ns
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Fig. A.1.1. Dindmica de la temperatura media diaria (A) y de la radiacion
fotosintéticamente activa (PAR, B), en funcidn de los dias desde la siembra para los afios
1 y 2 de experimentacion. Las flechas (Afio 1) y las lineas (Afio 2) proximas al eje “x”
indican los momentos de R5.1 (continuas) y de R9 (discontinuas), para los hibridos fast
dry down (negras) y stay green (grises).
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Cuadro A2.1. Valores p resultantes del ANOVA realizado para evaluar el efectos de los
factores hibrido (H), estadio fenolégico de medicion (S), afio (A) y sus interacciones sobre la
cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico recogidas en el periodo de observacion.
Las interacciones H x A, Sx A, H x S X A no se muestran debido a que no fueron significativas
(p > 0.05) en ningun caso (ns: no significativo, p > 0.05).

Valor-p
H S A H xS
Citocininas totales (ng.minuto'l) <0.0001 <0.0001 ns <0.0001
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Fig. A.2.1. Dinamica de la concentracion de trans-Zeatina en la hoja 17 en funcion del tiempo
térmico (Tb 4°C) desde la maxima expansion de la hoja, y en respuesta a aplicaciones exdgenas
de 8 ppm de soluciones de BAP y de trans-Zeatina en los hibridos fast dry down (A) y stay
green (B). La flecha continua cercana a la curva indica el momento de inicio de la caida de la
concentracion de clorofila total del tratamiento control. Las flechas discontinuas cercanas a la
curva indican los momentos de aplicacion. Las flechas pequefias cercanas al eje "x" indican el
momento de ocurrencia del estadio R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las barras verticales en
cada simbolo indican +/- 1 E. S. (n = 5). Datos correspondientes al Afio 2.
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Fig. A.2.2. Dindmica de la concentracién de clorofila total (A, B), de la fotosintesis neta (Pn) (C,
D) y del rendimiento cuantico maximo de PSII (Fv/Fm) (E, F) en la hoja 17, en funcion del tiempo
térmico (Tb 4°C) desde la méxima expansion de la hoja, y en respuesta a aplicaciones exdgenas de
8 ppm de soluciones de BAP y de trans-Zeatina, en los hibridos fast dry down (A, C, E) y stay
green (B, D, F). La flecha continua cercana a la curva indica el momento de inicio de la caida de la
concentracion de clorofila total del tratamiento control. Las flechas discontinuas cercanas a la curva
indican los momentos de aplicacion. Las flechas pequefias cercanas al eje "x" indican el momento
de ocurrencia del estadio R5.1 (discontinua) y R9 (continua). Las barras verticales en cada simbolo
indican +/- 1 E. S. (n = 5). Datos correspondientes al Afio 2.
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Apeéndice 1

Cuadro A3.1. Valores p resultantes del ANOVA realizado para evaluar el efecto de los factores
hibrido (H), tratamiento desgranado (T) y afio (A) y sus interacciones sobre los pardmetros
(ordenada al origen, pendiente de la fase inicial, momento de cambio entre las fases y pendiente
de la segunda fase) de las funciones bi-lineales ajustadas a la dinamica de la densidad
longitudinal de raices vivas (DLRV) y el indice de area foliar verde (IAFV) (n = 5). Las
interacciones H X A, T X A, H X T x A no se muestran debido a que no fueron significativas (p
>0.05) en ningln caso (ns: no significativo, p > 0.05).

Valor-p
H T A HxT

Ordenada al origen <0.0001 <0.0001 ns <0.0001

Pendiente de la fase inicial ns 0.0037 ns ns
DLRV Momento de cambio entre las

fases 0.0010 <0.0001 ns 0.0145

Pendiente de la segunda fase ns ns ns ns

Ordenada al origen <0.0001 ns ns ns

Pendiente de la fase inicial ns ns ns ns
IAFV Momento de cambio entre las

fases <0.0001 <0.0001 ns <0.0001

Pendiente de la segunda fase ns ns ns ns

Cuadro A3.2. Valores p resultantes del ANOVA realizado para evaluar el efecto de los factores
hibrido (H), tratamiento desgranado (T), estadio fenoldgico de medicion (S), afio (A) y sus
interacciones sobre la cantidad de citocininas totales en el fluido xilematico recogidas en el
periodo de observacién. Las interacciones H X A, TX A, SXA, HXTXA HXS XA, TxSX
A, HXx T xS x A no se muestran debido a que no fueron significativas (p > 0.05) en ningin caso
(ns: no significativo, p > 0.05).

