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RESUMEN

Participacién de las auxinas en la acumulacion de biomasa pre- y pos-trasplante en
plantas de Impatiens walleriana propagadas a través de un sistema tradicional en
bandejas multicelda o en un sistema de bandejas flotantes

La necesidad de optimizar la productividad de los establecimientos propagadores de especies
ornamentales ha generado una tendencia a reducir el tamafio de las celdas en la bandeja de
propagacion. Se ha sugerido recientemente que un menor volumen disponible de la celda para
el crecimiento de la raiz puede influir negativamente sobre el area foliar de cada hoja individual
y la biomasa total de las plantas ornamentales durante el cultivo posterior en macetas
individuales. La reducciéon de la biomasa aérea en respuesta a un tamafio reducido del
contenedor pre-trasplante ha sido asociada recientemente con un suministro insuficiente de
citocininas por parte de las raices. Se ha encontrado también una relacion positiva auxinas-
citocininas sobre la acumulacion de biomasa pre- y pos-trasplante aunque la participacion de
las auxinas exdgenas durante la fase de propagacion en bandejas multicelda capaces de superar
un estrés abiotico no ha sido descripto hasta la actualidad. Los objetivos de este proyecto fueron:
(a) Describir la dindmica de crecimiento en plantas de Impatiens walleriana propagadas en
diferentes tamafios de celda y bajo diferentes sistemas de conduccion pre-trasplante (tradicional
sobre mesadas versus bandejas flotantes); (b) Evaluar el efecto del asperjado exdgeno con
auxinas (AlA) pre-trasplante sobre la acumulacion de biomasa total pre- y pos-trasplante, (c)
Cuantificar el impacto del uso de inhibidores del trasporte de auxinas (NPA-TIBA) y de la
sintesis de citocininas endogenas (dopamina) sobe la acumulacién de biomasa pre- y pos-
trasplante y (d) Identificar cuali- y cuantitativamente los procesos involucrados. A mayor
numero de celdas por bandeja, el crecimiento tanto en los sistemas flotantes como en los
tradicionales fue menor y esta de acuerdo con resultados obtenidos en publicaciones anteriores
de nuestro grupo de trabajo. En relacion al sistema tradicional, el sistema flotante mostré una
mayor expansion del area foliar, como resultado de una mayor tasa de aparicién de hojas (RLA)
y una mayor tasa relativa de expansion del area foliar (RLAER). Se encontraron mayores
acumulaciones de peso fresco y seco a partir de mayores tasas de crecimiento relativo (RGR),
con una fuerte relacion con la capacidad de produccion de foto-asimilados (estimada a través
de la tasa de asimilacion neta, NAR). Las plantas provenientes del sistema flotante y las
asperjadas con AlA mostraron la mayor area foliar y el peso fresco y seco mas alto en el
momento del trasplante y después de 70 dias de cultivo en macetas. El uso de NPA, TIBA y

dopamina como antagonistas de la sintesis y translocacion de auxinas y citocininas endégenas
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redujeron los procesos fisioldgicos involucrados en la generacion del rendimiento en relacion
con las plantas testigo. Las auxinas podrian explicar, en parte, los cambios inducidos por la
restriccion radical durante la etapa de pre-trasplante y los patrones de crecimiento generados
por este estrés abiotico. El asperjado temprano con AIA puede ser una alternativa comercial
econdmica para reducir los efectos negativos de esta restriccion radical y mejorar el rendimiento

antes y después del trasplante.

Palabras clave: estrés abidtico, plantas ornamentales anuales en contenedores, crecimiento pre-

trasplante, sistemas de propagacion
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ABSTRACT
Participation of auxins on the pre- and post-transplantation biomass accumulation in
Impatiens walleriana plants propagated through a traditional plug tray system or in a

floating trays system.

The need of optimizing ornamental nursery management make a tendency to decrease plug cell
tray volume. Recently, it has been suggested that a lower plug cell volume can negatively affect
leaf area expansion and biomass accumulation in ornamental plants during the post-transplant
cycle. It has recently been suggested that less volume available for root growth may negatively
influence the leaf area of each individual leaf and the total biomass of ornamental plants during
subsequent cultivation in individual pots. The reduction of aboveground biomass in response
to reduced pre-transplant container size has recently been associated with an insufficient supply
of cytokinins by roots. A positive auxin-cytokinin relationship on biomass accumulation pre-
and post-transplantation has also been found, although the participation of exogenous auxins
during the propagation phase in plug trays capable of suppressing this abiotic stress has not
been described to date. The aims of this work were (a) to describe post-transplant biomass
accumulation for plants from different plug cell volume and in two propagation systems (media
based plug cell trays or on a floating system); (b) to analyzed the effect of pre-transplant shoot-
applied synthetic auxin on total biomass accumulation pre- and post-transplant, (c) to quantify
the effects of exogenous inhibitor of endogenous auxins (NPA-TIBA) and cytokinins
(dopamine) synthesis on biomass accumulation and (d) to identify qualitative and qualitative
related traits. The greater the number of cells, the lower the growth in both the media-based
and floating systems, which is in agreement with that found in previous reports. Regarding to
the traditional media-based system, the floating system showed higher leaf area expansion, as
a result of higher leaf appearance rate (RLA) and the relative leaf area expansion rate (RLAER).
Higher fresh and dry weight accumulation were estimated through the relative growth rate
(RGR) with a strong relationship with the capacity of photo assimilate production (net
assimilation rate, NAR). Plants from the floating system and those sprayed with IAA showed
the highest leaf area and both highest fresh and dry weight at the end of the pre- and post-
transplant stage were found in plants from the floating systems and those IAA-sprayed. The use
of NPA, TIBA and dopamine as antagonists of the synthesis and translocation of auxins and
synthesis of cytokinins reduced the physiological processes studied in relation to control plants.

Auxins could explain in part the stress-induced changes in plant architecture and growth
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patterns and they can be a commercial alternative to reduce the negative effects of a root

restriction and improved pre- and post-transplant yield.

Key Words: abiotic stress, ornamental annual pot plants, pre-transplant growth, propagation

systems
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CAPITULO 1 - INTRODUCCION GENERAL

En numerosas especies vegetales se ha estudiado el impacto de diferentes tipos de estrés
(bidticos y abidticos) sobre su productividad o calidad (Gull, 2019; Verma et al., 2016) siendo
el “sistema de sefializacion de dos componentes” (TCS, por sus iniciales en inglés “Two-
Component Signaling System”) el circuito de sefializacion esencial que regula las respuestas

frente a los mismos (Singh et al., 2021).

En la produccion de plantas ornamentales en maceta se ha puesto énfasis en los altimos
afios por parte de nuestro grupo de trabajo en un estrés de tipo abidtico que se origina a partir
del espacio limitado en la celda en la bandeja multicelda para el crecimiento de las raices, que
se da tanto en la etapa de propagacion como de produccion, extendiéndose su efecto hasta la
finalizacion del ciclo de la planta (Di Benedetto et al., 2020a, b). Esto ultimo no solo afecta las
caracteristicas estéticas de la planta sino también el comportamiento y capacidad adaptativa en
su destino final (De Lojo et al., 2019b; De Lojo et al., 2021), todos aspectos vinculados al éxito

comercial de la planta.

De la observacion de resultados obtenidos en otras especies (Bantis et al., 2021;
Cristofano et al., 2021; Kabranova et al., 2014, Jakse et al., 2013; Karnoutsos et al., 2021) ha
surgido como alternativa a los experimentos sobre estrés radical que se llevan a cabo en
bandejas multicelda de distinto tamarfio de celda, la implementacién de otro tipo de sistema de
propagacion, el de bandejas flotantes, donde las raices pueden crecer libremente en la solucién

nutritiva, evitando el efecto restrictivo de raices que se da en el sistema tradicional.

Por otro lado, existen diversos ensayos en especies ornamentales y horticolas que
incluyeron el uso de la citocinina sintética 6, bencil amino purina (BAP) (De Lojo et al., 2019a;
Di Benedetto et al., 2020a, b; Geraci et al., 2018; Khalil et al., 2021) como aliviador de este
tipo de situaciones de estrés abiotico. Ademas, a pesar que el uso de AlA tuvo un efecto positivo
sobre el crecimiento de plantas de Impatiens “New guinea” (Molinari et al., 2020) sigue siendo
escasa la evidencia que respalda este resultado (Di Benedetto et al., 2015b, 2018). Otro aspecto
atener en cuenta para el uso de auxinas sintéticas es su bajo costo en relacion a otros reguladores

de crecimiento comerciales.



18

1.1 Origeny caracteristicas

Impatiens walleriana Hook. f. es una especie del género Impatiens, familia
Balsaminaceas orden Balsaminales. Por la biodiversidad del género y mediante estudios
filogenéticos, se han determinado seis areas de mayor diversidad genética originarios del
sudeste de China (Yuan et al., 2004): Sudeste de Asia, Africa tropical, Madagascar, sur de India,
Himalaya del este y Sri Lanka (Rahelivololona et al., 2018; Shajitha et al., 2016; Ruchisansakun
et al., 2015). Este género es uno de los mas numerosos de las Angiospermas y cuenta con mas
de 1.000 especies (Janssens et al., 2009) lo cual lo hace dificil de clasificar taxonGmicamente.
Cuenta con especies que se desarrollan en variados regimenes de precipitacion, temperatura y
altitud.

Impatiens walleriana conocida vulgarmente como “Alegria del Hogar”, “Buzzy lizzy”,
“Patience plant” o “Balsamine”, es nativa del Africa oriental tropical (Kenya, Tanzania,
Malawi, Mozambique) y es cultivada como ornamental en numerosos paises. Incluso algunas
especies se han naturalizado en ciertas regiones catalogandoselas como invasoras (Pier, 2018);

sin embargo, otras especies estan consideradas en peligro de extincién (IUCN, 2020).

Impatiens walleriana originalmente se desarrolla en ambientes frios y himedos (Mandle
etal., 2010). Es una especie ornamental cultivada desde hace mas de cien afios y una de las mas
populares a nivel global. En Argentina, segun el censo horti-floricola de la Provincia de Buenos
Aires del afio 2005 (CHFBA, 2005), del total de produccion de plantines para jardineria y
macetas con flores comercializadas, Impatiens walleriana ocupd el primer lugar con un
20,45%. Es una planta de bordura propagada por semillas, perenne o anual que produce gran
cantidad de follaje y flores de diversos colores durante un largo periodo de tiempo, razén por

la cual se destaca en el mercado de plantas en maceta.

Posee tallos semi suculentos de 15-50 cm de altura con abundantes ramificaciones y
glabras. Hojas de 3-5 cm de largo y 1-3 cm de ancho, pecioladas, alternas con gran capacidad
de adaptar su filotaxis al ambiente luminico (Boeger et al., 2009). Generalmente ovadas de
apice redondeado, agudo, acuminado o algo cuspidado. Inflorescencias en racimos axilares
generalmente de dos flores, raramente flores solitarias 0 méas de tres flores, bracteas 2 0 mas,
pedunculos de 2-5 cm y pedicelos de 1-3cm. Flores zigomorfas de colores variados, sépalos
laterales 3-7 mm e inferiores de 10-16 mm, espuela filiforme, flores de 3-5 cm con 5 pétalos,

superiores y laterales inferiores fusionados hacia la base. Fruto capsula (Christenhusz, 2009)
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1.2 Larestriccion radical como fuente de estrés abidtico

Las raices no solo proveen de nutrientes y anclaje a las plantas sino también se encargan
de censar las condiciones fisico-quimicas del medio en el que crecen y de enviar sefales a la
parte aérea generando asi cambios en el crecimiento y el metabolismo, que le permiten a la
planta adaptarse al medio en el que crece (Maurel et al., 2010; Kolb et al., 2017) y mantener un
equilibrio funcional entre sistema radical y los vastagos aéreos. Se ha determinado que esta
relacion es controlada por un mecanismo fisiolégico de naturaleza hormonal (Bartoli et al.,
2013; Zwack & Rashotte, 2015).

Desde hace 30 afios, la siembra directa de especies ornamentales ha sido casi totalmente
reemplazada por la siembra en bandejas multicelda y posterior trasplante a un contenedor de
mayor tamafio o a suelos modificados. La mayor parte de los estudios que abordan la calidad
del plantin en el momento del trasplante y su comportamiento pos-trasplante han sido
publicados recientemente por el grupo de investigacion de la Cétedra de Floricultura U.B.A.
(Di Benedetto et al., 20203, b). Los factores que influyen sobre la acumulacion de biomasa, y
otras variables, que han sido méas exhaustivamente estudiados son: tamarfio de las celdas en la
bandeja multicelda (De Lojo et al., 2017; Di Benedetto et al., 2011), calidad del sustrato
(Gandolfo et al., 2016; Hakim et al., 2017; Pagani et al., 2015; Di Benedetto et al., 2007), uso
de reguladores del crecimiento (Molinari et al., 2019; Di Benedetto et al.,, 2015a, b),
fertilizacion (Thibaud et al., 2012; Sala et al., 2016) y sus interacciones (De Lojo et al., 20193;
De Lojo et al., 2019b; Williams et al., 2016).

La tendencia a utilizar bandejas multicelda con un numero creciente de celdas para
aumentar la densidad y reducir los ciclos de produccion de plantines homogéneos, genera no
solo un estrés fisico al limitar el crecimiento vertical de la raiz, sino que ademas altera la
dindmica de nutrientes, el pH, la variacion de humedad y la disponibilidad de oxigeno del medio
(Di Benedetto et al., 2011). Publicaciones previas de nuestro grupo de trabajo indican que el
crecimiento diagravitropico de la raiz (vulgarmente llamado enroscamiento de la raiz) (Di
Benedetto et al., 2006) dentro de la celda de cultivo estd acompafiado de una reduccion de la
ramificacion radical lo que en paralelo estaria afectando la produccién de hormonas que se

sintetizan alli, tales como las citocininas (Sakakibara, 2021).

Las células de las plantas superiores poseen en la membrana plasmatica receptores de la

familia de las histidina-kinasas que ademas pueden presentar un dominio extracelular de union-
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ligando llamado CHASE (por sus iniciales en inglés “Cyclases/Histidine kinases associated
with Sensing Extracelular”) (Stankovic, 2018), el cual esta en continua evolucion para percibir
distintos estimulos externos (Pas et al., 2004). Estos receptores o transductores de sefiales son
los encargados de percibir los estreses ambientales y, a partir de un ligando Ilamado primer
mensajero, iniciar una cascada de sefializacion por un segundo mensajero (Singh et al., 2021;
Stankovic, 2018). Adicionalmente, las plantas poseen canales iGnicos mecano-sensitivos que
son un mecanismo comun para percibir y responder a fuerzas mecéanicas (Stankovic, 2018). En
Arabidopsis thaliana la familia de los canales de actividad complementaria Mid1 son mecano
receptores involucrados en la respuesta a un estrés mecanico extracelular a las raices (Basu &
Haswell, 2017).

Una respuesta comun encontrada en ensayos previos fue un menor peso seco de la parte
aérea y la raiz a medida que aument6 el nimero de celdas de la bandeja acompafiado de un
aumento en la relacion raices/parte aérea en plantas al momento de trasplante (Di Benedetto et
al., 2020a, b), incluso en Impatiens walleriana, (Di Benedetto & Klasman, 2007; De Lojo et
al., 2017, 2019a, b).

Por otro lado, al momento de venta en macetas de 800 cm?®, los mayores pesos secos
totales se encontraron en plantas provenientes de bandejas con menor nimero de celdas,
diferencias dadas por un mayor peso seco de parte aérea. Estas respuestas fueron acompafiadas
de relaciones raices/parte aérea mas bajas (Di Benedetto et al., 2004). Asimismo, De Lojo et al.
(2017) obtuvieron a los 70 dias pos-trasplante mayor peso frescos totales, area foliar total, tasa
de aparicion de hojas (RLA), tasa de expansion foliar relativa (RLAER), tasa de crecimiento
relativo (RGR), tasa de asimilacién neta (NAR) y menor relacion de area foliar (LAR) en
bandejas de 50 celdas y valores decrecientes a medida que aument6 el namero de celdas por
bandeja. Ademas registré mayores particiones hacia raices y menores hacia tallo con el aumento

de numero de celdas en la bandeja.

Se sugirié que estas respuestas al tamafio de celda estarian integradas principalmente
por los niveles enddgenos de citocininas (Zwack & Rashotte, 2015). Aunque dichas
fitohormonas se producen en todos los tejidos del vegetal y sus diversas formas cumplen
distintas funciones, la principal fuente son las raices (en particular las células del centro
quiescente en los meristemas apicales de la raiz). Ante una disminucion o aumento de su

biomasa, menor o mayor es la produccion y transporte via xilema de ribdsidos de zeatina o
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citocininas en forma libre o biolégicamente activa (Kotov & Kotova et al., 2015). De Lojo et
al. (2019a, 2017) mostraron también correlaciones positivas entre la biomasa radical y la
RLAER, la RLA, la RGR, la NAR y el contenido de glucosa frente al agregado de citocininas

sintéticas exdgenas (BAP).

Numerosos ensayos pusieron a prueba la hipotesis de que una aplicacion exogena de
BAP aumenta el contenido endégeno de la hormona ayudando a superar parcialmente el efecto
negativo del estrés por el volumen reducido de celda (De Lojo et al., 2019b; Di Benedetto et
al., 2013, 2015a, b, 2018, 2020a, b; Molinari et al., 2018, 2019, 2020). Asi, en Impatiens
walleriana, De Lojo et al. (2017) con 100 mg L™ de BAP exdgena en pre-trasplante obtuvieron
aumentos significativos de materia fresca total para las bandejas con 50, 128, 288 y 512 celdas,
mayor area foliar total en los tamafios mas restrictivos (512 y 288 celdas bandeja™), valores de
RLA mayores solo en los tamafios menos restrictivos (50 y 128 celdas bandeja™) y ademas
incrementos de RLAER, RGR, NAR y contenido de glucosa.

La particion de foto-asimilados favorecio a la parte aérea en la mayoria de las bandejas
con mayor numero de celdas, con pocos cambios en las bandejas con menor nimero de celdas.
Los coeficientes alométricos (que relacionan los diferentes 6rganos de la planta a través de la
acumulacion de peso seco) hojas: tallos fueron mayores en las bandejas con menor nimero de
celdas y viceversa. Para el peso fresco y los estimadores de crecimiento calculados sobre una
base de peso seco se determind una interaccion significativa entre los tres factores evaluados:
aplicacion de BAP, tamafio de celda y calidad de sustrato, sin embargo, la respuesta ante la
aplicacion de BAP en las bandejas con cuatro numeros de celda diferentes mantuvo una

tendencia consistente en los cuatro sustratos evaluados.

Como las citocininas, junto con las auxinas, giberelinas y otras hormonas controlan de
manera independiente y en combinacion el desarrollo de la parte aérea (Durbak et al., 2012)
especialmente la division y diferenciacion de los meristemas apicales del tallo (Brenner &
Schmiilling, 2015), es de esperar que muchos de estos cambios observados se atribuyan

directamente a su concentracion y actividad en los tejidos aéreos.

En este sentido, un menor tamafio del meristema apical se puede reflejar en la duracion
del plastocrono (Skylar & Wu, 2011) y estimar a partir de la disminucion de la RLA en plantas

propagadas en bandeja con muchas celdas y su aumento ante asperjados con la citocinina
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sintética BAP (De Lojo etal., 2017, 2019a). Por otro lado, estos resultados explican la variacién
del area foliar total y el area foliar individual. Shani et al. (2010) demostrd6 mediante
manipulacion genética que aumentos en los niveles de citocininas reducian el plastocrono,
aumentaban la expansién foliar y esto estaba acompafiado del aumento de tamafio del
meristema apical aéreo. Por otro lado, los cambios en particion entre raices y parte aérea
también se explicarian por los niveles endogenos de citocininas y el asperjado foliar con BAP

ya que se alterarian las relaciones fuente-destino (Roitsch & Ehneb., 2000).

Sin embargo, el crecimiento y desarrollo de las raices esta regulado por la relacion entre
auxinas y citocininas endogenas (Jing & Strader, 2019). Es sabido que las citocininas regulan
negativamente el crecimiento y desarrollo de la raiz primaria, raices laterales y adventicias (Su
et al., 2011; Jing & Strader, 2019), por lo tanto, bajos niveles enddgenos determinarian un
mayor crecimiento radical y menor aéreo, moviendo la relacion a favor de la raiz y de forma
opuesta cuando se asperjo con BAP ya que se estimulan directamente los meristemas apicales

aéreos.

Las citocininas son fitohormonas que actian en la progresion del ciclo celular,
intervienen en la sintesis proteica y estan implicadas en el metabolismo de azlcares alterando
la actividad de enzimas participantes del ciclo glucolitico y de la via oxidativa de la Pentosa
Fosfato (Hartig et al., 2006; Merewitz et al., 2011; Scott et al., 1964; Zwack & Rashotte, 2013).

