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RESUMEN

La necesidad de optimizar la productividad en plantas ornamentales en maceta se halla afectada por el efecto
negativo que la restriccion al sistema radical generado por el tamafo del contenedor impone a las plantas tanto
durante la fase de propagacién como en el pos-trasplante. Dado que los mecanismos involucrados responden,
entre otros factores, a cambios en la sintesis y translocacion de auxinas y citocininas, el uso de estos dos
reguladores hormonales aportados exégenamente son parte de la oferta tecnolégica comercial. Sin embargo, las
relaciones causa-efecto y dosis-respuesta de aplicaciones exdgenas de acido indolacético (AIA) y 6-
bencilaminopurina (BAP) han sido recientemente exploradas y no existen datos concluyentes para la mayor parte
de las especies ornamentales cultivadas en maceta incluyendo a Impatiens 'New Guinea' (Impatiens hawkeri
Bull). Los objetivos de este proyecto fueron: (a) evaluar el efecto de diferentes concentraciones y momentos de
aplicaciéon de AIA y BAP sobre el proceso de enraizamiento de esquejes herbaceos en I. hawkeri, (b) evaluar el
efecto de diferentes dosis de AlA y BAP sobre la acumulacién de biomasa en I. hawkeri durante el pos-trasplante
y (c) relacionar los cambios anatémicos, morfoldgicos y fisiolégicos con la modulacién del crecimiento en
respuesta a aplicaciones de AlA y BAP en la etapa de pre- y pos-trasplante. Se disefiaron dos experimentos; en
el primero se enraizaron esquejes provenientes de un cultivador comercial, en un sustrato organico y se
asperjaron a los siete y quince dias del inicio del experimento con diferentes dosis de acido indolacético (AlA) (0,
5,50y 100 mg.L’1). Una semana después de las aplicaciones de AlA se asperjaron, sobre cada uno de los lotes
anteriores, concentraciones crecientes de BAP (6-bencilaminopurina) (0, 5, 50 y 100 mg L"). En el segundo
experimento, esquejes ya enraizados fueron trasplantados a razén de una planta por maceta rigida de 1.200 cm®
rellenas con un sustrato organico. Una semana después se asperjaron con diferentes dosis de acido indolacético
(AIA) (0, 5,50y 100 mg L'1) seguidas por aplicaciones de BAP (6-bencilaminopurina) (0, 5, 50 y 100 mg L'1) siete
dias después. Los resultados mostraron que (a) aunque el proceso de enraizamiento de esquejes herbaceos de
I. hawkeri puede desarrollarse a partir de las auxinas enddgenas presentes en el inicio del proceso, el asperjado
foliar con AlA estimulé la aparicion de raices, (b) cuando el asperjado con AlA exdgeno se retraso, se redujo la
acumulacién de biomasa durante el periodo de enraizamiento, (c) el asperjado con BAP facilité el proceso de
enraizamiento en las etapas tardias de desarrollo de raices adventicias posiblemente estimulando procesos
asociados con la expansion del area foliar fotosintetizante y la produccion de fotoasimilados, (d) se han
observado incrementos en la acumulacion de biomasa pos-trasplante en plantas de /. hawkeri como
consecuencia del asperjado foliar con AIA o BAP; los mismos estuvieron asociados con un incremento en NAR,
(e) los cambios en la anatomia de la hoja (espesor foliar, proporcién de espacios intercelulares) facilitaron la
difusion y fijacion del di6xido de carbono ambiental y favorecieron la produccién de fotoasimilados, (f) bajo
condiciones de restriccion radical que se generan en un contenedor, el mayor tamafo del sistema radical

indicaria la participacion de las citocininas en el proceso de acumulacién de biomasa aérea. La similitud entre las
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respuestas a cada regulador hormonal junto con la ausencia de una interaccion importante AIA-BAP permite dos

alternativas de manejo independientes al productor de /. hawkeri para incrementar su productividad comercial.

Palabras clave: Cultivo en macetas, planta ornamental, propagacion, reguladores de crecimiento.