Valor-p

H T S A HXxT HxS TxS HxTxS

Citocininas totales ng.minuto'l <0.0001 <0.0001 <0.0001 ns <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
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Cuadro A3.3. Valores p resultantes del ANOVA realizado para evaluar el efecto de los factores hibrido (H), tratamiento desgranado (T), posicion de la hoja
(P), afio (A) y sus interacciones sobre los parametros (ordenada al origen, pendiente de la fase inicial, momento de cambio entre las fases y pendiente de la
segunda fase) de las funciones bi-lineales ajustadas a la dinamica de la clorofila total, la fotosintesis neta, rendimiento cuantico méaximo del PSII (Fv/Fm) y la
trans-Zeatina (n=5). Las interacciones H X A, TX AP XA HXTXA HxP XA, TxPx A, HxTxP x A no se muestran debido a que no fueron
significativas (p > 0.05) en ningun caso (ns: no significativo, p > 0.05).

Valor-p
H T P A HxT HxP TxP HxTxP
Ordenada al origen ns ns ns ns ns ns ns ns
Pendiente de la fase inicial ns ns ns ns ns ns ns ns
Clorofila Total Homento de cambio entre las <0.0001 <0.0001 <0.0001 ns  0.0139 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Pendiente de la segunda fase 0.0001 0.0096 <0.0001 ns 0.0139 0.0009 <0.0001 0.0220
Ordenada al origen ns ns ns ns ns ns ns ns
Pendiente de la fase inicial ns ns ns ns ns ns ns ns
Fotosintesis Neta ggg‘se”to de cambio entre las <0.0001 <0.0001 <0.0001 ns ns 0.0084 <0.0001 0.0070
Pendiente de la segunda fase 0.0021 0.0018 <0.0001 ns 0.0073 0.0309 <0.0001 0.0058
Ordenada al origen ns ns ns ns ns ns ns ns
Pendiente de la fase inicial ns ns ns ns ns ns ns ns
Fv/Fm Momento de cambio entre las <0.0001 <0.0001 <0.0001 ns ns 0.0003 <0.0001 <0.0001
Pendiente de la segunda fase ns 0.0002 <0.0001 ns ns <0.0001 <0.0001 0.0097
Ordenada al origen <0.0001 <0.0001 <0.0001 ns <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Pendiente de la fase inicial ns ns ns ns ns ns ns ns
rans-zeatina f'\g‘s);“se”to de cambio entre las <0.0001 <0.0001 <0.0001 ns  <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
Pendiente de la segunda fase <0.0001 <0.0001 <0.0001 ns <0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
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Cuadro A3.4. Contraste entre afios para las funciones ajustadas a la dinamica de la densidad
longitudinal de raices vivas (DLRV) (a), del indice de area foliar verde (IAFV) (b), y de los
indicadores de funcionalidad foliar: concentracion de clorofila total (c), fotosintesis neta (d),
rendimiento cuantico maximo del PSII (Fv/Fm) (e) y concentracién de trans-Zeatina (f), para las
posiciones foliares 17, 20, 22, 24 y 27, los tratamientos control (C) y desgranado (-F), en un
hibrido fast dry down (FDD) y otro stay green (SG). Se muestran los valores de los cuatro
pardmetros de las funciones bi-lineales (ordenada al origen, pendiente de la fase inicial,
momento de cambio entre las fases y la pendiente de la segunda fase), ajustadas a cada relacion
variable/momento en los dos afios (n = 5). Letras minusculas diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre afios, y letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas (p < 0.05) entre tratamientos C y —F para cada combinacion hibrido por posicién
de la hoja. Las mediciones se tomaron desde el principio de antesis, hasta algunos dias después
de la madurez fisioldgica. DDIA significa "dias desde el inicio de antesis", y “TT (°Cdia,
Tb=4°C)” Tiempo térmico desde que la maxima expansion de las hojas fue alcanzada en cada
posicion.

a) DLRV Ordenada al Pendiente de la fase Momento de cambio  Pendiente de la 2° R?
origen cm.cm™®  inicial cm.cm®.dia®  entre las fases (DDIA) fase cm.cm™®.dia™