Aparecen naturalmente en vegetales como glucésidos, nucledsidos y ribosidos, siendo
las mas comunes la trans-zeatina, 4-hidroxi-3-metiltrans-2-butenilaminopurina, N6-
A2isopentiladenina y la hidroxi-3-metil-trans-2-butenil aminopurina (George et al., 2008b).
Estas hormonas son producidas predominantemente en los &pices de las raices a través de las
vias del metileritritol fosfato (MEP) y la del acido mevalonico (MEV) y translocadas a través
del xilema al resto de la planta. Los mecanismos de transporte de estas hormonas estan poco

comprendidos a diferencia de las auxinas.

La homeostasis de las citocininas es resultado de la sintesis llevada a cabo
principalmente por las isopentiltransferasas a (IPTs) y el catabolismo por las citocinina oxidasas
deshidrogenasas (CKXs) (Sakakibara, 2021). La citocininas suelen estar en forma libre o activa
0 en su forma conjugada inactiva (Osugi et al., 2017). Ya que no existen mutantes de sintesis

ni de sefializacion de citocininas en ornamentales, tradicionalmente en experimentacion se
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utilizan compuestos exdgenos antagonicos de la via metabdlica de esta hormona, entre ellos los
estructuralmente relacionados con la octapamina, como la triamina y la dopamina, sin embargo
en Brassica oleracea var. gemmifera se obtuvieron resultados confusos al tratar las plantas con
este Ultimo inhibidor (Lozano-Miglioli et al., 2020). Lo mismo ocurrié en Limonium sinuatum

(resultados no publicados).

Los niveles end6genos también pueden alterarse con tratamientos exdgenos, en Ficus
benjamina, Di Benedetto et al. (2020c) obtuvo con una Unica aplicacion de citocininas siete
dias pos-trasplante con una concentracion de 5 mg L, una promocion del peso fresco y seco
total y del area foliar total. Se encontraron mayores particiones de materia seca hacia los
organos aereos con tendencia a disminuir la relacion raices/parte aérea ante aplicaciones
sucesivas. Esta respuesta del area foliar se atribuye a la mayor division y expansion celular
promovida por las citocininas en el meristema apical aéreo, es sabido que las citocininas
promueven los transcriptos de los genes IKNOTEDIike homebox (KNOXI) (Rupp et al., 1999).
Las proteinas KNOX reprimen la biosintesis de las giberelinas, aumenta la de las citocininas y
ademas promueve el catabolismo de giberelinas lo que contribuyen a mantener la actividad
meristematica por sobre la diferenciacion celular (Hay et al., 2010).

También se registraron aumentos de la tasa de aparicion de hojas atribuido a una
disminucion del filocrono o a un aumento de la ramificacion. Incrementos del nimero de hojas
y su area individual contribuyeron a una mayor RLAER, de la misma manera se obtuvo
aumentos en RLA. Los menores tamarios de planta observados se correspondieron con los
controles y menores RGR, esto explicado méas por NAR que por LAR (Di Benedetto et al.,
2020c). Los aumentos de tasa fotosintética se atribuyeron al mayor contenido de clorofila y
particion de nitrégeno hacia las hojas promovido por las citocininas (Cortleven & Schmiilling,
2015). Es sabido que gran parte del nitrogeno foliar se encuentra en la enzima RUBISCO

(Evans & Clarke, 2019) que tiene funcién en el ciclo de Calvin.

Resultados similares se hallaron en Impatiens “New Guinea” (Molinari et al., 2018,
2019, 2020) y Monstera deliciosa (De Lojo et al., 2014). Por otro lado, Glanz-1dan et al. (2020)
demostro en Solanum lycopersicum L. que sombreados o defoliaciones parciales conducian a
incrementos de la tasa fotosintética de las hojas remanentes; dichos aumentos fotosintéticos se

adjudicaron a aumentos en la biosintesis de citocininas y acumulacion de ribdsidos trans-zeatin.
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1.3  Participacién de auxinas enddgenas y su interaccion con las citocininas en el crecimiento de
las plantas

Las auxinas y las citocininas son dos hormonas que junto con las giberelinas, el etileno,

el &cido abscisico, el acido salicilico, el acido jasmdnico, los brasinoesteroides, las

estrigolactonas e inclusive los azlcares, actlan e interactian para regular nuUmerosos procesos

a nivel celular y tisular (Verma et al., 2016).

El balance hormonal regula el desarrollo tanto de los meristemas aéreos como los de la
raiz, controlan el ciclo, la division, la elongacion y diferenciacion celular actuando desde la
embriogénesis hasta la finalizacion del ciclo del vegetal, involucrandose también en los
tropismos y el mantenimiento de la dominancia apical. Las fitohormonas no cumplen un Gnico
rol bioldgico en la planta sino que intervienen de manera sofisticada y eficiente en multiples
procesos en distintas etapas y tejidos del vegetal y bajo distintas condiciones ambientales (Ku
etal., 2018; Yang et al., 2019; Yu et al., 2019; Cortleven et al., 2019).

La respuesta a las auxinas y citocininas en células vegetales ha mostrado efectos
antagénicos, aditivos y sinérgicos en el desarrollo vegetal (Kurepa et al., 2019; Khatri et al.,
2019; Lakehal & Bellini, 2019), lo que da a entender que la respuesta no solo es dependiente
de las concentraciones aplicadas sino también del momento y del tipo de tejido, existiendo
puntos que vinculan la accién de dos o mas hormonas, formando asi complejas redes que aun

hoy en dia faltan dilucidar.

Las auxinas son reguladores del crecimiento que actlan en bajas concentraciones del
orden 0,1-10 uM, siendo el acido indol-3-acético, el 4-cloro-AlA'y el &cido indol-3-butirico las
formas mas comunes en la naturaleza. Estos acidos débiles suelen estar conjugados
reversiblemente con otros compuestos formando ésteres, amidas o glicosil ésteres, siendo este

un mecanismo para regular los niveles y actividad de las auxinas (George et al., 2008a).

En Arabidospsis se han descripto tres vias de sintesis de auxinas dependientes del
triptofano (Zhao, 2010) y una independiente (Wang et al., 2015). Los sitios de sintesis méas
importantes son las hojas jovenes (Pague & Weijers, 2016) donde promueven la expansion
celular (Du et al., 2020) y se mueven en larga distancia a través del floema hacia las raices
donde promueven la ramificacion de las mismas (Wang & Jiao, 2018; Gomes & Scortecci,
2021). Su degradacion se da por una via con de-carboxilacion oxidativa y otra oxidativa sin de-
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carboxilacién. El transporte a larga distancia de las formas disociadas y no disociadas (AlA- e
AlAH respectivamente) se produce a través del floema en sentido basipeto y el transporte célula
a célula de manera activa es polar y unidireccional debido a la ubicacion asimétrica en las
células de los trasportadores proteicos de eflujo de la familia PIN y PGP, y los de importacion
de la familia AUX1/LAX los cuales se encuentran en las células parenquimaticas de la vaina
que rodea el tejido vascular diferenciado. La entrada puede darse de manera pasiva por difusion
(George et al., 2008a).

Durante mucho tiempo, para caracterizar la dindmica de las auxinas, se utilizaron
inhibidores de su transporte, entre ellos la fitotropina acido N-1-naftilftalamico (NPA), el cual
bloquea las primeras divisiones celulares trasversales en la raiz (Singh et al., 2020; Seo et al.,
2021) y el acido aromético débil, &cido 2,3,5-triyodobenzoico (TIBA) que disturba el
movimiento de vesiculas que contienen trasportadores de auxinas hacia y desde las membranas

celulares (Soeno et al., 2021).

Estos potentes inhibidores han demostrado interrumpir el flujo de auxinas en poco
tiempo y aunque hoy en dia no esta claro el sitio de union de cada uno en el complejo de
transporte, esta comprobado que interrumpen en pocos minutos el transporte polar de las
auxinas al interferir con las proteinas exportadoras de la familia PIN y ABCB vy la entrada de
auxinas afectando las proteinas de entrada AUX1/LAX (Teale & Palme, 2018).

Por otro lado, se ha demostrado que el acido 2, 3, 5-triyodobenzoico (TIBA) puede
movilizarse acropeta y basipetamente por transporte polar mientras que el acido N-1-
naftilftalamico (NPA) no (Thomson et al., 1973). Saniewski et al. (2017) determinaron que en
Bryophyllum calycinum Salisb. TIBA inhibia la formacion de raices mientras que NPA no
cuando se aplicaron en tallos debajo de las hojas. Rahman et al. (2007) reportaron que plantulas
de Arabidopsis Thaliana en un medio con TIBA, tenian menor crecimiento de la raiz primaria
dado por una reduccion en la longitud de la zona de crecimiento radical, ademas que se afecto
la organizacion de los filamentos de actina. Tratamientos con NPA disminuyeron la division
celular en la zona radical causando la despolimerizacion de la actina y disminucion del flujo
citoplasmatico sin afectar la localizacion de las proteinas PIN. La pérdida de las redes de actina
perjudicaria el ciclado de los trasportadores PIN, transporte de auxinas y en ultima instancia la

respuesta a dicha hormona.
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Se han indicado efectos opuestos (Kurepa et al., 2019) y en el mismo sentido (Molinari
et al., 2020) del balance de auxinas y citocininas en los distintos tejidos y momentos de
desarrollo del vegetal. Por un lado las citocininas inhiben el crecimiento radical a través de su
efecto sobre la division y diferenciacion celular en el &pice y periciclo de la raiz principal
(Gonin et al., 2019), mientras que las auxinas aumentan la biomasa radical promoviendo su
ramificacion (Gomes & Scortecci., 2021). Molinari et al. (2020) sugirieron para Impatiens
hawkeri que no habia inhibicidn en la produccién de citocininas en los apices de las raices por
parte de las auxinas con lo cual ambas hormonas estarian actuando en la misma secuencia de
eventos asociada al desarrollo de nuevas raices laterales. En Arabidopsis durante la
embriogénesis temprana, en la linea de células basales de las células fundadoras, las auxinas
antagonizan la sefializacion de las citocininas activando los represores de la sefializacion de
citocininas ARR7 y ARR15 (ARRs tipo A) para asi mantener la actividad del nicho de células
madre de la raiz (Muller et al., 2008).

En los meristemas apicales aéreos se ha demostrado que bajos niveles de auxinas
generados por mutantes de sintesis de auxinas (yucca), de trasportadores (pinl, pinoid) o por el
uso de NPA, llevan a un incremento de los factores ARR7 y ARR15 (Zhao et al., 2010). Por
otro lado las auxinas suprimen la expresion del gen SHOOTSTEMLESS (STM) el cual
promueve la sintesis de citocininas en los meristemas apicales aéreos (Chung et al., 2019). Otra
via a través de la cual las auxinas median la sefializacion de citocininas se identifico con los
mutantes mp en Arabidopsis thaliana donde el gen MP limita la expresion de ARR7 y ARR15
en la zona central del meristema apical aéreo (Zhao et al., 2010). Ademas, las auxinas reducen
los niveles de citocininas en los sitios de iniciacion de érganos en el meristema apical aéreo

embrionario y en el meristema de la inflorescencia (Wolters et al., 2009).

En maiz, mutaciones en el gen ABERRANT PHYLLOTAXY1 (ABPH1) que codifica
para el factor de transcripcion de la via de sintesis de auxinas ARR tipo A generd un tamario de
meristema apical aéreo menor y filotaxis alterada. Como PIN1 tiene expresion reducida en
abphl, el gen ABPH1 podria ser un punto de convergencia entre la sefializaciéon de auxinas y
citocininas (Yang et al., 2015; Giulini et al., 2004).

Adicionalmente las auxinas antagonizan a las citocininas en la actividad de yemas

laterales, en arvejas estd demostrado como el flujo basipeto de auxinas mediado por PsPINs
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desde el apice aéreo, reprime la expresion de PsIPT, enzima asociada a la sintesis de citocininas

(Shimizu-Sato et al., 2009) que refuerza la dominancia apical.

La interaccion auxina-citocininas también controla el desarrollo de los meristemas
radicales (Jing & Strader, 2019; Liu etal., 2017; Dello loio et al., 2007). Dello loio et al. (2008),
Moubayidin et al. (2009) y Li et al. (2020) han indicado en un marco genético la accion
antagonica de estas hormonas sobre la division y diferenciacion celular en el meristema de la
raiz, dicha regulacion es ejercida a través de la via SHORT HYPOCOTYL 2 (SHY2/IAA3). En
la porcion vascular de la zona de transicion del meristema de la raiz la expresion de SHY2 es
incrementada por aplicaciones de citocininas, una respuesta mediada por ARR1, componente
de la via de sefializacion de la hormona. Aumentos en los niveles de expresion de SHY 2 resultan
en una represion de la transcripcion de los genes PIN en la zona de transicion del meristema
radical, los cuales estan involucrados en la redistribucion de auxinas (Dello loio et al., 2008;
Moubayidin et al., 2009). Contrariamente, las auxinas degradan a SHY2 requisito para la
expresion de PIN (Dello loio et al., 2008) y una éptima distribucion de auxinas y division y

expansion de las células del meristema radical.

Las auxinas y citocininas interactdan antagénicamente para controlar el balance entre la
diferenciacion y division celular en el tejido vascular de la zona de transicion de los meristemas
de las raices (Dello loio et al., 2008; Moubayidin et al., 2009). Por otro lado Jones et al. (2010)
indicaron que una aplicacion ectdpica de citocininas promovia la biosintesis de auxinas en
raices y vastagos jovenes, en contraste, bajos niveles de citocininas reprimian la sintesis de
auxinas. Estas respuestas permitieron proponer un modelo en el que las citocininas funcionan
como regulador positivo de la sintesis de auxinas, y al contrario las auxinas reprimen la sintesis
de citocininas tanto en tallos como en raices jovenes. Ademas, esta bien documentada la
interaccion antagdnica entre estas hormonas en el desarrollo y crecimiento de raices laterales,
las citocininas antagonizan a las auxinas promoviendo la degradacion de los trasportadores PIN
con lo cual se perjudica la distribucion de auxinas, la formacion de sitios de pre-ramificacion,

la iniciacidn, y la emergencia de raices laterales (Jing & Strader, 2019).

Sinembargo, en la especie ornamental Epipremnum aureum (Di Benedetto et al., 2015b)
la aplicacion exdgena de 50 mg L~! de AIA y BAP en esquejes enraizados, produjo un aumento
significativo en el peso en fresco de raices, hojas y tallos después de 70 dias del tratamiento

siendo menos efectivas las aplicaciones conjuntas que individuales o secuenciales. Después de
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90 dias de los tratamientos, el area foliar total y el nUmero de hojas fue mayor tanto con auxinas
como con citocininas en dosis de 50 mg L-comparado con el testigo. La RLA estimada durante
el experimento también fue mayor para ambos casos comparados con el testigo. Al analizar los
estimadores de crecimiento para cada regulador hormonal, estos autores encontraron un
aumento en la RGR y la RLAER, mientras que las aplicaciones sucesivas de cada hormona no
tuvieron efectos aditivos positivos. La tasa fotosintética también fue mayor con ambas
aplicaciones respecto el testigo con mayores tasas cuando se aplicé AlA. Correlacionado con
este resultado se observd mayor espesor de la epidermis y el tamafio del poro estomatico. Esta
evidencia demuestra que a nivel anatomico, morfoldgico y fisioldgico la respuesta al
tratamiento exdgeno con ambas hormonas fue en el mismo sentido separandose de la respuesta

que analiza solo el resultado a nivel biomolecular o celular en un determinado tejido.

1.4  Sistema flotante

La hipotesis que involucra a las citocininas en la restriccion radical ha sido validada con
la aplicacion de citocininas sintéticas y constituye una alternativa a la disminucion del namero
celdas en la bandeja multicelda para reducir parcialmente la restriccion radical (Di Benedetto
et al., 20204, b). Como una nueva alternativa para reducir este estrés abidtico surge el sistema

flotante.

Los sistemas hidroponicos se definen clasicamente como cultivos sin suelo y son una
tecnologia que intensifica aun mas las producciones comerciales. En numerosos cultivos
horticolas se han encontrado mayores rendimientos en los distintos érganos cosechables
principalmente cuando se trata de hojas (Cristofano et al., 2021; Tsouvaltzis et al., 2020; De
Melo et al., 2020; Giménez et al., 2019, 2020; Siaga et al., 2018; Oztekin et al., 2018, Ozer,
2018; Alvarado-Camarillo et al., 2020; Karnoutsos et al., 2021; Nicola & Ertani et al., 2021;
Moncada et al., 2018; Bantis et al., 2021).

Sin embargo en los cultivos ornamentales los aspectos estéticos son tan importantes
como el rendimiento comercial. En estos cultivos, el sistema flotante no ha sido
exhaustivamente analizado y existen datos solo para unas pocas especies ornamentales entre
herbaceas y flores de corte (Barbaro et al., 2009, 2015, 2017; Delucchi et al., 2013).

Los sistemas hidroponicos se clasifican en sistemas circulantes y estaticos. Entre los

primeros se pueden encontrar distintas opciones:



29

a) NFT: (por sus iniciales en inglés “Nutrient Film Techique™): es uno de los métodos que
mayor inversion inicial requiere. Fue desarrollado en la década de 1960 por el Dr. Allen
Cooper en Inglaterra. Esta formado por cafierias donde fluye de manera constante los
nutrientes que son tomados por las plantas que estan ubicadas sobre las cafierias en algin
soporte para que se desarrolle el sistema radical. Requiere un tanque de dimensiones
proporcionales a la cantidad de plantas, un sistema de bombeo y una red de distribucion
y cafieria colectora y puede estar altamente automatizado. Es utilizado para amplia
variedad de cultivos intensivos, sobre todo los de ciclo prolongado (Jones Jr., 2014; Jan
et al., 2020; Swain et al., 2021).

b) DFT (por sus iniciales en inglés “Deep Flow Technique™): es un sistema hibrido entre
el NFT y los estaticos. Consta de una plancha de poli-estireno expandido que contiene
las plantas, ubicada en un bastidor o largos canales que contienen los nutrientes, el agua
es impulsada por una bomba entrando en cascada hacia la pileta produciendo la

recirculacion y aireacion del medio (Blok, 2016; Swain et al., 2021).

c) EF (inundacion y drenaje) (por sus iniciales en inglés “Ebb and Flow”): esta formado
por un medio que estabiliza a la planta, el agua con los nutrientes es bombeada a una
gran bandeja de crecimiento que contiene las plantas y luego de un tiempo es drenada
por gravedad hacia el depoésito. Requiere de una bomba, un tanque y un sistema de
distribucion, el tiempo de mojado y drenado va a depender del cultivo y tipo de sustrato

utilizado como soporte (Jones Jr., 2014; Jan et al., 2020; Swain et al., 2021).

Los sistemas estaticos incluyen:

a) FR (raiz flotante) (por sus iniciales en inglés “Floating Raft”): es uno de los més
sencillos, consta de un bastidor de dimensiones variables cubierto de polietileno negro
que contiene la solucion nutritiva. Se utilizan planchas de poli-estireno expandido con
perforaciones simétricas donde se colocan los contenedores de rejilla con una esponja de
espuma de polietileno de baja densidad. Es indispensable la aireacion de la solucién de
manera continua para mantener en buen estado las raices. Requiere monitoreo y un
cambio o adicion relativamente frecuente de solucion nutritiva (Jan et al., 2020; Swain
etal., 2021).
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b) Bandejas flotantes (Floating Trays, Floating System o Wick System): es el método més
sencillo, consta de bandejas multicelda de poli-estireno expandido de nimero de celdas
variables con sustrato, la cual flota parcialmente sumergida en una pileta que contiene
entre 5-10 cm de solucidn nutritiva, ascendiendo los nutrientes a través de la misma por
capilaridad (Khan, 2018). Se utiliza para cultivos de ciclo corto y puede cumplir con sus
objetivos con sélo una adicion de nutrientes. La oxigenacion se lleva a cabo en la celda
la cual intercambia oxigeno con el ambiente, aunque la oxigenacion activa puede
favorecer la emergencia de raices por fuera de la celda (Jan et al., 2020; Swain et al.,
2021; Kanatas, 2020). Muy generalizado en el cultivo de tabaco pero también
implementado en algunas horticolas, aromaticas (Kanatas, 2020) y ornamentales
(Maharana & Koul, 2011).

Es en el uso del sistema de bandejas flotantes, donde se logran mayores eficiencias de
produccion para tabaco (Pearce, 2008; Kabranova et al., 2014), hortalizas (Carrasco et al., 2003;
Jakse et al., 2013; Anver et al., 2005; Ozer, 2018; Oztekin et al., 2018; Siaga et al., 2018;
Gimenez et al., 2019, 2020; De Melo et al., 2020; Kanatas, 2020; Monteiro et al., 2020;
Tsouvaltzis et al., 2020; Cristofano et al., 2021; Bantis et al., 2021), flores de corte (Zanin et
al., 2003; Barbaro et al., 2017) y plantas aromaticas y medicinales (Aktsoglou et al., 2021;
Akoumianaki-loannidou et al., 2015) y constituye una alternativa para la propagacion en
sistemas tradicionales. Sin embargo, casi no existen estudios en especies ornamentales
herbaceas que intenten explicar los mecanismos fisiologicos implicados en los cambios
observados en la etapa de propagacion frente a una restriccion radical en la bandeja multicelda,

ni su efecto durante el pos-trasplante (Cros et al., 2007).