FDD C (Afio 1) 0,34 a B 4,46E-03 a B 5 B -0,0740 a A 091
FDD C (Afio 2) 0,32 a B 3,95E-03 a B 7 a B -0,0550 A 0.86
FDD -F (Afio 1) 0,40 a A 1,73E-02 a A 19 a A -0,0760 A 0.96
FDD -F (Afio 2) 0,39 a A 2,58E-02 a A 19 a A -0,0690 a A 0.99
SG C (Ao 1) 042 a B 4,69E-03 a B 12 a B -0,0730 A 0.92
SG C (Afo 2) 0,39 a B 4,21E-03 a B 10 a B -0,0660 A 0.88
SG -F (Afio 1) 0,47 a A 1,88E-02 a A 24 a A -0,0774 A 0.96
SG -F (Afio 2) 0,46 a A 1,98E-02 a A 25 a A -0,0640 a A 097

b) IAFV Ordenada al Pendiente de la Momento de cambio  Pendiente de la 2° R?

origen IAFV fase inicial IAFV.dia™  entre las fases (DDIA) fase IAFV.dia™

FDD C (Afio 1) 535 a A -4,41E-12 a A 12 a B -0,1095 a A 098
FDD C (Afio 2) 528 a A -4,45E-11 a A 16 a B -0,1059 A 0.97
FDD -F (Afio 1) 554 a A -3,62E-13 a A 39 a A -0,1170 a A 0.98
FDD -F (Afio 2) 545 a A -9,37E-12 a A 41 a A -0,1140 a A 099
SG C (Afio 1) 589 a A 4,19E-11 a A 18 a B -0,0935 a A 0.99
SG C (Afio 2) 572 a A 6,02E-11 a A 22 a B -0,0988 a A 0.99
SG -F (Afio 1) 6,02 a A -1,19E-13 a A 44 a A -0,1071 A 0.99
SG -F (Afio 2) 596 a A -5,65E-13 a A 46 a A -0,0999 a A 0.99
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(Continuacion)
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Momento de cambio

c) Clorofila Total Ordenada Pendiente de la entre las fases Pendiente de la 2° fase )
al origen fase inicial TT (°Cdia) desde mg.g'l.pesofresco.°Cdia'1 R
mg.g -1 ol Ay i
Loesofresco mg.g~.pesofresco.°Cdia maxima expansion
FDD C H 17 (Afio 1) 267 a A 1,24E-12 A 449 B -0,0038 A 094
FDD C H 17 (Afo 2) 2,67 a A 1,35E-12 A 468 B -0,0039 a A 0.95
FDD -F H 17 (Afio 1) 2,67 a A -1,31E-11 A 1062 A -0,0030 A 0.98
FDD -F H 17 (Afio 2) 265 a A -1,41E-11 A 1085 A -0,0031 A 0.95
FDD C H 20 (Afio 1) 269 a A -1,61E-04 A 465 B -0,0032 A 097
FDD C H 20 (Afio 2) 265 a A -1,74E-04 A 475 B -0,0033 a A 093
FDD -F H 20 (Afio 1) 2,70 a A 5,66E-05 A 1029 A -0,0035 A 0.97
FDD -F H 20 (Afio 2) 267 a A 6,17E-05 A 1062 A -0,0037 A 094
FDD C H 22 (Afio 1) 266 a A -2,24E-05 A 508 B -0,0058 B 0.99
FDD C H 22 (Afio 2) 268 a A -2,39E-05 A 525 B -0,0063 a B 0098
FDD -F H 22 (Afio 1) 268 a A 4,52E-05 A 1099 A -0,0038 a A 0.98
FDD -F H 22 (Afio 2) 2,67 a A 4,66E-05 A 1117 A -0,0040 A 094
FDD C H 24 (Afio 1) 2,67 a A -4,62E-05 A 464 B -0,0086 B 0.99
FDD C H 24 (Afio 2) 266 a A -4,76E-05 A 493 B -0,0089 a B 0.98
FDD -F H 24 (Afio 1) 269 a A -8,67E-06 A 1005 A -0,0060 a A 0.99
FDD -F H 24 (Afio 2) 261 a A -9,27E-06 A 1037 A -0,0066 A 097
FDD C H 27 (Afo 1) 269 a A 5,96E-11 A 507 B -0,0041 A 098
FDD C H 27 (Afio 2) 2,72 a A 6,43E-11 A 528 B -0,0043 a A 0.98
FDD -F H 27 (Afio 1) 263 a A 1,78E-04 A 1030 A -0,0048 a A 091
FDD -F H 27 (Afio 2) 2,75 a A 1,83E-04 A 1047 A -0,0049 A 094
SG CH 17 (Afio 1) 268 a A -1,74E-13 A 500 B -0,0055 A 099
SG C H 17 (Afio 2) 268 a A -1,91E-13 A 521 B -0,0058 a A 0.96
SG -F H 17 (Afio 1) 269 a A -9,32E-06 A 1091 A -0,0056 a A 0098
SG -F H 17 (Afo 2) 268 a A -1,01E-05 A 1113 A -0,0061 A 095
SG CH 20 (Afio 1) 266 a A -6,19E-06 A 660 B -0,0054 A 099
SG C H 20 (Afio 2) 267 a A -6,68E-06 A 694 B -0,0059 a A 09