Barbaro et al. (2009) encontr6 un aumento del 79% y 73% en los pesos frescos aéreo y
radical respectivamente, situacion que se mantuvo en las distintas fechas evaluadas excepto en
la materia seca radical de la primera cosecha donde no se observaron diferencias en plantas de
Eustoma grandiflorum L. cultivadas en un sistema flotante. En este experimento se logré mayor
namero de hojas expandidas. Por otro lado, no se registraron diferencias en los porcentajes de
germinacién y los plantines obtenidos para trasplante. En Petunia hibrida, cuando las plantas
tenian de 4 a 5 hojas verdaderas expandidas se registraron diferencias significativas en materia
seca aerea y tamafio de hoja en el sistema flotante respecto el convencional pero no en materia

seca de raices (Barbaro et al., 2015).
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De la misma manera, Delucchi et al. (2013), en Petunia hibrida, obtuvieron una mayor
materia fresca total, aérea, radical y mayor materia seca aérea y total, pero sin diferencias en
materia seca subterranea en el sistema flotante. En el mismo ensayo, sobre plantas de Disianthus
chinensis, se observaron resultados a favor del sistema flotante en lo que respecta a materia
fresca radical y seca total, aérea y radical. Estos autores atribuyeron estos cambios
exclusivamente a la disponibilidad continua de agua y nutrientes que asciende por capilaridad
en el sistema flotante, comparado con el método convencional donde se produce un lavado
continuo del sustrato y sus nutrientes por la accion del riego. Sin embargo no se consideré la
menor restriccion al crecimiento radical que se obtiene cuando el extremo de la raiz principal
puede emerger hacia la solucién de crecimiento, asumiendo que hay una sefializacion hormonal
negativa desde las raices cuando las plantas crecen en contenedores de volumen limitado. Es
de esperar que este sistema contribuya a superar el sindrome de restriccion radical, donde se
afecta tanto la elongacion apical como la ramificacion y sea una alternativa razonable para

lograr mayor crecimiento en la etapa de propagacion.

Los diferentes sistemas de propagacion tienen ventajas y desventajas desde el punto de
vista tecnologico. El sistema de bandejas flotantes provee una mayor sencillez de construccién
y manejo que los sistemas hidropdnicos mas complejos (sistemas abiertos). En Lactuca sativa
origind resultados similares y hasta ligeramente superiores en cuanto a productividad con
mayores eficiencias de uso del agua y nutrientes (Abd-Elmoniem Essam et al., 2006; Lennard
et al., 2006).

Con los sistemas estaticos, el consumo de energia eléctrica es menor al no requerir
sistemas de bombeo de agua y nutrientes (Khan, 2018), la aireacién se lleva a cabo en la zona
de capilaridad de la celda y ademas no requiere un sistema de monitoreo complejo como las

demas técnicas hidroponicas (Elegado, 2022).

Respecto al sistema tradicional de conduccion de bandejas multicelda sobre tarimas o
mesadas, se reducen las labores de riego y fertilizacion, ya que basta una aplicacion de
nutrientes para que la planta complete no solo su ciclo hasta el momento de trasplante sino hasta
completar su ciclo productivo (Kratky et al., 2004). Sin embargo, se torna mas complejo

manejar los desbalances nutricionales de la solucion de crecimiento (Cho et al., 2018). La labor
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de riego queda excluida y se evitan los problemas de riegos des-uniformes y ademas se evita el

mojado del follaje y la potencial incidencia de enfermedades foliares (Norden et al., 2008).

Una desventaja de manejo en bandejas flotantes es la dificultad para realizar el trasplante
ya gue se producen dafios a las raices cuando estas emergieron del soporte o bandeja (Barbaro
et al., 2017). Este ultimo autor determinG un mejor comportamiento pos-trasplante del plantin
al realizar una poda quimica con hidroxido de cobre aplicado junto con la solucion fertilizante
con lo cual disminuyé el dafio y la posible entrada de patdgenos. Si bien el consumo de energia
en un sistema flotante es bajo, Karnoutsos et al. (2021) determinaron en Lactuca sativa L. y
Eruca sativa M. gque la regulacién de la temperatura de la solucion de crecimiento en la zona
de la raiz en el sistema flotante afecto el rendimiento de ambos cultivos en condiciones

ambientales extremas de temperatura del aire.
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b)
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Objetivos

Describir la dindmica de crecimiento pre- y pos-trasplante de plantas de Impatiens
walleriana propagadas en bandejas multicelda con diferentes nimero de celdas y bajo
dos sistemas de conduccion pre-trasplante: un sistema tradicional con las bandejas sobre
tarimas fijas y un sistema flotante con las mismas bandejas sobre una solucion nutritiva
(con las raices emergiendo por el orificio de drenaje y sin restricciones al crecimiento

en el medio liquido).

Evaluar el efecto del asperjado exdgeno con auxinas (AlA) sobre la acumulacion de

biomasa total y los estimadores de crecimiento.

Cuantificar el impacto del uso de inhibidores del transporte de auxinas (NPA-TIBA) y
de la sintesis de citocininas (dopamina) para describir los efectos negativos en de una
deficiencia enddgena de esta hormona sobre la acumulacion de biomasa en Impatiens

walleriana.

Identificar cuali- y cuantitativamente los procesos involucrados en la expansion de area
foliar (nUmero y tamario de hojas), la capacidad de acumulacion de foto-asimilados de
la planta (tasa fotosintética, espesor foliar, tasa de asimilacién neta) y la particion de los

mismos entre las raices y la parte aérea.
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Hipotesis

El uso de bandejas con diferente nimero de celdas establece una limitante al crecimiento
radical. La reduccion del crecimiento radical en los sistemas de conduccion
tradicionales puede atemperarse o eliminarse con el uso de bandejas flotantes a partir

de menores restricciones fisicas para la ramificacion del sistema radical.

a2) La produccidn de biomasa aérea pos-trasplante esta determinada por el crecimiento
del sistema radical pre-trasplante.

El asperjado pre-trasplante con AlA es capaz de superar el efecto de una restriccion
radical en la bandeja multicelda, aunque tiene poco impacto positivo (y eventualmente
negativo) sobre las plantas conducidas en sistemas de bandejas flotantes.

Una disminucién de las concentraciones enddgenas de auxinas y citocininas por el uso
de inhibidores del transporte de dichas hormonas reduce la acumulacion de biomasa
total.

La restriccion al crecimiento radical afecta la expansion del area foliar fotosintetizante
a través del tamafio de cada hoja individual y de la tasa de aparicion de hojas. La
acumulacion de peso fresco-seco se ve afectada por una reduccion de la tasa
fotosintética y por una mayor particién de los foto-asimilados producidos hacia el

sistema radical.
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CAPITULO 2 - MATERIALES Y METODOS

El experimento fue realizado en la Catedra de Floricultura (Facultad de Agronomia,
UBA) (34° 35° 59° S, 58° 22’ 23> W) desde el 03/12/19 hasta el 11/02/20 y se repitio el
1/12/21 hasta el 11/02/22. Las temperaturas diarias (18,27-25,18°C) y la radiacion
fotosintéticamente activa (4,24-6,14 mol fotones m? dia®) para los experimentos se registraron
utilizando un sensor HOBO (H08-004-02) conectado a un data logger HOBO HS8.

Las semillas de Impatiens walleriana Super ElIfin® XP White (Panamerican Seed),
fueron germinadas en cdmara de germinacion y mantenidas hasta el trasplante en un sustrato
GrowMix® Multipro. Las bandejas utilizadas tenian 50, 128, 288 y 512 celdas por bandeja y
su volumen era de 55,70, 17,37, 6,18 y 2,50 cm? celda™ respectivamente. A su vez las bandejas
del sistema flotante fueron colocadas sobre placas de poli-estireno expandido de 52,4 cm x 24,4
cmy 2 cm de espesor, cada una con un nimero de perforaciones igual al nimero de celdas de

la bandeja que soportaba.

Tanto en el sistema de bandejas flotantes como en el convencional se trataron lotes con:
AlIA (4cido indolacético, 100 mg L™ hasta goteo) (SIGMA EC 201-748-2), NPA (4cido 1-N-
naftiltalamico 50 mg L), TIBA (acido 2,3,5-triyodobenzoico 5 mg L) y dopamina (200 mg
LY) al momento que la plantula tenia expandida el segundo par de hojas verdaderas, cuando las
plantas alcanzaron el tamafio de trasplante fueron trasladadas a macetas de 1.200 cm? con un
sustrato compuesto por resaca de rio, turba de Sphagnum maguellanicum y perlita (40-40-20,

VIVIV).

El esquema experimental que se muestra en la Figura 2 permite visualizar los diferentes
sistemas de siembra-conduccion (tradicional sobre mesadas y flotante (Figuras 2A y B
respectivamente), el estadio de asperjado de AIA, NPA, TIBA y dopamina (Figura 2C), y la
conduccidn pos-trasplante inicialmente a lo que se denomina “cantero cerrado” (Figura 2D) y
con posterioridad con mayor separacion para evitar el sombreado entre plantas vecinas (Figura
2E).
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Siembra- Asperjado con Trasplante Pos-trasplante
Conduccion AlA, NPA, macetas
TIBA

Tradicional

Figura 2. Esquema experimental implementado: Sistema tradicional (A); Sistema flotante (B);
Estadio de aplicacion de AIA, NPA, TIBA y dopamina (C); Conduccién pos-trasplante a
cantero cerrado (D); Conduccion pos-trasplante a cantero abierto (E).

Tanto la fertilizacion en el sistema flotante como en el tradicional se realizé con un
fertilizante soluble (Hakaphos® Rojo 18-18-18, N-P,0s-K-0) segun las dosis recomendadas

por Styer & Koranski (1997), quien sugirio dividir la etapa de propagacidn en cuatro estadios:

e Estadio 1: desde siembra hasta aparicion de radicula

e Estadio 2: desde la aparicion de la radicula hasta la aparicion de los cotiledones

e Estadio 3: desde la aparicion de los cotiledones hasta la expansion del primer par de
hojas verdaderas

e Estadio 4: desde la expansion de las hojas verdaderas hasta el trasplante.

Durante el estadio 1, se agregaron 50 - 22 - 41,5 mg L™ de N-P-K una vez por semana;
para el estadio 2, 50 - 22 - 41,5 mg L™ de N-P-K dos veces por semana; para el estadio 3, 100
- 33-62,3mg L de N-P-K dos veces por semana y para el estadio 4, 150 - 66 - 124,5 mg L
de N-P-K dos veces por semana. El sistema flotante fue provisto de oxigenacién continua

mediante un burbujeador.

Se realizé una cosecha en el momento del trasplante y tres cosechas adicionales cada 20

dias, registrandose en cada oportunidad el peso en fresco de tallos, hojas, raices y flores. Se



37

sometio cada 6rgano a un secado a 80°C durante 96 horas. Se determind el nimero de hojas por

planta y el area foliar de cada hoja se estimé con el sofware ImageJ®.

La productividad a nivel planta aislada y sus variables relacionadas fueron calculadas

segun lo planteado por Di Benedetto & Tognetti (2016):

La tasa de crecimiento relativo RGR (g g™* dia™) (por sus iniciales en inglés “Relative
Growth Rate”) fue determinada como la pendiente (kw) de la recta de regresion que surge de
graficar el logaritmo natural del peso seco (W) de cada observacién en las diferentes cosechas,

en funcidn de los dias desde la siembra (t) segun la siguiente relacion:

La tasa de expansion foliar relativa RLAER (cm? cm™ dia™) (por sus iniciales en inglés
“Relative Leaf Area Expansion Rate”) fue calculada como la pendiente (ka) de la recta de
regresion del logaritmo natural del area foliar total por planta (A) de cada observacion en las
diferentes cosechas en funcion del tiempo desde el inicio del experimento, segun la siguiente

relacion:

RLAE = 1ad
T Adt

La tasa de aparicion de hojas RLA (hojas dia™) (por sus iniciales en inglés “Rate of
Leaf Appearance”) es la pendiente de la recta de regresion que surge de graficar el nimero de

hojas en funcion del tiempo desde la siembra reflejada en la siguiente relacion:

dhojas

RLA =
dt

La tasa de asimilacion neta NAR (g cm? dial) (por sus iniciales en inglés “Net

Assimilation Rate™) se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

k,, Wyekwt
NAR = ————
Aoeka t
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Donde W es la ordenada de origen de la linea de regresion que relaciona el peso seco
total en el momento cero del calculo (g), Ao es la ordenada de origen de la linea de regresion
que relaciona el &rea foliar total en el momento cero del calculo (cm?) y e, es la base de los

logaritmos naturales.

La relacion de area foliar LAR (cm? g) (por sus iniciales en inglés “Leaf Area Ratio”)
se determind a partir de la siguiente ecuacion:

kat
Aoe

LAR = K,/ —————
al kWWOQkWt

Donde W es la ordenada de origen de la linea de regresion que relaciona el peso seco

total en el momento cero del calculo (g), Ao es la ordenada de origen de la linea de regresion

que relaciona el area foliar total en el momento cero del calculo (cm?) y e, es la base de los

logaritmos naturales.

El area foliar especifica SLA (cm?g™) (por sus iniciales en inglés “Specific Leaf Area”)

se determind a partir de la siguiente relacion:
SLA = 4
W

Donde A corresponde al area foliar individual y W al peso foliar individual sobre una

base de peso seco.

La relacion de peso foliar LWR (g g%) (por sus iniciales en inglés “Leaf Weight Ratio”)
se calcul6 a través del cociente entre la masa foliar y la masa total de la planta sobre una base

de peso seco.
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Las relaciones alométricas entre raices y parte aérea, y entre hojas y tallo (coeficiente
B) fueron determinadas como la pendiente de la recta que relaciona dichos valores de peso seco

transformados logaritmicamente.

La relacion raiz/parte aérea se determind a partir del peso seco de las raices y los 6rganos

aéreos de cada cosecha particular.

El experimento se ajusto a un arreglo factorial de tres factores (sistema de propagacion
- tamafio de celda - asperjado con reguladores de crecimiento) con 2, 4 y 5 niveles
respectivamente. Un total de 40 tratamientos asignados de manera completamente aleatoria a
las unidades experimentales. Los datos, excepto RGR, NAR, LAR, RLAER, RLA, SLA, LWR
y el coeficiente B, fueron analizados mediante Infostat® y sometidos a un analisis de varianza
ANOVA con un nivel de significacion de 0,05. Asimismo se validaron los supuestos del analisis
de varianza. Las comparaciones se realizaron mediante el test LSD de Fischer con el nivel de
significacién mencionado. Los valores de las pendientes de las regresiones fueron contrastados
mediante el paquete estadistico SMATR (Warton et al., 2012). Dado que las diferencias entre

ambos experimentos fueron minimas, los resultados se expresaron en forma combinada.
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CAPITULO 3
Comparacion de la propagacion en bandejas multicelda con y sin sistema flotante.
3.1. INTRODUCCION

La productividad de las plantas propagadas en bandejas multicelda se relaciona
positivamente con el medio ambiente, pero se ve afectada negativamente por la restriccion
radical que se genera (Di Benedetto et al., 2020a). La raiz pivotante se atrofia y el desarrollo
pos-trasplante del sistema radical se realiza a través de raices adventicias. Se ha documentado
que la restriccion radical es el estrés fisico impuesto al sistema de raices cuando las plantas se
cultivan en recipientes pequefios y conduce a una disminucion pronunciada en el crecimiento
de raices y brotes tanto en la etapa de trasplante como durante el pos-trasplante (Di Benedetto
et al., 2020a).

Partiendo del supuesto de que las respuestas de las plantas se asocian principalmente
con una sefializacion hormonal negativa de las raices cuando crecen en un volumen limitado,
se han propuesto varias estrategias para optimizar el crecimiento de las plantas (De Lojo et al.,
2017, 2019a, b). Debido a que el sindrome de la restriccion radical parece estar relacionado con
una disminucion tanto en la elongacion apical como en la ramificacion de la raiz, el crecimiento
de las plantulas en un sistema de bandejas multicelda flotante seria una alternativa razonable

para aumentar la productividad pre- y pos-trasplante.

El sistema flotante tiene muchas ventajas, como su simplicidad, funcionalidad, bajo
costo operativo, alta densidad de plantas y produccion temprana, uso Optimo de agua y
nutrientes y estandarizacion de la produccidn a escala industrial. Sin embargo, los datos sobre
la eficiencia comparativa del crecimiento de los sistemas flotantes y tradicionales de produccion
en bandejas multicelda son escasos y se limitan a hortalizas tales como pimiento, tomate y
lechuga (Siaga et al., 2018; Ozer, 2018; Giménez et al., 2020).

En todos los informes publicados, las respuestas estudiadas se han limitado al
rendimiento, la longitud de la raiz, el peso fresco de la raiz, la altura del tallo, el peso fresco y
el didmetro del tallo, el nUmero de hojas por planta, el peso fresco de las hojas y el peso fresco
total de la planta. Falta un enfoque basado en el analisis del crecimiento y los mecanismos

fisiolégicos involucrados.
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Por lo tanto, el primer objetivo de mi proyecto fue evaluar la acumulacién de biomasa
pre-trasplante en plantas cultivadas en diferentes volumenes de celdas y la respuesta a dos
sistemas de propagacion (bandejas multicelda sobre mesadas y un sistema flotante) en la

especie ornamental Impatiens walleriana.
3.2. RESULTADOS

Cuando se analizé el peso fresco total de plantas de I. walleriana al momento de
trasplante (Figura 3.1) se pudo observar tanto en aquellas provenientes del sistema flotante
como del tradicional, una disminucion a medida que aumentaba el nimero de celdas por
bandeja, sin embargo, estadisticamente, en el sistema tradicional no hubo distincién entre

bandejas de 512, 288 celdas y entre bandejas de 50 y 128 celdas.

Comparando entre sistemas, en general las plantas provenientes del sistema flotante
presentaron un mayor peso fresco total al momento del trasplante, contando con diferencias

estadisticamente significativas en bandejas de 288 y 50 celdas.
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Figura 3.1. Efecto del nimero de celdas por bandeja y del sistema de propagacion sobre la
acumulacion de peso fresco total en plantas de Impatiens walleriana en el momento del
trasplante. Sobre cada barra se indica el error estandar del peso fresco total. Se indica la minima
diferencia significativa obtenida con la prueba LSD de Fischer (a = 0,05): DMSpeso fresco total =
0,169 g planta™.

Esta tendencia entre bandejas con distintos nimeros de celdas se mantuvo al analizar la
acumulacion de biomasa sobre una base de peso seco pero solo para plantas provenientes del

sistema tradicional (Figura 3.2A), ya que aquellas provenientes del sistema flotante no
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presentaron diferencias significativas entre bandejas de 128, 288 y 50 celdas diferenciandose

solo las plantas de bandejas de 512 celdas (Figura 3.2B).

Al analizar lo sucedido entre ambos sistemas, se encontraron marcadas diferencias en
acumulacion de materia seca total al momento de trasplante, a favor del sistema flotante para

todos los tamaiios de celda evaluados.

Observando la distribucién de materia seca entre raices y parte aérea (Figuras 3.2A 'y B)
y comparando los pesos secos radicales de las plantulas provenientes de bandejas con diferente
numero de celdas al momento del trasplante, en el sistema tradicional se observo una tendencia
decreciente a medida que disminuyo el volumen de celda, pero sin diferencias significativas
entre las plantas provenientes de bandejas de 512 y 288 ni entre aquellas provenientes de
bandejas de 128 y 50 celdas, pero si entre ambos grupos.
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Figura 3.2. Efecto del nimero de celdas por bandeja sobre la acumulacion de peso seco en el
momento del trasplante en plantas de Impatiens walleriana propagadas a través de un sistema
tradicional (A) o en bandejas flotantes (B). Sobre cada barra se grafica el error estandar del peso
seco total. Se indica la minima diferencia significativa obtenida con la prueba LSD de Fischer

(o = 0,05): DM Speso seco total — Tradicional = 0,00999 g p|anta'1 Y DM Speso seco total — Flotante = 0,011 g
planta™.

En el sistema flotante solo se diferencio el tratamiento correspondiente a bandejas de 50
celdas, mientras que plantas provenientes de bandejas de 128, 288 y 512 celdas no presentaron
deferencias significativas en el peso seco de raices. La materia seca de los 6rganos aéreos en

las plantas del sistema tradicional se comportd de igual manera que el peso seco de las raices,
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habiendo diferencias solo entre los grupos de plantas provenientes de bandejas con 512 o 288

celdas y los de 50 0128 celdas.

Esta variable en el sistema flotante no mostré respuesta al nimero de celdas por bandeja.
Cuando se comparo el efecto del sistema de propagacidn sobre la materia seca radical no hubo
diferencias claras entre los distintos tamafios de celda. Sin embargo, la materia seca aérea si
tuvo una clara respuesta al sistema de propagacion, siendo mucho mayor en plantas del sistema
flotante (Figura 3.2A).

De la misma manera que el peso fresco total, el area foliar tuvo un comportamiento
descendente a medida que aumentaba el nimero de celdas por bandeja para ambos sistemas
(Figura 3.3). Exceptuando las bandejas con 288 y 128 celdas del sistema tradicional, que no se
diferenciaron estadisticamente entre si, el resto de las plantas presentaron diferencias
significativas en superficie foliar total al momento del trasplante. La comparacion entre
sistemas arrojo diferencias significativas de area foliar a favor del sistema flotante para todos

los tamarios de celda evaluados.
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Figura 3.3. Efecto del nimero de celdas por bandeja y el sistema de propagacién sobre la
expansion de area foliar en el momento del trasplante en plantas de Impatiens walleriana. Sobre
cada barra se indica el error estdndar del &rea foliar total. Se indica la minima diferencia
significativa obtenida con la prueba LSD de Fischer (o = 0,05): DMSArea foliar = 2,191 cm?
planta™.

La RGR calculada para toda la etapa de propagacién (Cuadro 3.1) mostrd valores
significativamente mayores para plantas provenientes del sistema flotante, situacion que se

mantuvo para todos los nimeros de celda por bandeja evaluados, variando entre un 15% y un



44

45%. Cuando se analizaron el componente fisioldgico, NAR, y el componente morfoldgico,
LAR, de la RGR, se obtuvieron mayores valores de NAR en plantas cultivadas en el sistema
flotante para los cuatro nimeros de celdas por bandeja evaluados. Las mayores diferencias de
NAR entre sistemas se dieron en bandejas con 512 y 288 celdas (77% y 128% mayor
respectivamente). En cuanto a LAR los menores valores, entre un 28% y un 45%, fueron

encontrados en el sistema flotante para los cuatro nimeros de celda por bandeja utilizados.

El efecto del tamafio de bandeja multicelda sobre la RGR fue significativo tanto en el
sistema flotante como en el tradicional, encontrandose los mayores valores en bandejas de 50
y 128 celdas y los menores en bandejas de 288 y 512 celdas. Las mayores magnitudes de NAR
se dieron en bandejas de 50 y 128 celdas, en ambos sistemas, mientras que LAR mostro los
mayores valores en las bandejas de 50 celdas, y las menores magnitudes en las bandejas de 512,
288 celdas y 512 celdas para el sistema tradicional y flotante respectivamente.

Cuadro 3.1. Efecto del numero de celdas por bandeja y el sistema de propagacion sobre la tasa
de crecimiento relativo (RGR), la tasa de asimilacion neta (NAR) y la relacion de area foliar
(LAR) en plantas de Impatiens walleriana durante la fase de siembra-trasplante. Letras
mayusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre
sistemas de propagacion y letras mindsculas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre
bandejas con distinto nimero de celdas. La probabilidad que la pendiente de RGR sea cero fue
P <0,001.

Celdas RGR NAR LAR
bandeja* (g gt diat) (g cm2 dia?) x 10 (cm? g?)
Tradicional | Flotante | Tradicional | Flotante | Tradicional | Flotante
512 0,0701cB | 0,1023dA 4,36¢B 7,75dA 135,37cA | 105,21cB
288 0,0887bB | 0,1136CcA 4,60bB 10,49cA 139,32cA | 108,29hB
128 0,1066aB | 0,1226bA 7,77aB 11,39bA 160,61bA | 110,39bB
50 0,1082aB | 0,1257aA 7,87aB 11,65aA 192,64aA | 132,05aB

Se hallaron correlaciones positivas entre NAR y RGR en plantas provenientes del
sistema tradicional (r> = 0,857; P < 0,001) y del sistema flotante (r? = 0,949; P < 0,001) (Figura
3.4A). Las relaciones NAR y RGR del sistema flotante se ubicaron en general por encima de
las del sistema tradicional. Por otro lado LAR en funcion de RGR también arrojo correlaciones
positivas entre ambas variables tanto en el sistema tradicional (r? = 0,683; P < 0,001) como en
el flotante (r? = 0,548; P < 0,001) (Figura 3.4B). Los mayores valores de LAR se dieron en el
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sistema tradicional pero en general a menor RGR. Las funciones ajustadas a cada tipo de

sistema fueron significativamente distintas.
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Figura 3.4. Relacion entre la tasa de asimilacion neta (NAR) (A), la relacion de area foliar
(LAR) (B) y la tasa de crecimiento relativo (RGR) para plantas de Impatiens walleriana
cultivadas en un sistema tradicional (simbolos vacios) y un sistema flotante (simbolos llenos)
en bandejas con diferente nUmero de celdas. Las ecuaciones de regresion lineal fueron:
NARTragicional = 99,89 RGR — 3,18 (r? = 0,857; P < 0,001); NARFiotante = 99,89 RGR — 8,89 (r?
=0,949; P < 0,001); LARTradicional = 1212,80 RGR + 43,71 (r? = 0,683; P < 0,001); LARFiotante
= 861,83 RGR + 13,97 (r? = 0,548; P < 0,001).

En el Cuadro 3.2 se ha cuantificado la aparicion de hojas durante la etapa de propagacion
a través de RLA, que fue estadisticamente mayor (entre un 11% y un 30%) en las plantas
provenientes del sistema flotante para los diferentes numeros de celdas por bandeja. El efecto
del nimero de celdas por bandeja sobre la RLA fue significativo cuando se compar6 entre los
distintos tamarios de celdas, encontrandose los valores maximos de RLA en las bandejas de 50
celdas para ambos sistemas. Se verificd una tendencia decreciente de RLA a medida que

disminuia el tamafio de la celda en la bandeja.

La expansion foliar, cuantificada a través de la RLAER, fue mayor en las plantas del
sistema flotante excepto para las bandejas con 288 celdas donde el sistema de propagacion no
mostrd impacto alguno. Las diferencias en RLAER a favor del sistema flotante oscilaron entre
un 3% y un 20%. Los maximos resultados de RLAER se dieron en las bandejas de 50 celdas en
ambos sistemas, y en general una disminucion a medida que aumentaba el nimero de celdas
(Cuadro 3.2).
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En la Figura 3.5 se muestra una vista inferior de las bandejas multicelda y el
comportamiento del sistema radical cuando la plantula crecio en el sistema de propagacion
tradicional (A) y en el flotante (B). En el caso de la figura 3.5A las raices no logran emerger a
través del orificio de drenaje mientras que en la figura 3.5B, el sistema radical, si bien al
comienzo ocupa la totalidad del volumen de la celda, a partir de ese momento comienza a

emerger a través del orificio de drenaje de la bandeja flotante hacia la solucion nutritiva.

Cuadro 3.2. Efecto del numero de celdas por bandeja y el sistema de propagacion sobre la tasa
de aparicion de hojas (RLA) y la tasa relativa de expansion foliar (RLAER) en el momento del
trasplante en plantas de Impatiens walleriana. Letras mayusculas distintas indican diferencias
estadisticamente significativas (P < 0,05) entre sistemas de propagacion y letras mindsculas
indican diferencias significativas (P < 0,05) entre las bandejas con diferente nimero de celdas.
La probabilidad que la pendiente de RLA y RLAER sea cero fue P < 0,001.

Celdas RLA RLAER
bandeja* (hojas diat) (cm? cm2 diat)
Tradicional | Flotante | Tradicional Flotante

512 0,1235dB | 0,1382cA | 0,1130cB 0,1363cA
288 0,1297cB | 0,1676bA | 0,1356bA 0,1365cA
128 0,1568bB | 0,1838aA | 0,1388bB 0,1443bA
50 0,1622aB | 0,1838aA | 0,1416aB 0,1494aA

Figura 3.5. Efecto del sistema de propagacion tradicional de bandejas multicelda (A) y un
sistema flotante (B) sobre la apariencia de la raiz a través del orificio de drenaje en plantulas de
Impatiens walleriana.

En la Figura 3.6A se pueden ver relaciones positivas entre RLA y el area foliar total en
el sistema flotante (r> = 0,860; P < 0,001) y en el sistema tradicional (r> = 0,888; P < 0,001).
Por su parte en la Figura 3.6B se observa una correlacion positiva entre RLAER y el area foliar
total en el sistema tradicional (r> = 0,903; P < 0,001) y en el sistema flotante (r> = 0,804; P <

0,001). Las mayores pendientes de las funciones se dieron al relacionar RLA en funcion de la
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superficie foliar total. Por otro lado, no hubo efecto del tipo de sistema de propagacion sobre
las funciones de regresion obtenidas para las correlaciones entre RLA, RLAER y superficie

foliar.
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Figura 3.6. Relacion entre tasa de aparicion de hojas (RLA) (A), tasa relativa de expansion de
area foliar (RLAER) (B) y area foliar total al momento del trasplante en plantas de Impatiens
walleriana cultivadas en un sistema tradicional (simbolos vacios) y un sistema flotante
(simbolos llenos) en bandejas con cuatro nimeros de celdas distintos. Las ecuaciones de
regresion lineal fueron: RLATragicional = 0,0065 AF + 0,1088 (r? = 0,860; P < 0,001); RLAFiotante
=0,0065 AF + 0,0995 (r* = 0,888; P<0,001); RLAEragicional = 0,002 AF + 0,1235 (r? = 0,903;
P < 0,001); RLAEFiotante = 0,0042 AF + 0,1042 (r? = 0,804; P < 0,001).

SLA (sobre una base de peso seco) disminuyé a medida que el volumen de celda por
bandeja era mayor (Cuadro 3.3), esto ocurrio tanto en el sistema tradicional como en el flotante,
sin diferencias entre bandejas de 50 y 128 celdas para los dos sistemas, ni entre bandejas de 512
y 288 celdas para el sistema tradicional. Sin embargo, los menores valores comparando entre
bandejas con un mismo numero de celdas, pero bajo distinto sistema de propagacion, se dieron
en el flotante mientras que en el tradicional, SLA (sobre una base de peso seco) fue mas del
doble en todos los casos. El espesor de las hojas, reflejado en SLA sobre una base de peso
fresco, tuvo el mismo comportamiento que SLA-seco pero con diferencias de menor magnitud

cuando se comparo entre tamafio de celdas y tipo de sistema.

A medida que el nimero de celdas por bandeja fue mayor, LWR alcanzo6 los maximos
valores en la etapa de propagacion, sin diferencias en las bandejas con 512 y 288 celdas
correspondientes al sistema flotante. Cuando se analizé lo sucedido entre sistemas, LWR fue

siempre estadisticamente mayor en el flotante (Cuadro 3.3).
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Cuadro 3.3. Efecto del numero de celdas por bandeja y el sistema de propagacion sobre el area
foliar especifica (SLA) (sobre una base de peso seco y fresco) y la relacion de peso foliar (LWR)
durante la fase de siembra-trasplante en plantas de Impatiens walleriana. Letras mayusculas
distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre sistemas de
propagacion y letras mindsculas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre bandejas con
diferente niUmero de celdas.

Celdas SLA-seco SLA-fresco LWR
bandeja” (cm? g) (cm? g% (99"

Tradicional | Flotante | Tradicional | Flotante | Tradicional | Flotante

512 914,55aA | 341,97aB | 36,16aA 34,36aA 0,505aB 0,676aA
288 748,16bA | 330,94bB | 35,19aA 28,66bB 0,478bB 0,673aA
128 680,90bA | 294,49cB | 33,06bA 25,03cB 0,432cB 0,632bA
50 413,20dA | 181,63dB | 33,32bA 25,71cB 0,397dB 0,574cA

Para la variable RRGR se registrd una relacién creciente a medida que aumentaba el
volumen de celda, tanto en el sistema flotante como tradicional con diferencias estadisticas
entre bandejas con diferente nimero de celdas (Cuadro 3.4). Analizando el crecimiento del
sistema radical y comparando entre sistemas a un nivel fijo del factor namero de celdas por
bandeja, resulté que RRGR fue mayor en el sistema flotante solo para bandejas con 512 y 50
celdas, mientras que fue superior en el sistema tradicional para bandejas con 288 y 128 celdas.

El resultado no fue totalmente a favor o en contra de un sistema u otro.

La relacion raiz/parte aérea calculada al momento del trasplante fue estadisticamente
mayor en las plantas provenientes del sistema tradicional para los cuatro nameros de celda por

bandeja evaluados (Cuadro 3.4).

Tanto SLA-seco como LWR en funcion de RGR arrojaron ecuaciones de regresion
estadisticamente distintas para cada sistema, correspondiéndole los menores valores de SLA-
seco y los mayores de LWR al sistema flotante. Se encontraron relaciones negativas entre SLA-
seco y RGR, tanto en el sistema tradicional (r> = 0,756; P< 0,001) como en el flotante (r*> =
0,629; P < 0,001) (Figura 3.7A). El patron de respuesta para LWR en funcion de RGR en el
sistema tradicional (r> = 0,895; P < 0,001) y en el flotante (r> = 0,714; P < 0,001) (Figura 3.7B)

fue también similar.
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Cuadro 3.4. Efecto del nimero de celdas por bandeja y del sistema de propagacion sobre la
tasa de crecimiento relativa de la raiz (RRGR) y la relacion raiz/parte aérea durante la
propagacion. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas distintas entre
bandejas con diferente nimero de celdas (P < 0,05) y letras mayusculas indican diferencias
significativas (P < 0,05) entre sistemas de propagacion. La probabilidad que la pendiente de la
RRGR sea cero fue P < 0,001.

Celdas RRGR o )
b o Relacion raiz/parte aérea
andeja (9 9" day”)
Tradicional | Flotante | Tradicional Flotante
512 0,0986dB | 0,1107dA | 0,473cA 0,376aB
288 0,1211cA | 0,1166¢cB | 0,519bA 0,376aB
128 0,1477bA | 0,1316bB | 0,848aA 0,161cB
50 0,1454aB | 0,1495aA | 0,853aA 0,193bB

En la Figura 3.7C se correlaciond SLA-fresco y NAR encontrandose una relacion
negativa entre ambos estimadores con diferencias entre tipo de sistema de propagacion. Los
menores valores de SLA-fresco se verificaron en el sistema flotante asociados a su vez a los

mayores de NAR. A medida que SLA-fresco disminuye, aumenta el espesor foliar.
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Figura 3.7. Relacion entre area foliar especifica en base de peso seco (SLAseco) (A), relacion
de peso foliar (LWR) (B) y tasa de crecimiento relativo (RGR) al momento de trasplante en
plantas de Impatiens walleriana cultivadas en un sistema tradicional (simbolos vacios) y un
sistema flotante (simbolos llenos) en bandejas con cuatro nimeros de celdas distintos. Las
ecuaciones de regresion lineal fueron: SLAseco - Tradicional = -5531,00 RGR + 1636,80 (r? = 0,756;
< 0,001); SLASeco - Flotante = -5532,00 RGR + 929,13 (r? = 0,629; P < 0,001); LWRragicional = -
2,58 RGR + 0,69 (r? = 0,895; P < 0,001); LWRFiotante = -3,82 RGR + 1,08 (r> = 0,714; P <
0,001). En la sub-figura C se indica la relacion entre el area foliar especifica (sobre una base de
peso fresco) (SLAFresco) Y la tasa de asimilacion neta (NAR). Las ecuaciones de regresion lineal
fueron: SLAFresco_Tradicional = '0,75 NAR + 42,27 (I’2 = 0825, P < 0,001), SLAFresco_Flotante = -
1,89 NAR + 40,08 (r? = 0,739; P < 0,001).

3.3. DISCUSION

Resultados recientes en I. walleriana confirmaron que a menor numero de celdas por
bandeja, mayor area foliar total en la etapa de pre-trasplante en plantas cultivadas en el sistema
tradicional sobre plataformas de madera (Di Benedetto y Klasman, 2007). Sin embargo, las
areas foliares mas altas para bandejas con diferente nimero de celdas se encontraron en plantas

propagadas en el sistema flotante (Figura 3.1).

Los resultados encontrados en el sistema tradicional concuerdan con los de Ozer (2018)
en tomate y con reportes previos realizados en plantas de I. walleriana (De Lojo et al., 2017,
2019a, b). Por el contrario, estos resultados no concuerdan con los de Dintcheva (2017), quien
sugirio que el tamafio de la celda no afectaba significativamente el crecimiento de las plantas
de tomate, aunque el nimero de celdas de la bandeja de sus experimentos vari6 solo entre 70 y
104.
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Las diferencias en area foliar total entre plantas provenientes de diferente nimero de
celdas por bandeja y sistemas de propagacion fueron el resultado de valores més altos de RLA
y RLAER (Cuadro 3.1). Informes previos en lechuga han demostrado que el sistema flotante
permite obtener un alto nimero de hojas (Monteiro et al., 2020), pero no habia datos sobre el

desarrollo del area foliar, que comparen el sistema flotante con las bandejas tradicionales.

Estéticamente, el principal rasgo relacionado con la calidad de la planta para la
aceptacion comercial de las plantas ornamentales es el area foliar total. Al respecto, los
resultados que se muestran en la Figura 3.1y el Cuadro 3.2 indican que el sistema flotante seria
una alternativa tecnoldgica para obtener plantas con mayor area foliar en el momento del

trasplante en todos los nimeros de celda por bandeja probados.

El desarrollo del area foliar se puede caracterizar por medio de tres estimadores de

crecimiento:

. RLA: que es un estimador de la iniciacion de hojas y la longitud del Plastocrono.

. RLAER: que permite cuantificar la expansion foliar.

. SLA: que caracteriza el espesor de la hoja y se relaciona positivamente con la tasa

fotosintética.

Una afirmacion general es que la produccion de biomasa aumenta tanto a través de la
aparicién como de la expansion de las hojas y que los foto-asimilados de las hojas son la fuerza
para la iniciacion y el crecimiento de raices, brotes y hojas (Lu et al., 2020). Los cambios en el
area foliar total estan relacionados principalmente con la capacidad del &pice meristematico
para iniciar y expandir primordios foliares. Los mismos estan respaldados por los altos
coeficientes de correlacion (r? entre 0,804 y 0,903) que se muestran en la Figura 3.2 entre RLA,
RLAER vy el area foliar expandida en el momento del trasplante. Estos coeficientes también
indican la importancia tanto de RLA como de RLAER para el area foliar total expandida

durante el pre-trasplante, independientemente del sistema de cultivo utilizado.

Es también un hecho conocido que una mayor biomasa acumulada en el momento del
trasplante asegura una mayor tasa de crecimiento en el pos-trasplante (Di Benedetto et al.,
2020a). Con respecto al peso fresco total acumulado al final de la etapa de trasplante en mis

experimentos, los mejores resultados se encontraron en las plantas de 1. walleriana cultivadas
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en las bandejas con menor nimero de celdas (50 celdas). Las plantas cultivadas en el sistema
flotante mostraron diferencias crecientes en relacion con las cultivadas en el medio tradicional

sobre plataformas de madera (Figura 3.3).

Cuando las plantas se secaron hasta peso constante a 80°C durante 96 horas y se registro
el peso seco, las diferencias estadisticas entre tratamientos aumentaron considerablemente
(Figura 3.4). De esta manera, los datos de los sistemas tradicionales y flotantes mostraron un
efecto claro del niamero de celdas por bandeja sobre la acumulacion de biomasa total en el

momento del trasplante.

La hipdtesis de que el peso fresco de la parte aérea acumulado durante el pre-trasplante
esta estrechamente relacionado con el peso fresco de las raices (Di Benedetto et al., 2020a) seria
también validada por la disminucion de la restriccion de raices en plantas cultivadas en el

sistema flotante.

Cuando las plantulas se cultivaron en bandejas en forma tradicional (sobre mesadas de
madera), el crecimiento tendia a ser proporcional al numero de celdas por bandeja porque las
raices que salen por el orificio de drenaje generalmente mueren. Por otro lado, las raices del
sistema flotante permanecen funcionales hasta el trasplante. Este efecto visual sugiere que las
plantas del sistema flotante tienen un sistema de raices mas grande que el que se esperaria a

partir del volumen de cada celda en particular.

En el sistema tradicional, el volumen limitado de la celda restringe el crecimiento
vertical de la raiz cuando el meristema apical de la raiz alcanza el fondo de la celda (Figura
3.5A). Por lo tanto, tanto el crecimiento de la raiz primaria como la ramificacion de la raiz
disminuyen y, presumiblemente, la concentracion de citocininas, la principal hormona
enddgena sintetizada por el meristema apical de la raiz, probablemente también disminuya
(Kotov & Kotova, 2015). Las plantulas cultivadas en bandejas multicelda pueden mostrar un
sistema de raices bien desarrollado con raices blancas y sin dafio, pero con un crecimiento
alrededor de la celda (Di Benedetto et al., 2006; De Lojo et al., 2017), lo que puede limitar la
translocacion de citocininas. La ausencia de este Ultimo efecto en plantas provenientes de
bandejas flotantes (Figura 3.5B) explicaria las diferencias en area foliar y acumulacion de

biomasa en relacion al sistema tradicional.
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Se ha indicado que las raices no solo proveen de nutrientes y anclaje a las plantas sino
también se encargan de censar las condiciones fisico-quimicas del medio en el que crecen y de
enviar sefiales a la parte aérea generando asi cambios en el crecimiento y el metabolismo, que
le permiten a la planta adaptarse al medio en el que crece (Maurel et al., 2010; Kolb et al., 2017)
y que esta relacion es controlada por un mecanismo fisioldgico de naturaleza hormonal (Bartoli
et al., 2013; Zwack & Rashotte, 2015).