Cuadro A3.4.
(Continuacion)

SG -F H 20 (Afio 1)
SG -F H 20 (Afio 2)

SG C H 22 (Afio 1)
SG C H 22 (Afio 2)

SG -F H 22 (Afio 1)
SG -F H 22 (Afio 2)

SG C H 24 (Afio 1)
SG C H 24 (Afio 2)

SG -F H 24 (Afio 1)
SG -F H 24 (Afio 2)

SG C H 27 (Afio 1)
SG C H 27 (Afio 2)

SG -F H 27 (Afio 1)
SG -F H 27 (Afio 2)

2,75 a
2,68 a

2,70 a
2,72 a

2,72 a
2,69 a

2,72 a
2,73 a

2,70 a
2,63 a

2,72 a
2,67 a

2,72 a
2,64 a

-2,68E-05
-2,95E-05

1,02E-04
1,05E-04

1,06E-11
1,07E-11

5,62E-08
5,68E-08

-2,17E-05
-2,24E-05

-9,54E-06
-1,02E-05

1,05E-04
1,06E-04

>

1131
1147

561
596

1056
1070

567
586

1065
1088

670
698

1032
1046

-0,0082
-0,0085

-0,0041
-0,0044

-0,0069
-0,0074

-0,0075
-0,0081

-0,0091
-0,0096

-0,0040
-0,0041

-0,0038
-0,0041
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>

0.98
0.99

0.97
0.99

0.97
0.96

0.99
0.97

0.87
0.94

0.97
0.97

0.94
0.96
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Cuadro A3.4.
(Continuacion)

Momento de cambio Pendiente de la 2°

d) Fotosintesis Neta Ordenada Pendiente de la entre las fases fase R?
al origen fase inicial TT (°Cdia) desde ~ pmoles.m™®s™.°Cdia™
pmoles.m?.s?  umoles.m®s™.°Cdia’ méaxima expansion
FDD C H 17 (Afo 1) 37 a A -7,02E-14 a A 462 a B -0,1767 a A 094
FDD C H 17 (Afio 2) 37 a A -7,64E-14 a A 482 a B -0,1843 a A 0.96
FDD -F H 17 (Afio 1) 38 a A -1,50E-03 a A 1072 A -0,1605 a A 098
FDD -F H 17 (Afio 2) 37 a A -1,54E-03 a A 1095 a A -0,1754 a A 097
FDD C H 20 (Afio 1) 37 a A -4,98E-03 a A 458 a B -0,1562 a A 097
FDD C H 20 (Afio 2) 37 a A -5,23E-03 a A 478 a B -0,1598 a A 097
FDD -F H 20 (Afio 1) 37 a A -4,67E-04 a A 1033 a A -0,1370 a A 098
FDD -F H 20 (Afio 2) 36 a A -5,04E-04 a A 1044 a A -0,1417 a A 093
FDD C H 22 (Afio 1) 36 a A -3,68E-04 a A 512 a B -0,2241 a A 096
FDD C H 22 (Afio 2) 37 a A -3,78E-04 a A 530 a B -0,2449 a A 098
FDD -F H 22 (Afio 1) 37 a A 1,90E-04 a A 1104 a A -0,2206 a A 099
FDD -F H 22 (Afio 2) 37 a A 2,07E-04 a A 1131 a A -0,2301 a A 098
FDD C H 24 (Afio 1) 36 a A -2,66E-03 a A 507 a B -0,5289 a B 0.99
FDD C H 24 (Afio 2) 37 a A -2,87E-03 a A 538 a B -0,5470 a B 099
FDD -F H 24 (Afio 1) 36 a A -1,88E-04 a A 1021 a A -0,2045 a A 099
FDD -F H 24 (Afio 2) 37 a A -1,97E-04 a A 1044 a A -0,2092 a A 097
FDD C H 27 (Afio 1) 36 a A 4,38E-04 a A 524 a B -0,1337 a A 098
FDD C H 27 (Afio 2) 37 a A 4,82E-04 a A 556 a B -0,1461 a A 0.99
FDD -F H 27 (Ao 1) 37 a A -2,58E-04 a A 1039 a A -0,3068 a B 0.98
FDD -F H 27 (Afio 2) 37 a A -2,78E-04 a A 1050 a A -0,3173 a B 094
SG C H 17 (Afo 1) 38 a A -2,94E-03 a A 515 a B -0,2502 a B 0.99
SG C H 17 (Afio 2) 37 a A -3,23E-03 a A 536 a B -0,2619 a B 0.98
SG -F H 17 (Ao 1) 37 a A -1,52E-03 a A 1108 a A -0,1618 a A 095
SG -F H 17 (Afio 2) 37 a A -1,58E-03 a A 1142 a A -0,1722 a A 098
SG C H 20 (Ao 1) 37 a A 1,33E-04 a A 676 a B -0,2508 a A 0.99

SG C H 20 (Afio 2) 37 a A 1,34E-04 a A 711 a B -0,2742 a A 099



Cuadro A3.4.
(Continuacion)

SG -F H 20 (Afio 1)
SG -F H 20 (Afio 2)

SG C H 22 (Afio 1)
SG C H 22 (Afio 2)

SG -F H 22 (Afio 1)
SG -F H 22 (Afio 2)

SG C H 24 (Afio 1)
SG C H 24 (Afio 2)

SG -F H 24 (Afio 1)
SG -F H 24 (Afio 2)

SG C H 27 (Afio 1)
SG C H 27 (Afio 2)

SG -F H 27 (Afio 1)
SG -F H 27 (Afio 2)

37 a
38 a

37 a
37 a

37 a
37 a

37 a
37 a

38 a
37 a

37 a
37 a

37 a
37 a

>

>

-1,32E-03
-1,44E-03

-3,53E-05
-3,67E-05

-1,53E-03
-1,68E-03

-1,17E-03
-1,28E-03

-2,64E-03
-2,68E-03

-1,39E-03
-1,51E-03

-1,78E-03
-1,93E-03

1147
1182

609
647

1102
1129

593
613

1089
1103

672
714

1058
1090

-0,4029
-0,4347

-0,1907
-0,2029

-0,4068
-0,4258

-0,3457
-0,373

-0,5361
-0,5594

-0,2235
-0,2444

-0,1646
-0,1776
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0.98
0.99

0.96
0.92

0.98
0.94

0.99
0.96

0.96
0.99

0.98
0.96

0.95
0.99
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Cuadro A3.4.
(Continuacion)