Estudios previos han indicado que las respuestas de las plantulas al tamafio de la celda
en la bandeja multicelda estarian integradas principalmente por los niveles enddgenos de
citocininas (Zwack & Rashotte, 2015). Aunque las citocininas se producen en todos los tejidos
del vegetal y sus diversas formas cumplen distintas funciones, la principal fuente son las raices
y ante una disminucién o aumento de su biomasa, menor o mayor es la produccion y transporte
via xilema de ribosidos de zeatina o citocininas en forma libre o bioldgicamente activa (Kotov
& Kotova et al., 2015).

Las citocininas endogenas sintetizadas en las raices se transportan a los brotes a través
del xilema. Aungue la concentracién neta de citocininas que alcanza el meristema apical es el
resultado de sus tasas de sintesis y degradacion, la sintesis de citocininas aumenta con el tamafio
del sistema radical (Di Benedetto et al., 2020a, b).

Aunqgue el area foliar determina la capacidad de la planta para interceptar la luz
fotosintéticamente activa, el RGR cuantifica la acumulacion de biomasa. Las diferencias en el
peso seco total en la etapa de trasplante parecen explicarse por una RGR mas alta debido a
diferencias en la respuesta a bandejas con diferente nimero de celdas y al sistema de
propagacion. Cuando los valores de RGR se desagregaron en NAR y LAR, ambos aumentaron
de acuerdo con una disminucion en el nimero de celdas por bandeja. Por otro lado, los valores

mas altos en cada caso se encontraron en las plantas del sistema flotante (Cuadro 3.3).

Se encontraron relaciones positivas entre NAR (Figura 3.6A), LAR (Figura 3.6B) y
RGR en plantas de I. walleriana, con diferencias significativas entre los dos sistemas de
propagacion probados. Por otro lado, se encontraron relaciones negativas entre SLA tanto en
una base de peso seco (Figura 3.6C) como fresco (Figura 3.6E), LWR (Figura 3.6D) y RGR,
con diferencias significativas entre los sistemas de propagacion evaluados. Los datos

concuerdan con reportes previos de nuestro laboratorio en plantas de I. walleriana propagadas
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en bandejas multicelda sobre plataformas de madera (sistema tradicional) (De Lojo et al., 2017,
2019a, b). Por otro lado, cuando LAR fue desagregado en SLA y LWR, los resultados de las
regresiones muestran que SLA tiene la mayor pendiente (que indica la variacién de SLA o LWR
por variacion unitaria de RGR) que LWR, por lo que seria el factor que mas estaria afectando
a LAR y por ende RGR.

Aunqgue las actividades meristematicas y el alargamiento celular son dos factores
cruciales que determinan la tasa de crecimiento vegetativo, la produccion total de biomasa de
una planta en particular esta muy influenciada por la eficiencia de la fotosintesis, que
proporciona materias primas para el crecimiento vegetativo. A su vez, la eficiencia fotosintética
influye en gran medida en la RGR, que finalmente cuantifica la acumulacion de biomasa
(Demura & Ye, 2010). En I. walleriana (Gandolfo et al., 2014) y lechuga (Carnelos etal., 2022),
cuando aumentaba el espesor del mesofilo de la hoja, también lo hacia la tasa fotosintética
méaxima, lo que explica en parte la mayor acumulacion de biomasa en las plantas flotantes,

independientemente del nimero de celdas por bandeja utilizado.

Aunque estudios previos han demostrado la eficiencia del sistema flotante para
diferentes especies bajo cultivos intensivos, hay pocas comparaciones entre este y el sistema
tradicional. Ademas, el enfoque metodologico solo contempla cambios en el numero de hojas
0 peso fresco-seco al momento del trasplante. En contraste, la metodologia de analisis de
crecimiento utilizada en mis experimentos valida los resultados a favor del uso de un sistema

flotante y también muestra los mecanismos fisiologicos involucrados.

Los resultados indicaron que el sistema flotante es capaz de reducir la restriccion radical
de tal manera que aumente la acumulacion de biomasa por unidad de area y tiempo durante la
etapa de propagacion en relacion con el sistema tradicional de conduccion sobre mesadas. Los
mecanismos involucrados incluyeron la iniciacion y expansion de la hoja, la eficiencia
fotosintéetica de la plantay la particion diferencial de los fotoasimilados entre diferentes destinos

potenciales.
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CAPITULO 4

Participacién de las auxinas y las citocininas en el control de los procesos fisioldgicos asociados
con la acumulacion de biomasa

4.1. INTRODUCCION

Aunque la restriccion al crecimiento de raices debido a un volumen pequefio de la celda
en la bandeja multicelda utilizada para la propagacion de especies ornamentales iniciadas por
semilla es un hecho conocido, solo recientemente se ha enfatizado que esta restriccion puede

definir la rentabilidad de un cultivo comercial ornamental (Di Benedetto et al., 2020a).

En los sistemas tradicionales de propagacion en bandeja multicelda, la restriccion de la
raiz que se genera cuando la raiz llega a la base de la celda y se ve obligada a cambiar la
direccion de su crecimiento reduce tanto la tasa de expansion como la ramificacion de la raiz
(Di Benedetto et al., 2006). En ese momento la raiz pivotante se atrofia y el sistema radical pos-
trasplante se apoya en el crecimiento de raices adventicias. Por ello, se ha utilizado la tecnologia
de ‘bandeja flotante’ (que determina una reduccion drastica de la restriccion radicular asociada
al volumen de la celda en la bandeja) para aumentar la eficiencia de la etapa de propagacion
comercial. Los datos del Capitulo 3 han demostrado que el uso de un sistema de bandeja flotante

permite revertir los principales efectos negativos de la restriccion radical.

En general, los efectos de las auxinas y las citocininas sobre el crecimiento del sistema
radical son opuestos (Kurepa et al., 2019). Las citocininas inhiben el crecimiento radical a
través de su efecto sobre la division y diferenciacion del apice radical y sobre el periciclo de la
raiz principal (Gonin et al., 2019), mientras que las auxinas aumentan la masa radical a través

de la diferenciacion de ramificaciones (Gomes & Scortecci, 2021).

Durante los dltimos afios, la evidencia emergente ha demostrado que la aplicacion
exogena de citocininas (como 6-bencilaminopurina, BAP) en diferentes especies ornamentales
(incluida Impatiens walleriana) puede reducir el efecto negativo de los tamafios de celda
limitados (Di Benedetto et al., 2020a). Sin embargo, estudios recientes en Impatiens hawkeri
han sugerido que las auxinas no inhiben la sintesis de citocininas en las puntas de las raices, lo
que indica que ambas hormonas podrian estar participando en la misma secuencia de eventos

asociados con el desarrollo de nuevas raices laterales (Molinari et al., 2020).
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Los efectos de un cambio en la concentracién endégena de citocininas se pueden
observar con la aplicacion de dopamina, la cual ha sido mencionada como antagonista de la
sintesis de citocininas (Christou & Barton, 1989; Van Staden et al., 2008). Sin embargo, Datos
previos en repollito de Bruselas (Lozano-Miglioli et al., 2020) indican que la respuesta al
asperjado con dopamina es compleja y esta asociada, al menos, con las condiciones ambientales

durante el experimento.

Las auxinas pueden actuar promoviendo tanto la divisién como expansion celular en las
hojas conduciendo asi al crecimiento de toda la planta, o pueden actuar de forma indirecta.
Guan et al. (2017) sugirieron que las auxinas actian promoviendo genes en la cara abaxial y
adaxial de las hojas para definir la aparicion de las hojas. Debido a su conocido efecto sobre la
ramificacion de la raiz, las auxinas podrian incrementar el nimero de apices radicales que son
sitios potenciales de produccion de citocininas. En este ultimo caso la promocién del
crecimiento por las auxinas podria imitar lo observado con aplicaciones directas de citocininas
(Di Benedetto et al., 2020a).

Dado que las auxinas son economicas y faciles de adquirir, si pudieran reemplazar a las
citocininas para promover el crecimiento, su uso podria ser de interés productivo. Para
demostrar la participacion de las auxinas en diferentes procesos fisiologicos relacionados con
el rendimiento, se puede bloquear el desarrollo de las raices laterales mediante el uso de
inhibidores del transporte de auxinas (que se sintetizan en el &pice vegetativo del tallo y se
mueven basipetamente por transporte polar), como el &cido naftilftalamico (NPA), que bloguea
las primeras divisiones transversales (Singh et al., 2020; Seo et al., 2021) o el &cido
triyodobenzoico (TIBA), que perturba el movimiento de vesiculas que contienen
transportadores de auxina hacia y desde las membranas celulares (Soeno et al., 2021).

Por lo tanto, si el efecto promotor del crecimiento de las auxinas exdgenas esta mediado
por su translocacion a las raices, es posible plantear la hipotesis de que la aplicacion conjunta
de cualquiera de estos inhibidores del transporte de auxinas bloquea al menos parcialmente la
promocidn del crecimiento. De la misma manera, el asperjado con dopamina bloguea la sintesis

de las citocininas enddgenas.

Con base en esta hipotesis, un segundo objetivo de mi proyecto fue evaluar la

acumulacion de biomasa pre-trasplante en plantas de I. walleriana cultivadas en dos sistemas
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de propagacion (bandejas multicelda conducidas en forma tradicional y en un sistema flotante)
con bandejas de diferentes numero de celdas y el asperjado con una dosis Unica de la auxina
sintética AIA, con dos inhibidores del transporte de auxinas enddgenas (NPA o TIBA) y un

inhibidor de las citocininas enddgenas (dopamina).

4.2. RESULTADOS

Al analizar el area foliar total en el momento del trasplante (Figura 4.1Ay 4.1B) se pudo
observar que, independientemente del tratamiento, las plantas producidas en el sistema flotante
tuvieron las mayores areas foliares por planta, situacion que se verifico tanto para las plantas
testigo, las tratadas con AIA, con inhibidores del transporte de auxinas (TIBAy NPA) y con un

inhibidor de la sintesis de citocininas (dopamina).

Las plantas tratadas con AlA alcanzaron mayores areas foliares al trasplante, pero con
diferencias estadisticamente significativas y de mayor magnitud en el sistema flotante respecto
el tradicional. Por otro lado, tanto las plantulas asperjadas con TIBA, NPA y dopamina
mostraron un efecto negativo sobre el area foliar por planta en ambos sistemas de propagacion,
el cual fue reducido cuando las plantas fueron cultivadas en un sistema flotante, en algunos
casos con valores estadisticamente iguales a las plantas testigo del mismo sistema de

propagacion.
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Figura 4.1. Efecto del asperjado exdgeno de auxinas e inhibidores del transporte de auxinas y
de la sintesis de citocininas endogenas sobre la expansion de area foliar en el momento del
trasplante en plantas de Impatiens walleriana propagadas en diferentes tamafios de celda y dos
sistemas de propagacion, tradicional (A) y flotante (B). Sobre cada barra se indica el error
estandar del area foliar total. Se indica la minima diferencia significativa obtenida con la prueba
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LSD de Fischer (a = 0,05): DMS Area foliar — Tradicional = 1,92 cm? planta_l; DMSArea foliar - Flotante =
3,53 cm? planta™.

En el Cuadro 4.1 se observa que las diferencias de area foliar total a favor de las pantas
provenientes del sistema flotante se atribuyeron tanto a mayores valores de RLA como RLAER,
las diferencias se dieron a favor de las plantas tratadas con AlA 'y a favor de un menor nimero
de celdas por bandeja, situacién que en general se mantuvo tanto para plantas testigo como

asperjadas con AlA, TIBA, NPA y dopamina.

Cuadro 4.1. Efecto del asperjado exdgeno con auxinas e inhibidores del transporte auxinas y
de la sintesis de citocininas endogenas sobre sobre la tasa de aparicion de hojas (RLA) y la tasa
relativa de expansion foliar (RLAER) en el momento del trasplante en plantas de Impatiens
walleriana propagadas en bandejas con diferente nimero de celdas y en dos sistemas de
propagacion. Letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P
< 0,05) entre sistemas de propagacion y letras minudsculas indican diferencias significativas (P
< 0,05) entre bandejas con diferente nimero de celdas. La probabilidad que la pendiente de
RLA y RLAER sea cero fue P < 0,001.

Tratamiento Celdas bandeja* RLA RLAER
(hojas dia™) (cm? cm? dia?)

Tradicional | Flotante | Tradicional | Flotante

Testigo 512 0,1235dB | 0,1382cA | 0,1130dB | 0,1363cA
288 0,1297c¢B | 0,1676bA | 0,1356cA | 0,1365cA

128 0,1568bB | 0,1838aA | 0,1388bB | 0,1443bA

50 0,1622aB | 0,1838aA | 0,1416aB | 0,1494aA

AlA 512 0,1294dB | 0,1881cA | 0,1190cB | 0,1306dA
288 0,1459cB | 0,1818cA | 0,1347bB | 0,1464cA

128 0,2000bB | 0,2324bA | 0,1452aB | 0,1508bA

50 0,2216aB | 0,2703aA | 0,1454aB | 0,1586aA

TIBA 512 0,1324dB | 0,1838dA | 0,1109dB | 0,1452bA
288 0,1405Bc | 0,1941cA | 0,1341cB | 0,1457bA

128 0,1459bB | 0,2054bA | 0,1427bB | 0,1464bA

50 0,1892aB | 0,2432aA | 0,1485aB | 0,1507aA

NPA 512 0,1353cB | 0,1784dA | 0,1148bB | 0,1358cA
288 0,1405bB | 0,1853cA | 0,1330aB | 0,1453bA

128 0,1407bB | 0,2108bA | 0,1346aB | 0,1476bA

50 0,1459aB | 0,2595aA | 0,1350aB | 0,1528aA

Dopamina 512 0,113dB 0,125dA 0,107dB 0,130cA
288 0,126cB 0,158cA 0,124cB 0,132cA

128 0,134bB 0,178bA 0,132bB 0,142bA

50 0,145aB 0,180aA 0,138aB 0,147aA

Cuando se graficaron todas las observaciones de RLA y RLAER en funcion del area
foliar total se verificaron relaciones positivas entre ambas variables (Figuras 4.2A 'y 4.2B). Se

observo mayor influencia de RLA sobre el area foliar que se reflejo en la mayor pendiente de
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la recta de regresion. Las observaciones de mayor magnitud pertenecieron al sistema flotante

independientemente del tratamiento aéreo.
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Figura 4.2. Relacion entre la tasa de aparicion de hojas (RLA) (A), la tasa relativa de expansion
de area foliar (RLAER) (B) y el area foliar total al momento de trasplante en plantas de
Impatiens walleriana cultivadas en bandejas de cuatro tamafios distintos. Los puntos vacios son
las observaciones correspondientes a plantas testigo y aquellas tratadas con AIA, NPA, TIBA
y dopamina en el sistema tradicional y los puntos Ilenos son las observaciones correspondientes
plantas testigo y aquellas tratadas con AIA, NPA, TIBA y dopamina en el sistema flotante. Las
ecuaciones de regresion lineal fueron: RLAagicional = 0,009 AF + 0,091 (r? = 0,780; P < 0,001);
RLAFiotante = 0,0106 AF + 0,086 (r> = 0,671; P < 0,001); RLAEragicionat = 0,004 AF + 0,109 (r?
=0,620; P < 0,001); RLAEFiotante = 0,002 AF + 0,124 (r? = 0,547; P < 0,001).

De la misma manera como ocurrio con el area foliar, se observa en las Figuras 4.3A 'y
4.3B, que tanto las plantas testigo como las que recibieron un tratamiento hormonal tuvieron
mayor incremento en materia fresca total cuando se traté de aquellas propagadas en el sistema
flotante. En ambos sistemas, el tratamiento con AIA produjo los mayores incrementos de
materia fresca total, mientras que con TIBA, NPA y dopamina no mostraron reducciones
unanimes de materia fresca, incluso se registraron aumentos de materia fresca como en las
plantulas provenientes de bandeja con mayor niimero de celdas (512 y 288 celdas bandeja™)
bajo el sistema flotante, y en la mayoria de los casos sin diferencias estadisticas del tratamiento

con estos inhibidores respecto los testigos de cada sistema.

Al observar la acumulacion del peso seco, tanto las plantas testigo, como las asperjadas
con AIA y con los inhibidores del transporte de auxinas (TIBA y NPA) y de la sintesis de
citocininas (dopamina), mostraron mayores acumulaciones de materia seca cuando provenian
del sistema flotante (Figura 4.4B). En el sistema tradicional (Figura 4.4A) el asperjado con AIA

produjo una mayor acumulacion de peso seco principalmente en las bandejas con 512 y 288
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celdas mientras que en las menos restrictivas (128 y 512 celdas bandeja™) no se encontraron
diferencias. En el sistema flotante, el efecto de las auxinas fue mas difuso incluso al comparar

plantas testigo versus asperjadas con AlA en las bandejas con mayor nimero de celdas.
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Figura 4.3. Efecto del asperjado exdgeno de auxinas e inhibidores del transporte de auxinas
sobre la acumulacién de peso fresco total en el momento del trasplante en plantas de Impatiens
walleriana propagadas en diferentes tamafos de celda y dos sistemas de propagacion,
tradicional (A) y flotante (B). Sobre cada barra se indica el error estandar del peso fresco total.
Se indica la minima diferencia significativa obtenida con la prueba LSD de Fischer (a = 0,05):
DM Speso fresco total - Tradicional = 0,14061 g p|anta'1; DM Speso fresco total - Flotante = 0,24629 ¢ planta'l.

El uso de los inhibidores NPA, TIBA 'y dopamina en el sistema tradicional (Figura 4.4A)
produjo leves reducciones de materia seca en las bandejas con 128 y 50 celdas al comparar con
el tratamiento testigo correspondiente. En las bandejas con 512 y 288 celdas lejos de disminuir
el peso seco, este aument6 o no mostré diferencias significativas. En el sistema flotante (Figura
4.4B), la tendencia de reduccion del peso seco ante el tratamiento con estos inhibidores fue mas

clara, no asi en las bandejas con 512 celdas que no presento diferencias.

El andlisis de la capacidad de acumulacion de fotoasimilados reflejada a través de RGR
(Cuadro 4.2) mostro diferencias estadisticas a favor del sistema flotante tanto en las plantas
testigo como en aquellas que fueron tratadas con AlA. Inclusive, las plantas asperjadas con
inhibidores del transporte de auxinas y de sintesis de citocininas presentaron mayor RGR

cuando se desarrollaron en el sistema flotante.
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Figura 4.4. Efecto del asperjado exdgeno de auxinas e inhibidores del transporte de auxinas y
de la sintesis de citocininas sobre la acumulacion de peso seco total en el momento del trasplante
en plantas de Impatiens walleriana propagadas en bandejas con diferente nimero de celdas y
en dos sistemas de propagacion, tradicional (A) y flotante (B). Sobre cada barra se indica el
error estandar del peso seco total. Se indica la minima diferencia significativa obtenida con la
prueba LSD de Fischer (a = 0,05) DMSPeso seco total - Tradicional = 0,01359 g planta'l; DMSPeso seco
total - Flotante = 0,01820 ¢ planta'l.

En las plantas testigo hubo una tendencia clara a aumentar RGR a medida que disminuia
el numero de celdas por bandeja, apoyado también por diferencias estadisticamente
significativas, mientras que en el lote de plantas tratadas con AIA la tendencia al efecto del
namero de celdas por bandeja fue similar. A pesar de los tratamientos con TIBA, NPA y
dopamina, las mayores RGR se siguieron observandose en las bandejas con menor nimero de
celdas por bandeja, decreciendo con un aumento de las mismas, sin embargo en estos casos

hubo un efecto que modifico levemente la respuesta al nimero de celdas.

Cuando se analiz6 lo ocurrido con los componentes de la RGR desagregada en NAR y
LAR, para el componente fisiologico NAR (Cuadro 4.2), a excepcion de pocos casos, los
valores calculados fueron mayores cuando las plantas provenian del sistema flotante

independientemente de si se trataba de plantas testigo o tratadas.