Momento de cambio

e) Fv/Fm Ordenada Pendiente de la entre las fases  pendiente de la 2° fase

gl R?
al origen fase inicial TT (°Cdia) desde FvFm™.°Cdia™*
Fv Fm™ Fv Fm™.°Cdia™ maxima expansion
FDD C H 17 (Afio 1) 0,85 a A -168€E-11 a A 472 a B -0,0010 a A 0.9
FDD C H 17 (Afio 2) 0,85 a A -169E-11 a A 490 a B -0,0011 a A 0.98
FDD -F H 17 (Afio 1) 0,85 a A -7,05E-06 a A 1086 a A -0,0010 a A 0.97
FDD -F H 17 (Afio 2) 0,85 a A -7,13E-06 a A 1110 a A -0,0010 a A 0.99
FDD C H 20 (Afio 1) 0,85 a A -5,62E-05 a A 506 a B -0,0012 a A 093
FDD C H 20 (Afio 2) 0,85 a A -5,74E-05 a A 518 a B -0,0013 a A 09
FDD -F H 20 (Afio 1) 0,85 a A -6,76E-06 a A 1066 a A -0,0014 a A 0091
FDD -F H 20 (Afio 2) 0,85 a A -7,16E-06 a A 1091 a A -0,0015 a A 0.98
FDD C H 22 (Afio 1) 0,84 a A -1,52E-05 a A 551 a B -0,0026 a B 0.99
FDD C H 22 (Afio 2) 0,85 a A -161E-05 a A 570 a B -0,0028 a B 0.97
FDD -F H 22 (Afio 1) 0,85 a A -4,79E-06 a A 1134 a A -0,0017 a A 0.97
FDD -F H 22 (Afio 2) 0,85 a A -498E-06 a A 1159 a A -0,0018 a A 099
FDD C H 24 (Afio 1) 0,85 a A -3,46E-05 a A 518 a B -0,0044 a B 0.99
FDD C H 24 (Afo 2) 0,85 a A -3,60E-05 a A 550 a B -0,0045 a B 0.9
FDD -F H 24 (Afio 1) 0,85 a A -7,47E-06 a A 1044 a A -0,0026 a A 0.97
FDD -F H 24 (Afio 2) 0,85 a A -799E-06 a A 1069 a A -0,0027 a A 0.98
FDD C H 27 (Afio 1) 0,84 a A 1,25E-05 a A 551 a B -0,0016 a A 0.92
FDD C H 27 (Afio 2) 0,856 a A 1,33E-05 a A 574 a B -0,0016 a A 0.9
FDD -F H 27 (Afio 1) 0,85 a A -2,39E-05 a A 1076 a A -0,0031 a A 0.95
FDD -F H 27 (Afio 2) 0,85 a A -242E-05 a A 1100 a A -0,0032 a A 099
SG CH17 (Afio 1) 0,85 a A 4,19E-12 a A 520 a B -0,0011 a A 0.92
SG C H 17 (Afio 2) 0,85 a A 4,61E-12 a A 542 a B -0,0011 a A 0.95
SG -F H 17 (Afo 1) 0,85 a A -4,83E-06 a A 1134 a A -0,0012 a A 0.99
SG -F H 17 (Afio 2) 0,85 a A -5,21E-06 a A 1149 a A -0,0013 a A 099
SG CH 20 (Afio 1) 0,85 a A -4,41E-06 a A 702 a B -0,0019 a A 097

SG C H 20 (Afio 2) 085 a A -4,79E-06 a A 739 a B -0,0021 a A 093



Cuadro A3.4.
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SG -F H 20 (Afio 1)
SG -F H 20 (Afio 2)

SG C H 22 (Afio 1)
SG C H 22 (Afio 2)

SG -F H 22 (Afio 1)
SG -F H 22 (Afio 2)

SG C H 24 (Afio 1)
SG C H 24 (Afio 2)

SG -F H 24 (Afio 1)
SG -F H 24 (Afio 2)

SG C H 27 (Afio 1)
SG C H 27 (Afio 2)

SG -F H 27 (Afio 1)
SG -F H 27 (Afio 2)

0,85 a

0,85

0,85

0,85 a

0,85 a

0,85

0,84

0,85 a

0,84 a
0,85 a

0,85

0,85 a

0,85 a
0,85 a

>

>

>

-8,94E-06
-9,47E-06

-7,37E-06
-7,81E-06

-2,43E-05
-2,64E-05

-8,97E-07
-9,67E-07

-1,11E-05
-1,22E-05

-1,68E-05
-1,80E-05

-1,59E-05
-1,72E-05

1167
1174

633
672

1115
1143

612
633

1098
1114

675
703

1078
1092

-0,0034
-0,0036

-0,0014
-0,0015

-0,0041
-0,0045

-0,0024
-0,0026

-0,0036
-0,0038

-0,0022
-0,0023

-0,0026
-0,0029
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0.98
0.97

0.96
0.90

0.95
0.92

0.99
0.96

0.98
0.99

0.99
0.96

0.97
0.99
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Cuadro A3.4.
(Continuacion)