Si bien las diferencias estadisticas no fueron significativas, hubo una tendencia a
incrementar NAR con la disminucion del numero de celdas por bandeja de la misma manera
gue con RGR, situacion que se mantuvo para ambos sistemas y para lotes de plantas testigos y
tratadas con AlA, TIBA, NPA o dopamina.
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El componente morfolégico LAR (Cuadro 4.2), a diferencia del anterior, presento
menores valores cuando las plantulas provinieron del sistema flotante. Esto se cumplio para
cualquier combinacién de los factores tratamiento hormonal y nimero de celdas por bandeja,
con excepcidén de pocos casos donde no hubo diferencias. La tendencia que siguié esta variable
ante el factor numero de celdas fue el mismo que con NAR y RGR, aumentando a medida que
aumentaba el nimero de celdas por bandeja. La respuesta fue similar para las plantas testigo
como para las tratadas con AIA, TIBA, NPA y dopamina, tanto en el sistema flotante como en
el tradicional.

Cuadro 4.2. Efecto del asperjado exdgeno de auxinas e inhibidores del transporte de auxinas y
de la sintesis de citocininas enddgenas sobre la tasa de crecimiento relativa (RGR), la tasa de
asimilacion neta (NAR) y la relacion de area foliar (LAR) al momento del trasplante en plantas
de Impatiens walleriana propagadas en bandejas con diferente numero de celdas y en dos
sistemas de propagacion. Letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticamente
significativas (P < 0,05) entre sistemas de propagacion y letras minudsculas indican diferencias
significativas (P < 0,05) entre bandejas con diferente nimero de celdas. La probabilidad que la
pendiente de RGR sea cero fue P < 0,001.

Tratamiento Celdas RGR NAR LAR
bandeja? (g gtdia?) (g cm2dia?) x 10° (cm?g?)
Tradicional | Flotante | Tradicional | Flotante | Tradicional | Flotante
Testigo 512 0,0701cB | 0,1023dA 4,36bB 7,75CA 135,37cA | 105,21bB
288 0,0887bB | 0,1136CA 4,60bB 10,49bA | 139,32cA | 108,29bB
128 0,1066aB | 0,1226bA 7,77aB 11,39aA | 160,61bA | 110,39bB
50 0,1082aB | 0,1257aA 7,87aB 11,65aA | 192,64aA | 132,05aB
AlA 512 0,0880cA | 0,0887cA 8,12dA 8,31cA 74,20cA 55,14cB
288 0,0969bB | 0,1104bA 10,88cB 16,68bA 78,05cA 55,26¢cB
128 0,1029aB | 0,1186aA 13,18bB 21,46aA 89,07bA 66,18bB
50 0,1052aB | 0,1187aA 14,18aB 21,53aA | 108,33aA | 106,68aA
TIBA 512 0,0751dB | 0,1028cA 5,22dB 13,14dA 65,03dA 64,60bA
288 0,965cB 0,1053cA 10,74cB 14,22cA 76,36CA 68,70bA
128 0,1039bB | 0,1087bA | 13,61bB 15,82bA 89,86bA 74,04aB
50 0,1112aA | 0,1115aA 17,10aA 17,26aA | 143,88aA | 78,23aB
NPA 512 0,0867cB | 0,1033cA 7,78dB 13,35dA 74,20cA 52,07cB
288 0,0970bB | 0,1069bA 10,91cB 14,96¢cA 75,85cA 68,40bA
128 0,1042aB | 0,1089bA | 13,74bB 15,92bA 88,87bA 71,48bB
50 0,1052aB | 0,1213aA 14,18aB 23,30aA | 111,47aA | 77,37aB
Dopamina 512 0,0785dB | 0,0894dA 6,98cB 8,53dA 40,46aA 31,33aB
288 0,0916¢cB | 0,1035cA 7,16¢cB 9,09cA 33,65bA 27,79bB
128 0,1029bB | 0,1095bA 8,51bB 10,64bA 31,10cA 25,36¢B
50 0,1061aB | 0,1180aA 9,95aB 13,45aA 30,14dA 24,69dB

A medida que el tamafio de celda era mayor, menor era SLA-seco; esto se cumpli6 en

los dos sistemas y para cualquier nivel del factor tratamiento hormonal. Al calcular SLA-seco
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y comparar los testigos de ambos sistemas (Cuadro 4.3) se pudo observar que el sistema flotante
produjo valores estadisticamente menores que el tradicional en todos los tratamientos que
involucraban diferente nimero de celdas por bandeja. Lo mismo ocurrié para lotes tratados con
AIlA, NPA, TIBA y dopamina pero la magnitud de las diferencias no fue tan grande como al

comparar solo lotes de plantas testigo.

En el caso de SLA-fresco (Cuadro 4.3), en particular al comparar los resultados de
testigos del sistema flotante contra el tradicional no se verificaron diferencias estadisticas, sin
embargo se mantuvo la leve tendencia a disminuir SLA-fresco con aumentos de volumen de
celda. En los lotes tratados con AIA, NPA, TIBA y dopamina, hubo diferencias en su gran

mayoria a favor del sistema tradicional.

El tipo de sistema también afecté a LWR (Cuadro 4.3), produciendo mayores valores
cuando las plantas provenian del sistema flotante. Las diferencias estadisticamente
significativas se dieron tanto en testigos como en el resto de los tratamientos. El efecto del
namero de celdas por bandeja también fue relevante para LWR, verificandose una relacion

inversa entre tamafio de celda y esta variable.

El peso seco de la raiz, para plantas testigo (Figura 4.5A) en el sistema tradicional
presentd respuesta al nimero de celdas por bandeja, sin embargo no se logré diferenciar
estadisticamente aquellas provenientes de bandejas con 50 celdas de las de 128 celdas, ni entre
las de 288 y 512 celdas. En cuanto al peso seco de la parte aérea de este mismo lote de plantas

se dio la misma situacion.

En el sistema flotante, la materia seca acumulada en raices a nivel estadistico no se
diferencié entre bandejas con distintos nimeros de celdas, excepto las mediciones de raiz de
las bandejas con 50 celdas que presentd el maximo valor promedio de 0,0248 gr planta™. La
materia seca de los 6rganos aereos en este sistema fue similar con poco efecto del factor nimero

de celdas por bandeja.

Comparando la materia seca acumulada de érganos subterraneos y aéreos de ambos
sistemas de propagacion, se puede notar que las mayores diferencias fueron de materia seca de
parte aérea y a favor del sistema flotante, mientras que en las raices la diferencia no fue tan

marcada en el sistema tradicional.
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Cuadro 4.3. Efecto de bandejas con diferente nimero de celda y el sistema de propagacion
sobre el area foliar especifica (SLA) (sobre una base de peso seco y fresco) y la relacion de
peso foliar (LWR) durante la fase de siembra-trasplante en plantas de Impatiens walleriana.
Letras mayusculas distintas indican diferencias estadisticamente significativas (P < 0,05) entre
sistemas de propagacion y letras mindsculas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre
bandejas con diferente nimero de celdas.

Tratamiento Celdas SLA-seco SLA-fresco LWR
bandeja’* (cm?g?) (cm?g?) (9g?h
Tradicional | Flotante | Tradicional | Flotante | Tradicional | Flotante
Testigo 512 914,55aA | 341,97aB 34,36aB 36,16aB 0,505aB 0,676aA
288 748,16bA | 330,94bB | 28,66bB 35,19aB 0,478bB 0,673aA
128 680,90cA | 294,49cB 25,03cB 33,06bB 0,432cB 0,632bA
50 413,20dA | 181,63dB 25,71cB 33,32bB 0,397dB 0,574cA
AlA 512 734,00aA | 440,00aB | 39,31aA 34,20aB 0,499aB 0,678aA
288 612,31bA | 438,71aB | 31,92bA 30,12bB 0,495aB 0,633bA
128 589,80cA | 378,11bB | 31,31bA 27,69cB 0,475bB 0,622cA
50 567,15cA | 332,42bB | 29,00bA 27,68cB 0,353cB 0,564dA
TIBA 512 687,07aA | 556,70aB | 43,44aA 31,99aB 0,569aB 0,648aA
288 563,53bA | 518,33bB | 38,55bA 29,38bB 0,477bB 0,627bA
128 543,62bA | 387,35cB | 31,63cA 25,68cB 0,448cB 0,645aA
50 495,96cA | 343,30dB | 28,53cA 24,87cB 0,407dB 0,577cA
NPA 512 718,83aA | 628,90aB | 39,13aA 39,34aA 0,484aB 0,662aA
288 695,37bA | 386,18bB | 31,92bA | 30,36bA | 0,474bB 0,633bA
128 502,79cA | 347,53cB | 30,34bA 25,44cB 0,423cB 0,588cA
50 492 44cA | 336,81cB | 25,54cA 24,16cA 0,365dB 0,505dA
Dopamina 512 637,16aA | 467,96aB | 40,46aA 31,33aB 0,502aB 0,688aA
288 538,08bA | 364,41bB | 33,65bA 27,79bB 0,500aB 0,642bA
128 501,54cA | 364,40cB | 31,10cA 25,36¢cB 0,422bB 0,607cA
50 444, 98dA | 324,46dB | 30,14cA 24,69cB 0,413bB 0,573dA

En el lote tratado con AIA (Figura 4.5B) la materia seca de raices del sistema tradicional
no presentd la respuesta tipica al tamafio de celda, en el caso de las bandejas con mayor niUmero
de celdas (512 y 288 celdas baneja™) el peso seco alcanzado fue similar al de las bandejas con
50y 128 celdas, distinto a lo encontrado en los testigos correspondientes al mismo sistema y al
sistema flotante. Las raices del sistema flotante no solo no respondieron al nimero de celdas
por bandeja, sino que también arrojaron valores levemente menores que el sistema tradicional,
en particular en las plantas provenientes de las bandejas con 50 celdas, es decir, la de volumen
de celda menos restrictivo. Comparando este caso con las raices de testigos tanto del sistema
tradicional como del flotante, se noté un aumento de materia seca en bandejas con 512 y 288

celdas y una reduccién en las de 50 y 128 celdas.

En la parte aérea de las plantas del sistema tradicional, las asperjadas con AlA (Figura

4.5B), si bien hubo respuesta al nimero de celdas bandeja™, el comportamiento no fue
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exactamente el mismo que en aquellas sin asperjado bajo el mismo sistema, observandose una
tendencia similar a acumular materia seca. Cuando se asperjo con AlA a plantas creciendo en
un sistema flotante, se perdid la respuesta tipica de la materia seca aérea al nimero de celdas
bandeja y hasta se observaron reducciones de materia seca comparando con el lote de plantas

no asperjadas del sistema flotante.

En las Figuras 4.5C, 4.5D y 4.5E correspondientes a los casos de plantas tratadas con
los inhibidores del transporte de auxinas (TIBA y NPA) y de sintesis de citocininas (dopamina),
se observaron las respuestas mas erréaticas. Es de resaltar la pérdida de respuesta al nimero de
celdas por bandeja en la parte aérea de las plantas propagadas en el sistema tradicional, sin que
se afecte el comportamiento de la raiz respecto los testigos. Cuando se asperjo con TIBA, el
sistema flotante mostrd los menores valores absolutos de materia seca radical ademas de una
falta de respuesta al nimero de celdas por bandeja. Los tratamientos con los antagonistas del
transporte de auxinas y de sintesis de citocininas endogenas bajo el sistema flotante provocaron
reducciones de materia seca aérea en relacion a las plantas sin tratamiento del sistema analogo,
que habian sido las de mayor acumulacion de biomasa en el momento del trasplante. Los
individuos bajo el sistema flotante, asperjados con inhibidores generaron, no obstante, mayor

peso seco aéreo que los testigos y los tratados con AlA del sistema clasico.
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Figura 4.5. Efecto del nimero de celdas bandeja™, el sistema de propagacion (A), el asperjado
con AIlA (B) e inhibidores del transporte de auxinas (TIBA, C; NPA, D) y la sintesis de
citocininas enddgenas (dopamina = E) sobre la acumulacion de peso seco particionado en el
momento del trasplante en plantas de Impatiens walleriana. Sobre cada barra se indica el error
estandar del peso seco de raices y parte aérea. Se indica la minima diferencia significativa
obtenida con la prueba LSD de Fischer (a = 0,05): DMSrestigo - Raiz = 0,00522 g planta™;
DM Srestigo - Parte acrea = 0,01080 ¢ planta_l; DMSaia - raiz = 0,00440 g planta_l; DMSAIA - Parte a¢rea =
0,01216 g planta™; DMStiga - raiz = 0,00524 g planta™; DMStiga - parte acrea = 0,00936 g planta™?;
DMSnpa - raiz = 0,00809 g p|anta'1; DMSnpA - Parte asrea = 0,01157 g p|anta'1; DMSpopamina - Raiz =
0,00752 g planta'l; DMSDopamina- Parte aérea — 0,01342 g planta'l

Se hallé una correlacion negativa entre SLA sobre una base de peso fresco y NAR tanto
en el sistema flotante (r> = 0,960; P < 0,001) como en el tradicional (r?> = 0,792; P < 0,001)
(Figura 4.6).
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Figura 4.6. Relacion entre el area foliar especifica sobre una base de peso fresco (SLA-fresco)
y la tasa de asimilacion neta (NAR) al momento de trasplante en plantas de Impatiens
walleriana propagadas en un sistema tradicional (puntos llenos) o uno flotante (puntos vacios),
en bandejas con distinto nimero de celdas y asperjadas con AlA, TIBA, NPA o dopamina. Las
ecuaciones de regresion lineal fueron: SLAFresco - Tradicional = 0,889 NAR + 40,06 (r? = 0,960; P
< 0,001); SLAFresco - Flotante = 0,756 NAR + 36,16 (r> = 0,792; P < 0,001).

4.3. DISCUSION

Aungue los reguladores del crecimiento de las plantas, como las auxinas y las
citocininas, juegan un papel importante en el crecimiento y desarrollo, se sabe poco sobre sus
funciones en la manifestacion de los componentes del crecimiento de muchas especies bajo
cultivo intensivo. El efecto del estrés abiotico en los puntos de control de las vias de las auxinas
y las citocininas podria explicar en parte los cambios inducidos por el estrés en la arquitectura
de las plantas y los patrones de crecimiento (Bielach et al., 2017). Sin embargo, los efectos de
la restriccion radical durante la etapa de “plantinera” como fuente de estrés abidtico han sido

poco estudiados fuera de nuestro equipo de investigacion (Di Benedetto et al., 2020a, b).

Resultados anteriores en I. walleriana han demostrado que el area foliar total en la etapa
de trasplante aumenta de acuerdo con una disminucion del nimero de celdas por bandeja (Di
Benedetto et al., 2020a, b). Sin embargo, segun los datos de mi proyecto durante la etapa de
pre-trasplante, los valores mas altos de area foliar total se registraron en las plantas del sistema
flotante, en concordancia con lo mostrado en el capitulo 3. En ambos sistemas de propagacion
(tradicional y flotante), AIA incrementd el area foliar, mientras que TIBA y NPA la redujeron.
El asperjado con dopamina (un inhibidor de la sintesis de citocininas) también disminuyo el

area foliar expandida en el momento del trasplante (Figura 4.1). Hanaa y Safaa (2019)
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observaron que la aplicacion de 100 mg L™ de AIA (la misma cantidad de AIA utilizada en mis
experimentos) condujo a un area foliar maxima en plantas de trigo. Por otro lado, la respuesta
a la dopamina refuerza la participacion de las citocininas enddgenas en el proceso de

acumulacién de biomasa.

El patron espacial de acumulacién de auxinas a nivel tisular se genera mediante una
combinacién de biosintesis de auxina localizada y transporte no polar (en areas de alta
concentracion de auxina) y polar a través de las células. TIBA y NPA inhiben potencialmente
el movimiento direccional de la auxina y bloguean las respuestas de la planta mediadas por el
transporte de auxinas endogenas en diferentes puntos del proceso de sintesis (Dhillon et al.,
2018; Fukui & Hayashi, 2018).

Las diferencias en el area foliar total al final de la etapa de propagacion en bandejas
multicelda podrian explicarse por cambios en RLA y en RLAER, que fueron significativamente
mas altos en las bandejas con menor numero de celdas en el sistema flotante y en las plantas
asperjadas con AlA. Por otro lado, TIBA, NPA y dopamina generaron una disminucion tanto
en RLA como en RLAER con respecto a los controles y a una disminucién ain mayor que en
las plantas asperjadas con AlA. El efecto del inhibidor de la sintesis de citocininas (dopamina)
fue mayor sobre RLA que sobre RLAER (Cuadro 4.1).

Los estudios de las ultimas dos décadas han demostrado que las auxinas juegan un papel
crucial en la iniciacién de las hojas. En las plantas de tomate, por ejemplo, Xiong y Jiao (2019)
encontraron que los apices de los brotes vegetativos tratados con el inhibidor del transporte de
auxinas NPA no lograban formar primordios foliares, mientras que el meristema continuaba
generando tejido del tallo, lo que conducia a la formacion de una estructura similar a un vastago

carente de hojas.

Las hojas se inician en los flancos del meristema apical del tallo, con hojas sucesivas
que surgen en la posicion de una méaxima concentracion de auxinas. A su vez, las
concentraciones méaximas se logran a través del portador de eflujo de auxina PIN1, que dirige
la auxina hacia los sitios de iniciacion de acuerdo con un circuito de retroalimentacion entre la
sefalizacion de las auxinas y la polaridad del PIN1 (Heisler & Byrne, 2020). EI aumento de
RLAy RLAER en I. walleriana en plantas asperjadas con AlA y la disminucion en las plantas

asperjadas con TIBA y NPA podrian explicarse por los cambios en los niveles de auxina
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enddgena en el meristema apical del brote. La disminucion en RLA y RLAER cuando las
plantulas se asperjan tempranamente con dopamina es una respuesta adicional a la documentada

sobre el efecto de las citocininas frente a una restriccion radical (Di Benedetto et al., 2020a, b).

Al igual que el area foliar, tanto el peso fresco como el peso seco mostraron un patron
de respuesta similar. Los valores mas altos de peso fresco en el sistema tradicional se
encontraron en las plantas asperjadas con AlA cultivadas en las bandejas con menor nimero de
celdas (Figura 4.3A). El sistema flotante aument6 significativamente las diferencias entre los
tratamientos (Figura 4.3B). Nuevamente, las plantas asperjadas con TIBA, NPA y dopamina
disminuyeron el peso fresco incluso en comparacién con los testigos no tratados, aunque en
diferente medida entre los tres inhibidores hormonales. Cuando los resultados se compararon
sobre una base de peso seco, las diferencias entre los testigos y las plantas asperjadas con AIA
se redujeron, pero el efecto negativo de TIBA, NPA y dopamina en las plantulas sigui6 siendo
muy significativo (Figuras 4.3C, D y E). Como describen Demmig-Adams et al. (2018), la alta
productividad de las plantas en cualquier entorno depende de las altas actividades de tres

funciones clave:

. la capacidad fotosintética de las hojas fuente

. las capacidades de los haces vasculares exportadores de azucar de las fuentes
(predominantemente hojas en especies de ciclo corto) e importadores de agua

. la actividad de los érganos de reserva de las plantas.

Durante la etapa de pre-trasplante, la acumulacion de biomasa estimada a través del
RGR mostrd una respuesta positiva a una disminucion del nimero de celdas por bandeja, con
el sistema flotante con mayores diferencias significativas con respecto al sistema tradicional.
Una vez mas, una sola aplicacion temprana (dos pares de hojas expandidas) de AIA aumentd

la RGR, mientras que las aplicaciones unicas de TIBA, NPA y dopamina la redujeron.

El mecanismo fisiologico responsable de este resultado pareceria ser la capacidad
fotosintética de la planta, de acuerdo con la estrecha relacion entre tasa fotosintética y NAR
(Carnelos et al., 2022). Los datos de NAR en mis experimentos mostraron cambios coordinados
con los aumentos y disminuciones en RGR. De la misma forma, el SLA sobre una base de peso
fresco (un estimador del espesor de la hoja), estaria correlacionado con el RGR (Cuadro 4.1).

La estrecha relacion negativa entre NAR y SLA también respaldaria esta hipétesis (Figura 4.4).
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La mayor parte de estas correlaciones son similares a las encontradas en otros experimentos
con diferentes especies ornamentales (Gandolfo et al., 2014; Di Benedetto et al., 2015a;
Molinari et al., 2018, 2019; Piotti et al., 2018; De Lojo et al., 2019b, 2021; Lozano Miglioli et
al., 2019; Di Benedetto et al., 2020c; Pagani et al., 2020; Hakim et al., 2022 ) y horticolas (Di
Matteo et al., 2015; Gerasi et al., 2018; Salinas et al., 2019; Campolongo et al., 2020; Chertok
et al., 2020; Carnelos et al., 2022).

Li et al. (2019) demostraron que el AIA exdgeno podria mejorar la tasa fotosintética
neta en Zizania latifolia y que TIBA podria disminuir los contenidos de sacarosa, glucosa,
fructosa y azlcar soluble total, mientras que Mir et al. (2020) sugirieron que una aplicacion
foliar de AIA en plantas de Brassica juncea modulaba la fotosintesis. Para explicar estos
resultados, McAdam et al. (2017) vincularon la biosintesis de auxinas con la tasa fotosintética

méaxima.