) Momento de cambio
f) trans-Zeatina

Ordenada Pendiente de la entre las fases Pendiente de la 2° fase .
-1 o -1
al origen fase inicial TT (°Cdia) desde ~ Mg.g pesofresco.°Cdia
mg.g- 1 o il Lo .,
1pesofresco mg.g “pesofresco.’°Cdia maxima expansion
FDD C H 17 (Afo 1) 274 a B 1,70E-12 a A 451 a B -3,4110 a A 0.98
FDD C H 17 (Afio 2) 313 a B 1,78E-12 a A 466 a B -3,5571 a A 098
FDD -F H 17 (Afio 1) 670 a A -4,63E-10 a A 922 A -2,6710 a A 099
FDD -F H 17 (Afio 2) 666 a A -4,81E-10 a A 942 a A -2,7320 a A 0.99
FDD C H 20 (Afio 1) 232 a B -7,63E-12 a A 460 a B -1,4590 a A 095
FDD C H 20 (Afio 2) 227 a B -7,93E-12 a A 470 a B -1,4923 a A 096
FDD -F H 20 (Afio 1) 811 a A -4,94E-11 a A 862 a A -3,4580 a B 0.98
FDD -F H 20 (Afio 2) 802 a A -5,18E-11 a A 874 a A -3,6062 a B 0.96
FDD C H 22 (Afio 1) 167 a B 2,81E-10 a A 499 a B -0,4374 a A 091
FDD C H 22 (Afio 2) 208 a B 3,08E-10 a A 509 a B -0,4780 a A 095
FDD -F H 22 (Afio 1) 776 a A 1,47E-10 a A 905 a A -3,2490 a B 0.98
FDD -F H 22 (Afio 2) 754 a A 1,53E-10 a A 914 a A -3,3604 a B 0.93
FDD C H 24 (Afio 1) 101 a B -8,24E-12 a A 464 a B -0,5862 a A 0.99
FDD C H 24 (Afio 2) 125 a B -8,56E-12 a A 493 a B -0,6063 a A 0.97
FDD -F H 24 (Afio 1) 931 a A 3,19E-10 a A 852 a A -5,5340 a B 0.99
FDD -F H 24 (Afio 2) 915 a A 3,51E-10 a A 881 a A -6,0478 a B 0.98
FDD C H 27 (Afio 1) 93 a B 8,67E-14 a A 491 a B -0,2962 a B 0.96
FDD C H 27 (Afo 2) 8 a B 9,42E-14 a A 517 a B -0,3152 a B 0.98
FDD -F H 27 (Afio 1) 910 a A 8,40E-10 a A 901 a A -6,4200 a A 095
FDD -F H 27 (Afio 2) 895 a A 9,23E-10 a A 932 a A -7,0161 a A 0.96
SG CH17 (Afio 1) 642 a B -2,08E-10 a A 522 a B -5,9200 a A 096
SG CH 17 (Afio 2) 603 a B -2,27E-10 a A 544 a B -6,1961 a A 094
SG -F H 17 (Afo 1) 952 a A -2,42E-12 a A 1007 a A -4,2900 a A 0.99
SG -F H 17 (Afo 2) 934 a A -2,56E-12 a A 1059 a A -4,6909 a A 0.97
SG C H 20 (Ao 1) 705 a B -8,46E-10 a A 653 a B -4,933 a A 092

SG C H 20 (Afio 2) 664 a B -8,96E-10 a A 687 a B -5,394 a A 0.97



Cuadro A3.4.
(Continuacion)

SG -F H 20 (Afio 1)
SG -F H 20 (Afio 2)

SG C H 22 (Afio 1)
SG C H 22 (Afio 2)

SG -F H 22 (Afio 1)
SG -F H 22 (Afio 2)

SG C H 24 (Afio 1)
SG C H 24 (Afio 2)

SG -F H 24 (Afio 1)
SG -F H 24 (Afio 2)

SG C H 27 (Afio 1)
SG C H 27 (Afio 2)

SG -F H 27 (Afio 1)
SG -F H 27 (Afio 2)

998 a
986 a

694 a

692

846 a
831 a

806 a

833

1028 a
997 a

869 a

844

937

958 a

3,19E-13
3,47E-13

1,04E-06
1,09E-06

-7,60E-13
-8,33E-13

-4,93E-09
-5,41E-09

-1,44E-10
-1,51E-10

6,58E-10
6,90E-10

6,55E-11
6,87E-11

1100
1146

577
613

1001
1035

547
566

1024
1038

660
688

1014
1028

-9,0740
-9,4971

-3,3810
-3,5980

-3,4250
-3,6954

-5,1860
-5,5954

-11,2200
-11,9401

-4,8570
-5,0236

-4,9590
-5,2773
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0.98
0.99

0.92
0.89

0.91
0.98

0.96
0.98

0.97
0.99

0.98
0.96

0.86
0.93
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a la grabadora de imagenes

b 175 Cm

Tubo de acrilico

Micro cdmara a color -

100 cm

Fig. A.3.1. Diagrama de un tubo minirhizotron instalado debajo de una hilera (adaptado de
Lisanti et al. 2013).