Ademas, la modulacidon de la organizacion vascular foliar tiene el potencial de ayudar a
optimizar la productividad de las plantas y la tolerancia al estrés bidtico y abiotico (Demmig-
Adams et al., 2018). De esta forma, las auxinas se han relacionado directamente con el

desarrollo del sistema vascular (Burian et al., 2021).

Aunque las auxinas y las citocininas interacttan en el control del crecimiento de las
plantas (Bielach et al., 2017), las auxinas juegan un papel central entre las hormonas vegetales
(Hussain et al., 2021), los datos sobre aplicaciones exdgenas combinadas son escasos (Di
Benedetto et al., 2015b, 2018; Molinari et al., 2018, 2019). En cualquier caso, mis resultados
con inhibidores de la sintesis de citocininas y del transporte de auxinas indican la clara
participacion de ambas hormonas enddgenas en el funcionamiento fisiol6gico de Impatiens

walleriana durante la etapa de propagacion en bandejas multicelda.

No obstante la restriccion radical asociada con el tamafio de la celda en una bandeja
multicelda es critica durante la propagacion de plantas ornamentales y horticolas, no es un estrés
abiotico que generalmente se aborda en la literatura. Los experimentos realizados en nuestro
grupo de investigacion han aportado informacion importante sobre la participacion de
hormonas enddgenas y el efecto de las aplicaciones exdgenas con reguladores del crecimiento
sintéticos. Mis resultados han demostraron ademas claramente la participacion de auxinas y

citocininas endogenas y el potencial uso de auxinas sintéticas para superar esta restriccion
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radical inicial. Sin embargo, antes de hacer recomendaciones comerciales, es necesario evaluar
los posibles efectos pos-trasplante de estos tratamientos en la generacion de rendimiento de

Impatiens walleriana, aspecto que se abordara en el préximo capitulo.
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CAPITULO5
Efecto de la restriccion radical en pos-trasplante sobre la acumulacion y particién de biomasa.
5.1. INTRODUCCION

La sustitucion de la siembra directa por el uso de bandejas multicelda ha significado un
importante avance tecnoldgico para la produccion de plantas bajo cultivo intensivo. Sin
embargo, la restriccion radical, que se genera por un aumento en el nimero de celdas por
bandeja en el pre-trasplante afecta no solo el crecimiento pre-trasplante sino también la
acumulacion de biomasa post-trasplante (Di Benedetto et al., 2020a, b). Una primera opcion
para el propagador es utilizar bandejas con un niumero reducido de celdas, aunque eso afecta

sensiblemente el rendimiento comercial del establecimiento.

El estrés abidtico asociado con el nimero de celdas en la bandeja multicelda se genera
cuando el enrollamiento de la raiz alrededor de la celda en la bandeja reduce la ramificacion
radical, por lo que la sintesis de citocininas endogenas se veria afectada en paralelo (Di
Benedetto et al., 2006). La hipdtesis de las citocininas en el control de la restriccion radical fue
validada con las aplicaciones exogenas de citocininas sintéticas (BAP) y el uso de inhibidores
de la sintesis de citocininas endogenas (dopamina) y constituye una segunda alternativa para
eliminar parcialmente la restriccion radical producida por un tamafio celular pequefio. Sin
embargo, el asperjado foliar con BAP debe realizarse temprano en la ontogenia de la planta
(dos hojas completamente expandidas) y la respuesta depende de la dosis aplicada y la especie
considerada (Di Benedetto et al., 2020a).

El uso de sistemas flotantes ha permitido disminuir el efecto del tamafio reducido de las
celdas en las bandejas a medida que aumenta el namero de celdas en ellas, posiblemente al
permitir una mayor concentracién de citocininas que alcanzan el &pice vegetativo,
convirtiéndose en una tercera alternativa para superar este estrés abidtico en Impatiens

walleriana (Capitulo 3).

En el Capitulo 4, se comprobd la participacién de las auxinas como agentes capaces de
reducir la restriccion radical durante la etapa de propagacion pre-trasplante en I. walleriana
utilizando inhibidores del transporte de auxinas como el &cido naftilftalamico (NPA) y el acido
triyodobenzoico (TIBA). Se ha indicado que el crecimiento y desarrollo del sistema radical es

el resultado de una interaccion entre los niveles de hormonas; basicamente la relacion entre las
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auxinas endogenas y las citocininas. Datos de Di Benedetto et al. (2015b, 2018) y Molinari et
al. (2020) apoyan esta hipotesis en plantas ornamentales. Por otra parte, datos no publicados
aun de nuestro grupo de investigacién sugieren que, aunque tanto las citocininas como las
auxinas son capaces de disminuir la restriccion radical, lo hacen a través de diferentes

mecanismos fisioldgicos.

En mi proyecto de maestria he combinado bandejas con diferente nimero de celdas en
dos sistemas de propagacion que determinan diferentes grados de estrés abidtico mecanico para
verificar si asperjado foliar con AIA durante el pre-trasplante es capaz de aumentar la
acumulacion de biomasa pos-trasplante en Impatiens walleriana y convertirse en una nueva
alternativa para superar este estres tecnologico de restriccion radicular que beneficiaria tanto a

propagadores como productores de plantas ornamentales en maceta.

5.2. RESULTADOS

Al final de experimento (70 dias posteriores al trasplante), los controles en el sistema
flotante tuvieron &reas foliares superiores para todos los tamafios de bandeja evaluados (512,
288, 128 y 50 celdas) respecto los testigos de sistema tradicional (Figura 5.1A).

Las mayores areas foliares correspondieron a plantas tratadas con AlA bajo el sistema
flotante, mientras que cuando se aplico dicho regulador en el sistema tradicional los valores
registrados fueron inferiores, lo que demuestra un efecto sinérgico entre los dos factores
evaluados. El asperjado con AlA incrementd la superficie foliar en ambos sistemas, cuando no
se aplico dicho regulador en plantas del sistema tradicional, se observaron los valores minimos
de area foliar pos-trasplante para plantas provenientes de bandejas con cuatro numero de celdas
diferentes (Figura 5.1A).

Analizando solo el efecto del factor nimero de celdas por bandeja, se pudo observar una
respuesta positiva del area foliar al disminuir el nimero de celdas para todos los tratamientos
(Figura 5.1A).

RLA en el sistema flotante (situacion control) superd en todos los tamafios de celda al
sistema tradicional a lo largo del experimento (Figura 5.1B). De la misma manera que ocurrié

con el area foliar total, las maximas RLA correspondieron a la combinacion sistema flotante y



74

asperjado con AIA en los cuatro numeros de celdas por bandeja evaluados. El tratamiento
exogeno con AIA aumentdé RLA en los dos sistemas respecto sus testigos, sin embargo, la
magnitud de las diferencias entre estos dos tratamientos fue visiblemente menor que las que se
dieron en el area foliar. Por otro lado, las plantas testigos en el sistema flotante, aunque

ligeramente inferior en algunos casos, logré equiparar a los tratamientos con AlA (Figura 5.1B).

Se observd una tendencia de incrementar RLA a medida que el nimero de celdas por
bandeja era menor, de todos modos esa diferencia no fue tan pronunciada como las obtenidas

en el area foliar para ciertos tamafios de celda (Figura 5.1B).

La expansion foliar reflejada en RLAER demostrd ser superior en los controles del
sistema flotante en comparacién con los del sistema tradicional, situacion que se dio en todos

los tamafios de bandeja analizados (Figura 5.1C).

A pesar de que los maximos valores de RLAER correspondieron a plantas del sistema
flotante tratadas con AlA, el mismo tratamiento exdgeno en el sistema tradicional arrojo valores
semejantes aunque ligeramente inferiores. Respecto los testigos el uso de este regulador
siempre aumenté RLAER (Figura 5.1C).

Al igual que en las dos variables previamente analizadas, a medida que el nimero de
celdas disminuia RLAER aumentaba, situacion que ocurrio en todos los sistemas y tratamientos

exogenos con AlA (Figura 5.1C).

En la Figura 5.1D se observa que el sistema flotante redujo SLA-fresco para los cuatro
nameros de celda evaluados al comparar con la situacion control del sistema tradicional, siendo
este Ultimo caso el que presentd los maximos valores de SLA-fresco. Los valores minimos de
SLA-fresco para los tamarfios de bandeja de 50, 128, 288 y 512 celdas se alcanzaron cuando se
aplico AlA en las plantas correspondientes al sistema flotante. Tanto en el sistema tradicional
como el flotante el uso de este regulador de crecimiento en pre-trasplante redujo SLA-fresco en

comparacioén con las situaciones control correspondientes en el pos-trasplante (Figura 5.1D).

Se hallaron correlaciones positivas entre el area foliar por planta a los 70 dias del
trasplante y RLA para el sistema tradicional (r>= 0,886; P < 0,001) y flotante (r? = 0,975; P <

0,001) (Figura 5.1E). De la misma forma se hallaron correlaciones positivas entre el area foliar
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por planta y RLAER tanto en el sistema tradicional (r? = 0,862; P < 0,001) como flotante (r? =
0,701; P <0,001) (Figura 5.1F). Segun las ecuaciones correspondientes a se observé una mayor
pendiente y por lo tanto un mayor impacto absoluto de RLAER sobre el area foliar que RLA,

tanto en el sistema tradicional como flotante.

En la Figura 5.2A se observa el peso fresco a los 70 dias pos-trasplante. Comparando
las situaciones control del sistema tradicional y flotante, se registraron aumentos para esta

variable para los cuatro nimeros de celdas por bandejas a favor del sistema flotante.

Cuando se aplico AlA en el sistema flotante se alcanzaron las méximas acumulaciones
de materia fresca en los cuatro nimeros de celdas por bandeja evaluados. Tanto en el sistema
tradicional como en el flotante el solo uso de este regulador de crecimiento promovié plantas
con mayor peso fresco al final del experimento en relacidn a sus respectivos controles (Figura
5.2A). A pesar del cambio de sistema o del uso de AIA o no, al final del experimento se
mantuvo una clara relacion entre el nimero de celdas por bandeja y la materia fresca total

acumulada para la mayoria de los tratamientos (Figura 5.2A).

Al analizar el peso seco particionado al final del experimento entre los controles
propagados a través del sistema flotante (Figura 5.2E) y el tradicional (Figura 5.2C) se pudo
observar que la sumatoria de cada 6rgano en materia seca fue superior, para todos los nimeros
de celdas por bandeja, en las plantas provenientes del sistema flotante. Las diferencias fueron
atribuidas principalmente a mayor acumulacion de peso seco en raices y hojas en el sistema
flotante. A pesar de que el aporte al peso seco total de los 6rganos reproductivos no es alto, los
testigos del sistema flotante tuvieron tendencia a presentar valores de materia seca de flores
mayores en todas las plantulas provenientes de bandejas con diferente nimero de celdas
evaluadas. Por Gltimo el peso seco de tallos presentd menor variacion entre sistemas en las
bandejas con 128 y 50 celdas, pero mayor en las bandejas con 512 y 288 celdas a favor de

sistema flotante.

Las plantas asperjadas con AlA en el sistema flotante fueron las que alcanzaron los
maximos peso seco total en las bandejas con diferente nimero de celdas (512, 288, 128 y 50
celdas bandeja!) (Figura 5.2D). Respecto los controles del mismo sistema, los pesos secos
totales fueron un 22, 11, 14 y 11% mayores para las bandejas de 50, 128, 288 y 512 celdas

respectivamente (Figuras 5.2D y E). Las diferencias estuvieron relacionadas con una mayor
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biomasa en cada uno de los érganos evaluados, destacando el aporte de las flores que fue el mas

alto del experimento.

Al comparar las plantas asperjadas con AIA del sistema tradicional contra las control
del mismo sistema (Figuras 5.2B y C), se pudieron observar mayores peso seco total solo en
las bandejas de 50 y 288 celdas (21 y 23% mas de peso seco total respectivamente) a favor del
tratamiento con AlA, con diferencias debidas a hojas y raices en las bandejas de 50 celdas por

bandeja y raices y tallos en las de 288 celdas por bandeja.

En cada sub-figura analizada de la Figura 5.2 se verifica una tendencia, en muchos casos
apoyada estadisticamente, de aumento de peso fresco y seco a medida que disminuye el nimero

de celdas por bandeja.
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Figura 5.1. Efecto de bandejas multicelda con diferente nimero de celdas y del sistema de
propagacion sobre: el area foliar total 70 dias después del trasplante (A), RLA (B), RLAER (C)
Y SLAFresco (D). Las sub-figuras E y F muestran las relaciones entre RLA, RLAER vy el area
foliar total al final del pos-trasplante respectivamente. Las ecuaciones de regresion lineal
fueron: Area foliartragicional = 245,83 RLA - 62,46 (r> = 0,886; P < 0,001); Area foliarriotante =
271,73 RLA - 64,25 (r? = 0,975; P < 0,001); Area foliarrragiciona = 5880,8 RLAER - 397,73 (r?
=0,862; P < 0,001); Area foliarriotante = 5967,2 RLAER — 379,78 (r> = 0,701; P < 0,001). Sobre
cada barra se indica el error estandar. Se indica la minima diferencia significativa obtenida con
la pmeba LSD de Fischer ((l = 0,05) LSD Area foliar - Tradicional = 96,07 sz p|anta’1; LSDArea foliar -
Flotante = 88,31 cm? planta!; Simbolos: testigos (vacios); AIA (llenos). Se indica la minima
diferencia significativa obtenida con la prueba LSD de Fischer (o= 0,05): DMS Area foliar = 83,28
cm? planta™.

En la Figura 5.3A comparando las situaciones sin asperjado con AIA (testigos), se
encontrd que las mayores RGR para las plantas provenientes de bandejas con diferente nimero
de celdas evaluados se obtuvieron en las plantas del sistema flotante. EI uso de AlA incremento
RGR por sobre los testigos respectivos en los dos sistemas de propagacion, aunque fue en el
sistema flotante donde ocurrieron las maximas RGR, independientemente del nimero de celdas

por bandeja.

Al comparar los controles del sistema flotante y el tradicional, los valores de NAR
fueron mayores en todas las bandejas independientemente del nimero de celdas de cada una
para el sistema flotante (Figura 5.3B). En la misma figura, respecto a la situacion control
correspondiente, el tratamiento con AlA incrementdé RGR de manera uniforme, manteniéndose
ademas el efecto del nimero de celdas por bandeja. En el sistema flotante también se verificd
un aumento de RGR con AlA en relacion a sus testigos pero no fue tan clara la tendencia entre
cambios de RGR y el niumero de celdas por bandeja como en el caso anterior. Por otro lado los
méximos de NAR fueron compartidos entre las plantas asperjadas con AIA del sistema
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tradicional y flotante habiendo solo una diferencia considerable en las plantas provenientes de

bandejas de 512 celdas.
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Figura 5.2. Efecto de bandejas multicelda con diferente numero de celdas y el sistema de
propagacion sobre el peso fresco (A) y seco (B, C, Dy E) a los 70 dias pos-trasplante en plantas
de Impatiens walleriana. El anlisis del peso seco incluyé los testigos sin tratamiento (C y E)
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y las plantas asperjadas con AlA (B y D) conducidos en forma tradicional (B y C) o dentro de
un sistema flotante (D y E). Sobre cada barra se indica el error estandar del peso seco total. Se
indica la minima diferencia significativa obtenida con la prueba LSD de Fischer (o = 0,05):
DMSpeso fresco total = 6,71 g planta'l; DM Speso seco total - AlA — Tradicional = 0,53750 g planta'l; DMSpeso
seco total - AIA - Flotante = 0,61362 ¢ p|anta'1; DM Speso seco total - Testigo — Tradicional = 0,91195 ¢ p|anta'1;
DM Speso seco total - Testigo - flotante = 0,57328 ¢ planta'l.

LAR no tuvo el mismo comportamiento que NAR (Figura 5.3C). Cuando las plantulas
no se asperjaron en pre-trasplante con AlA, en el sistema flotante se dieron menores valores de
LAR para todos los nimeros de celda por bandeja en comparacién con el sistema tradicional.
En este Gltimo se verificaron ademas los maximos valores de LAR en las bandejas con 128 y
50 celdas. En esta figura se observa que el asperjado con AIA mostr6 una disminucion de LAR
al contrastar las plantas tratadas, para bandejas con diferente nimero de celdas, con las de los
testigos en cada sistema de propagacion. En el sistema tradicional AIA aumento levemente
LAR para los tamafios de bandeja de 512 y 288 celdas, mientras que la redujo en las de 128 y
288 celdas. En el sistema flotante se verificd una reduccion de LAR en las bandejas con 50
celdas ante el tratamiento con AlA, mientras que para el resto de las bandejas el resultado fue

un incremento del estimador del crecimiento.

El coeficiente B de la alometria raices: parte aérea fue menor en los testigos del sistema flotante
en comparacion con los del tradicional (Figura 5.4A). Las plantas que provenian de lotes
tratados con AlA, en relacion a las no tratadas del respectivo sistema de propagacion, redujeron
el coeficiente B, encontrando los minimos para los cuatro nimeros de celdas por bandeja en el
sistema flotante y asperjado con AlA (Figura 5.4A). A medida que disminuye 5, aumenta la

particion hacia parte aérea y viceversa.
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Figura 5.3. Efecto de bandejas multicelda con diferente nimero de celdas y el asperjado o no
con AlA sobre RGR (A), NAR (B) y LAR (C) en dos sistemas de propagacién en plantas de
Impatiens walleriana.

El coeficiente B de la relacion alométrica entre hojas: tallos (Figura 5.4B) presentd
menor variacién que el anterior mencionado. Sin embargo entre los testigos de los dos sistemas,
el flotante mostré menores valores de f. Cuando se asperjo con AIA, en contraste con los
testigos correspondientes a cada sistema, se registraron caidas del coeficiente B. Una

disminucion de B, modifica la particion a favor de los tallos (apice de crecimiento vegetativo).

La relacion raices/parte aérea (Figura 5.4C) calculada para la cosecha final, presento
una disminucién, aunque no siempre estadisticamente significativa, para todas las bandejas con
diferente nimero de celda, cuando las mismas provenian del sistema flotante, excluyendo el
tratamiento con AIA. Los lotes tratados con AlA respecto los testigos sin asperjado de cada
sistema, mostraron caidas de la relacion raices/parte aérea con diferencias de mayor magnitud

y significacion en las plantas del sistema tradicional.

Todos los tratamientos incluidos en la Figura 5.4 reflejaron con mayor o menor claridad
la incidencia del nimero de celdas por bandeja sobre los dos coeficientes calculados y la

relacion raices/parte aérea.

Al graficar NAR en funcion de RGR (Figura 5.5A) incluyendo las observaciones del sistema
flotante, tradicional, con y sin aplicacion de AlA, se hallaron correlaciones positivas, tanto para
el sistema tradicional (r> = 0,866; P < 0,001) como para el sistema flotante (r> = 0,837; P <

0,001). El sistema tradicional presenté mayor impacto de NAR sobre RGR lo que se refleja en
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la mayor pendiente (197,16 RGR vs 154,14 RGR en el sistema tradicional y sistema flotante

respectivamente).
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Figura 5.4. Efecto de bandejas multicelda con diferente nimero de celdas y el sistema de
propagacion en plantas de Impatiens walleriana sobre las alometrias raices/parte aérea (A) y
hojas/tallos (B) durante el pos-trasplante. La sub-figura C muestra la relacion raices/parte aérea
al final de la etapa de pos-trasplante. Sobre cada barra se indica el error estandar de la relacion
Raices/Parte aérea.

Se encontr6 también una relacion positiva entre LAR y RGR (Figura 5.5B) para el
sistema tradicional (r*> = 0,246; P < 0,001) y sistema flotante (r> = 0,729; P < 0,001) con mayor

impacto de LAR cuando se tratd del sistema flotante.

SLA sobre una base de peso fresco en funcion de NAR (Figura 5.5C) presentd una
relacion negativa para el sistema tradicional (r> = 0,729; P < 0,001) y el sistema flotante (r? =

0,762; P < 0,001) con poca distincidn entre las regresiones graficadas para cada set de datos.
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Se calcularon ademas las correlaciones relacionadas con el peso seco de las flores (PSF).
Esta variable en funcion de RGR (Figura 5.5D) tuvo una relacion positiva tanto para el sistema
tradicional (r? = 0,894; P < 0,001) como en el sistema flotante (r> = 0,916; P < 0,001), con una
pendiente de 6,385 RGR en el sistema tradicional y 4,413 RGR en el sistema flotante indicando
superioridad del sistema tradicional en la acumulacion del PSF. De la misma manera se hallo
una relacion positiva entre PSF y NAR (Figura 5.5E) sin diferencias entre las regresiones
correspondientes a cada sistema. Por ultimo, se trazd la regresion entre PSF y RLA (Figura
5.5F) observandose una relacion positiva tanto para el sistema tradicional (r?=0,617; P < 0,001)
como para el sistema flotante (r> = 0,832; P < 0,001) sin diferencias entre las regresiones

ajustadas para cada grupo de datos.
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Figura 5.5. Relaciones entre diferentes estimadores del crecimiento para plantas de Impatiens
walleriana cultivadas en bandejas con diferente nimero de celdas, cultivadas en dos sistemas
de propagacion y asperjadas con AlA en pr-trasplante. NAR (A), LAR (B) y RGR, DLS vs.
NAR (C) y peso seco de las flores vs. RGR (D), NAR (E) y RLA (F). Testigos (simbolos
vacios), AlA (simbolos llenos). Las ecuaciones de regresion lineal fueron: NARTragicional =
197,16 RGR - 13,84 (rz = 0,866), NARFIotante = 154,14 RGR - 11,04 (I’2 = 0,837), LARTradicionaI
=3667,3 RGR - 132,79 (r? = 0,246); LARFiotante = 5026,1 RGR - 346,94 (r> = 0,729; P < 0,001);
SLAFresco - Tradicional = -1,015 NAR + 28,48 (I’Z = 0,729; P < 0,001); SLAFresco - Flotante = -1,450
NAR + 29.73 (r=0.762; P < 0,001); PSFrradicional = 6,385 RGR - 0,527 (r? = 0,894; P < 0,001);
PSFriotante = 4,413 RGR - 0,381 (r? = 0,916; P < 0,001); PSFragicional = 0,027 NAR - 0,053 (r? =
0,738; P < 0,001); PSFriotante = 0.025 NAR - 0.045 (r? = 0.839; P < 0,001); PSFragicional = 0,183
RLA - 0,121 (r* = 0,617; P < 0,001); PSFeiotante = 0,176 RLA - 0,118 (r*> = 0,832 P < 0,001).

5.3. DISCUSION

Para probar la hipdtesis de que las auxinas son capaces de disminuir los efectos de una
restriccion radical pre-trasplante sobre la acumulacion de biomasa pos-trasplante, he
combinado el efecto de bandejas con diferente nimero de celdas en dos sistemas de propagacion

que determinan diferentes grados de estrés abidtico.

En el capitulo 4, se comprobd la participacion de las auxinas como agentes capaces de
reducir la restriccion radical durante la etapa de propagaciéon en |. walleriana utilizando
inhibidores del transporte de auxinas como el &cido naftilftalamico (NPA) y el é&cido
triyodobenzoico (TIBA).

Mis resultados muestran que el area foliar total en el pos-trasplante (70 dias desde el
trasplante) en las plantas testigo (Figura 5.1A) mostraron un aumento de acuerdo con una

disminucion del namero de celdas de la bandeja multicelda utilizada durante la etapa de
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propagacion en la "plantinera” en concordancia con publicaciones previas (Di Benedetto et al.,
2020a, b). Al mismo tiempo, las plantas provenientes de un sistema flotante mostraron valores
mas altos en la mayoria de plantulas provenientes de bandejas multicelda con los menores
numeros de celdas (Capitulo 3). Los datos del presente capitulo muestran que una sola aspersion
de AIA durante el pre-trasplante, incremento el area foliar en el pos-trasplante. Los valores mas
altos en la etapa pos-trasplante se encontraron cuando se probaron bandejas con menos celdas

dentro de un sistema de propagacion flotante (Figura 5.1A).

Cuando se calcularon los estimadores de crecimiento que permiten cuantificar la tasa de
aparicion de hojas (RLA) (Figura 5.1B) y la expansion relativa del area foliar (RLAER) (Figura
5.1C), permitieron explicar las diferencias en el area foliar total en el pos-trasplante. Al mismo
tiempo, el area foliar especifica en base al peso fresco (SLA) (Figura 5.1D), que permitio
estimar el espesor de la hoja, mostré que a menor numero de celdas por bandeja, el sistema
flotante y las plantas asperjadas con AlA, se encontraban los mayores espesores de la hoja
(aumenta conforme disminuye el SLA) en relacion con los testigos sin tratamiento. Por lo
general, cuanto mayor es el espesor de la hoja, mayor es la capacidad fotosintética de la misma
(Ren et al., 2019). Ademas, las Figuras 5.1E y 5.1.F mostraron que el area foliar total en la
etapa de pos-trasplante estd directamente relacionada con la capacidad de iniciar (RLA) y
expandir hojas (RLAER) sin diferencias entre los sistemas de propagacion. El tamafio de cada
hoja se incrementa y la duracion del plastocrono se reduce a medida que aumenta el tamafio de
la planta (Zhang et al., 2021).

Como diferentes hormonas controlan de manera independiente y en combinacion el
desarrollo de la parte aérea (Durbak et al., 2012) especialmente la division y diferenciacion de
los meristemas apicales del tallo (Brenner & Schmiilling, 2015), es de esperar que muchos de
estos cambios observados se atribuyan directamente a su concentracién y actividad en los

tejidos aéreos.

La posibilidad de lograr altas tasas de crecimiento esta asociada, en primera instancia, a
la posibilidad de expandir el mayor nimero de hojas del mayor tamafio posible en el menor
tiempo. Las hojas se inician en el meristema apical del tallo a partir de una protuberancia visible
que inhibe por dominancia apical la posibilidad de que comience una segunda hoja hasta que el
meristema apical no ha crecido lo suficiente como para reducir la dominancia generada por el

primer primordio. De esta forma, la fijacion de fotoasimilados y su translocacion al meristema
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apical del tallo genera un mecanismo de retroalimentacion positiva que se manifiesta con una
reduccion del plastocrono, es decir, el tiempo de aparicion de dos hojas sucesivas (Skylar &
Wu, 2011).

El aumento en el area foliar total (Figuras 5.1A y 5.1E) durante el pos-trasplante en I.
walleriana cuando se disminuye la restriccion radical (aumento del tamafio de la celda o se usa
un sistema flotante) o cuando las plantulas se asperjan durante el pos-trasplante con AlA, podria
explicarse en parte por un mayor RLA (Figura 5.1B). Estos resultados estan de acuerdo con
informes anteriores, que incluyen aplicaciones foliares de citocininas sintéticas (BAP) y AIA
en las plantas de maceta ornamentales Epipremnun aureun (Di Benedetto et al., 2015b; 2018)

e Impatiens "Nueva Guinea" (Molinari et al., 2018, 2019).

Los estudios de las tltimas dos décadas han demostrado que las auxinas juegan un papel
crucial en la iniciacién de la hoja (Xiong y Jiao, 2019). El hecho de que las auxinas promuevan
RLA podria deberse a un efecto directo de estas sobre el meristema apical del tallo (Traas,
2019; Persinova & Vernoux, 2021), o a un efecto indirecto, a través de la promocion de la
ramificacion de la raiz (llina et al., 2018) y por lo tanto, de citocininas. En general, el
crecimiento y desarrollo de las raices esta regulado por la relacion entre auxinas y citocininas
enddgenas (Jing & Strader, 2019).

Una vez que se ha iniciado un primordio foliar en el meristema apical del tallo, su
tamafio final es el resultado de las caracteristicas genéticas de la especie, el entorno en el que
crece y el equilibrio hormonal enddgeno que incluye tanto las citocininas como las auxinas. La
mayor area foliar total de algunos tratamientos de la Figura 5.1A se logra adicionalmente con
un RLAER maés alto (Figuras 5.1C y 5.1F), lo que en paralelo implica un tamafio de hoja
individual méas grande (datos no mostrados). Generalmente se obtiene una respuesta similar,
pero de menor impacto, en el pos-trasplante cuando se aplican citocininas sintéticas (Di
Benedetto et al., 2020a, b). Por otro lado, estos resultados son consistentes con el conocido

papel de las auxinas en la promocion de la expansion celular (Du et al., 2020).

Otra consecuencia de una reduccion en la restriccion de raices sobre la biomasa de la
hoja es un aumento en el espesor de la hoja (estimado a través de SLA sobre una base de peso
fresco) (Figura 5.1D), que normalmente se asocia con una tasa fotosintética mas alta.

Publicaciones previas en Epipremnum aureum (Di Benedetto et al., 20154, b, 2018) e Impatiens
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“Nueva Guinea” (Molinari et al., 2020) han mostrado mayor espesor de las hojas, cuando las
plantas fueron asperjadas con BAP o AIA, que es una consecuencia de un aumento en la
proporcion de espacios intercelulares. Los mutantes del FACTOR DE RESPUESTA AUXINA
4 en tomate dieron como resultado una reduccion significativa del grosor de la hoja (Bouzroud
et al., 2019). Estos cambios anatébmicos determinan una disminucién de la resistencia a la
difusion de CO. desde la camara sub-estomatica hacia el sitio de carboxilacion (Gandolfo et
al., 2014; Carnelos et al., 2022).

Las diferencias de peso fresco total entre tratamientos en el pos-trasplante fueron
similares a las encontradas en el area foliar, es decir, los mayores valores estuvieron asociados
con el nimero de celdas por bandeja multicelda en el pre-trasplante, el sistema de propagacion
y el asperjado con AIA (Figura 5.2A). Este no es un resultado inesperado ya que el peso seco
de las hojas es uno de los componentes mas importantes del peso seco total, aunque su
participacion relativa varia entre los diferentes tratamientos. El uso de bandejas multicelda con
menor numero de celdas, un sistema flotante en relacion con el sistema de propagacion
tradicional y el asperjado con AIA en dosis Unica en el pre-trasplante aumento el peso seco de
todos los 6rganos de la planta (raices, tallos, hojas y flores) en el pos-trasplante (Figuras 5.2B,
C,DyE).

Los cambios en el peso seco descriptos anteriormente pueden explicarse por una mayor
RGR (Figura 5.3A). Al desagregar RGR en el componente fisiolégico NAR (Figura 5.3B) y el
componente morfolégico LAR (Figura 5.3C) se encontraron diferencias significativas entre
tratamientos. Por un lado, el aumento de RGR de los controles en el sistema tradicional se
relaciond con el aumento de NAR y LAR. Sin embargo, en los controles del sistema flotante,
NAR aumentd mas que LAR. Finalmente, las respuestas de RGR-AIA se relacionaron

principalmente con los cambios de NAR en ambos sistemas de propagacion.

Una alta acumulacion de biomasa en cualquier ambiente requiere, ademas de una alta
capacidad de captacion de luz, una alta capacidad fotosintética (Demmig-Adams et al., 2018).
Las auxinas endogenas no solo estimulan la captacion de radiacion fotosintéticamente activa,
sino también especificamente en el proceso de carboxilacién de CO2 (Kpers et al., 2020; Mir
et al., 2020). De acuerdo con estos resultados, informes previos indican que las auxinas
participan activamente en el proceso fotosintético directamente (Mir et al., 2020), asi como a

través de un aumento en el desarrollo del sistema vascular de la planta (Burian et al., 2021).
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Una ultima aproximacion disponible para entender las diferencias entre tratamientos en
este trabajo estaria relacionada con los cambios en la particion de los fotoasimilados fijados por
las plantas. La Figura 5.4A muestra que a medida que disminuye el namero de celdas por
bandeja, los fotoasimilados se particionaron preferentemente hacia la parte aérea. El uso de un
sistema flotante y una sola aspersion de AlA durante la etapa de pre-trasplante, aumento esta
particion durante el pos-trasplante. Cuando se analiz6 la particion entre hojas y tallos, se
encontro que los fotoasimilados se particionaron preferentemente a los tallos (Figura 5.4B), lo
que explicaria parte del aumento de RLA (Figura 5.1B). Esta es una respuesta comun
encontrada en experimentos donde las plantas sufrian una restriccién radical relacionada con el
numero de celdas en la bandeja multicelda y otras situaciones de estrés abidtico durante la
propagacion-cultivo (Di Benedetto y Pagani, 2013; Pagani et al., 2013; Coro et al., 2014; De
Lojo et al., 2014, 2017, 2019a, 2019b; Di Benedetto et al., 2015, 2018; Di Matteo et al., 2015;
Pagani et al., 2015; Gandolfo et al., 2016; Sala et al., 206; Williams et al. 2016; Hakim et al.,
2017; Rattin et al., 2017a, b; Geraci et al., 2018; Piotti et al., 2018; Riverti et al., 2018; Lozano
Miglioli et al., 2019; Molinari et al., 2019; Salinas et al., 2019; Campolongo et al., 2020;
Chertok et al., 2020; Lozano Miglioli et al., 2020; Pagani et al., 2020; Carnelos et al., 2021,
Leytur et al., 2021; Pagani et al., 2021; Hakim et al., 2022).

Como resultado de estos cambios en la particion de foto-asimilados, la relacion
raices/parte aérea en la etapa de pos-trasplante fue mayor en las plantas provenientes de
bandejas con 512 plantulas del sistema de propagacion tradicional y disminuyo
significativamente cuando disminuyo el nimero de celdas por bandeja, se utilizd un sistema

flotante y se asperjé con AlA (Figura 5.4C).

Aunque una parte importante de la mayor acumulacién de peso seco en I. walleriana
puede explicarse por un aumento en la tasa fotosintética, diferentes estimadores involucrados
en la particion de foto-asimilados (LAR, alometrias raices/parte aérea; alometrias de
hojas/tallos) también determinan cambios positivos frente a una reduccion en la restriccion
radical por celdas de mayor volumen, el uso de un sistema flotante y el asperjado con AIA

exogeno.

La formacion de los haces vasculares responsables de la translocacion de los foto-

asimilados se inicia mediante un movimiento direccional de las auxinas desde la fuente hasta
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el destino, que gradualmente se restringe (o canaliza) en filas estrechas de células (Burian et
al., 2021). Un cambio en la relacion fuente-destino involucra estimulos externos (por ejemplo,
una restriccion radical) e internos (cambios en la concentracion de hormonas) (Aluko et al.,
2021). Sin embargo, se ha prestado poca atencion a la influencia de las auxinas en la restriccion
radical fuera de nuestro grupo de investigacion (Di Benedetto et al., 2015b, 2018; Molinari et
al., 2020).

Cuando se comparan los resultados basados en la hipétesis de que a mayor capacidad
de crecimiento del sistema radical disminuye el estrés abidtico generado en la planta, se
encontrd una relacion directa entre NAR (Figura 5.5A), LAR (Figura 5.5B) y RGR. Por otro
lado, también se encontrd una relacion inversa entre SLA en base de peso fresco (como
estimador del grosor de la hoja) y NAR. Estas correlaciones son similares a las encontradas en
otros experimentos con |. walleriana (Gandolfo et al., 2014; De Lojo etal., 2019b, 2021; Hakim
etal., 2022) y diferentes especies ornamentales tales como, Epipremnum aureum (Di Benedetto
et al., 2015a), 1. hawkeri (Molinari et al., 2018, 2019), Zantedeschia aethiopica (Piotti et al.,
2018), Mammillaria elongata subsp. echinaria (Lozano Miglioli et al., 2019), Ficus benjamina
(Di Benedetto et al., 2020c), Asplenium nidus avis (Pagani et al., 2020) y horticolas tales como
espinaca (Di Matteo et al., 2015; Gerasi et al., 2018) y lechuga (Salinas et al., 2019;
Campolongo et al., 2020; Chertok et al., 2020; Carnelos et al., 2022).

En mis experimentos también se cuantific un atributo estético de la calidad de |I.
walleriana, como es la aparicién de flores. Los resultados mostraron que el peso seco de la flor
estaba directamente relacionado con RGR (Figura 5.5D), NAR (Figura 5.5E) y RLA (Figura
5.5F), lo que puede explicarse en funcién de las respuestas observadas en la morfologia y
fisiologia de las plantas.

En plantas donde la floracion esta asociada principalmente a laacumulacion de reservas,
como Impatiens walleriana, es razonable pensar que una mayor RGR asociada a una mayor
NAR aumentaria la acumulacion de biomasa en las flores (De Lojo et al., 2021). Por otro lado,
las flores de 1. walleriana aparecen en la axila de cada hoja individual, por lo tanto, un mayor
numero de hojas iniciadas (Figura 5.1B) es razonable asociarlo con un mayor namero de flores

(datos no mostrados) o mayor peso total de flores (Figura 5.5F).
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Los cambios en la acumulacion de biomasa y los procesos involucrados son consistentes
con la interaccidn entre auxinas y citocininas en el control del crecimiento. Estos resultados
sugieren a las auxinas como una herramienta tecnoldgica para superar la restricciéon radical
generada por la disminucion del tamafio de la celda en las bandejas multicelda. La ventaja
comercial adicional de esta alternativa es que la auxina sintética de alta calidad, como AlA, es

mucho mas econdmica que las citocininas sintéticas de alta calidad (BAP).
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CAPITULO 6 - CONTRASTE DE HIPOTESIS Y CONCLUSIONES

Hal. El uso de bandejas con diferente nimero de celdas establece una limitante al
crecimiento radical. La reduccion del crecimiento radical en los sistemas de conduccion
tradicionales puede atemperarse o eliminarse con el uso de ‘bandejas flotantes’ a partir
de menores restricciones fisicas para la ramificacion del sistema radical. No se rechaza
(Capitulo 3).

Ha2. La produccion de biomasa aérea pos-trasplante estd determinada por el
crecimiento del sistema radical pre-trasplante. No se rechaza (Capitulo 5).

Hb. El asperjado pre-trasplante con AIA seria capaz de superar el efecto de una
restriccion radical en la bandeja multicelda, aunque tendria poco impacto positivo (y
eventualmente negativo) sobre las conducidas en sistemas de ‘bandejas flotantes’. Se

rechaza parcialmente (Capitulos 4 y 5).

Hc. Una disminucion de las concentraciones enddgenas de auxinas en las raices por el
uso de inhibidores del transporte de dicha hormona reduciria la acumulacién de biomasa

total. No se rechaza (Capitulo 5).

Hd. La restriccion al crecimiento radical afecta la expansion del area foliar
fotosintetizante a través del tamafio de cada hoja individual y de la tasa de aparicion de
hojas. La acumulacion de peso fresco-seco se ve afectada por una reduccion de la tasa
fotosintética y por una mayor particion de los fotoasimilados producidos hacia el

sistema radical. No se rechaza (Capitulos 3, 4 y 5).

» Aunque experiencias previas demostraron la eficiencia del sistema flotante para
diferentes especies bajo cultivos intensivos, existen pocas comparaciones entre este y el
sistema tradicional. Incluso en estos, el enfoque metodoldgico solo contempla cambios
en el nimero de hojas o0 peso fresco-seco al momento del trasplante. En contraste, la
metodologia de analisis de crecimiento utilizada en mis experimentos valida los
resultados positivos a favor del uso de un sistema flotante pero también muestra los

mecanismos fisioldgicos involucrados tales como expansion de éarea foliar
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fotosintetizante, capacidad para producir y acumular fotoasimilados y particién de

fotoasimilados a favor de la parte aérea de la planta.

» A pesar que la restriccion radical asociada con el nimero de celdas en una bandeja
multicelda es critica durante la propagacion de plantas ornamentales, no es un estrés
abiodtico que generalmente se aborda en la literatura. Los experimentos realizados en
nuestro grupo de investigacion han aportado informacién importante sobre la
participacion de hormonas enddgenas y el efecto del asperjado con reguladores
hormonales sintéticos. Los resultados de este proyecto mostraron ademéas la
participacion de auxinas enddgenas y el potencial uso de auxinas sintéticas para superar

esta restriccion radical inicial.

» Los cambios en la acumulacion de biomasa y los procesos involucrados son consistentes
con la interaccidn entre auxinas y citocininas en el control del crecimiento. Los efectos
pre- y pos-trasplante del asperjado con AIA sobre la generacion de rendimiento de
Impatiens walleriana sugieren a las auxinas sintéticas como una herramienta
tecnoldgica para superar la restriccion radical generada por el incremento en el nimero
de celdas por bandeja durante la propagacion. La ventaja comercial adicional de esta
alternativa es que la auxina sintética de alta calidad, como la AIA, es mucho mas

econdmica que las citocininas sintéticas de alta calidad (BAP).

Ofrecer un producto de calidad desde el punto de vista estético y funcional es
fundamental para el éxito comercial en una produccion ornamental de plantas en maceta, el
sistema flotante ha demostrado producir aumentos de materia seca y fresca total superiores al

sistema tradicional durante la propagacién y al momento de la venta.

El uso de auxinas generd reiteradamente resultados superiores en el sistema tradicional
por lo cual seria util el tratamiento con AIA como alternativa a otros reguladores de crecimiento

(BAP) en este sistema.

TIBA y NPA en el sistema flotante produjeron resultados que no permitirian afirmar

que son los inhibidores mas adecuados para simular una deficiencia endégena de esta hormona.
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Si bien se ha logrado la caracterizacion desde el punto de vista fisioldgico de situaciones
de mayor restriccion al crecimiento de las raices (bandejas con mayor nimero de celdas,
propagacion a través del sistema tipico) o menor grado de restriccién (bandejas con mayor
numero de celdas, propagacion a través de un sistema flotante, aplicacién de AIA) ain no se ha
relacionado de manera objetiva el estrés abidtico causado por el volumen reducido de celda en
la bandeja multicelda, con intermediarios de la via de las citocininas o de las auxinas o
indicadores de estrés oxidativo tales como las Especies reactivas del oxigeno (ROS por sus
iniciales en inglés) o enzimas vinculadas a su sintesis-degradacion, siendo esto una cuestion a
dilucidar.
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