SUMMARY

The goal to optimize ornamental pot plant productivity is negatively affected by the root restriction syndrome during
both plant propagation and pot culture. The physiological mechanism involved included both synthesis and
translocation of auxins and cytokinins. However, the plant response to different indolacetic acid (AlIA) and 6,
bencylaminopurine (BAP) concentration sprays have been only recently explored, for which the response of most
ornamental pot plant included Impatiens 'New Guinea' (Impatiens hawkeri Bull) are lacking. The aims of this work
were to analysed the effects of an exogenously shoot-applied auxin and a cytokinin, separately or successively,
on the pre-transplant rooting or the post-transplant biomass accumulation of l.hawker through the anatomical,
morphological and physiological changes observed. Two experiment were performed. The first experiment
included non-rooting cutting from a commercial source. Seven or fifteen days after transplantation, all leaves
weresprayed to run-off at sunset with different concentrations of IAA (0, 5, 50, or 100 mg L'1). One week later,
cuttings were sprayed with different BAP concentrations (0, 5, 50, or 100 mg L"‘). For the second experiment,
rooting cuttings of I. hawkeri were pot transplanted. Seven days after transplantation, they were sprayed with
different concentrations of 1AA (0, 5, 50, or 100 mg L") followed by different BAP concentrations (0, 5, 50, or 100
mg L"1) one week later. Results showed that (a) a single AIA dose increased root growth, (b) a weekly AlA delay
application decrease biomass accumulation during nursery, (c) a BAP spray facilitate pre-transplant biomass
accumulation through a higher leaf area expansion and photo assimilate production, (d) as a result of both AIA
and BAP spray, the higher NAR the higher post-transplant biomass accumulation, (e) leaf anatomical changes
(leaf thickness, intercellular spaces) let a higher carbon dioxide diffusion and fixation with a correlative increase
in photo assimilates, (f) under a pot root restriction, a higher root system would be related to a higher cytokinin
synthesis. In summary, similarities between responses to either hormone, together with the lack of any IAA - BAP
interaction, provide two independent routes for commercial growers to increase the productivity of I hawkeri

ornamental plants by using early foliar sprays.

Keywords: Pot plant, ornamental plant, nursery, growth regulators.



1. INTRODUCCION

El objetivo general de obtener plantas con buena ramificacién en cultivos producidos en
contenedor, adquiere real importancia que, para el caso de Impatiens ‘Nueva Guinea’ (Impatiens
hawkeri Bull), por el hecho de que la aparicion de flores se produce en las axilas de estas
ramificaciones y que el desarrollo y longevidad de las flores dependen del nivel de reservas de la
planta (Lopez & Runkle, 2008a; Currey & Lopez, 2013). Gran parte de la popularidad de /. ‘Nueva
Guinea’ esta relacionada con el tamafio de sus flores, el amplio rango de colores y las diferentes
tonalidades y variegaciones del follaje (Strefeler & Quené, 1985). La floracién en I. ‘Nueva Guinea’
depende de diversos factores que incluyen el genotipo, la temperatura, la irradiancia
fotosintéticamente activa (PAR), el programa de riego y fertilizacion y el nimero de esquejes por
maceta (Bailey, 1996).

La productividad biolégica de especies ornamentales en maceta depende de la oferta
agroclimatica (modificada parcial o totalmente por el uso de sistemas de climatizacién de invernaderos)
y del metabolismo de la planta dentro de los limites que le impone su genotipo; el objetivo final de un
establecimiento comercial es alcanzar la maxima productividad y calidad de producto, con la mayor
homogeneidad de individuos posible. El uso de sistemas de propagacién agamica en muchas especies
permite homogeneizar el lote de plantas desde el punto de vista genético pero obliga a utilizar esquejes
herbaceos que deben desarrollar un nuevo sistema radical adventicio (Chen et al., 2003; Zhang et al.,
2012).

El objetivo de optimizar las fases de crecimiento en especies de ornamentales en maceta y la
presencia de multiples fuentes de estrés, que impiden que se alcance la méaxima tasa de expansion
foliar, plantea la necesidad de estudiar los mecanismos involucrados cuando las plantas se cultivan en
contenedores y, proponer alternativas culturales que minimicen sus efectos. Dado que situaciones de
estrés cultural pos-trasplante tales como la disminucién del crecimiento asociado con el tamano
limitante del contenedor y/o la baja calidad del sustrato de crecimiento afectan negativamente la
productividad del cultivo y afecta su rentabilidad comercial; es esperable que el asperjado con
auxinas-citocininas revierta parcialmente ese efecto; aunque el resultado final depende de la dosis
aplicada, es un aspecto sobre el que todavia hoy no existen datos concluyentes para el cultivo de 1.

‘Nueva Guinea’'.



1.1. Origen

El género Impatiens tiene una distribucion cosmopolita, aunque la mayor parte de su historia
evolutiva es desconocida. Los analisis sobre diversificacion, tiempo de divergencia estimado vy
biogeografia histérica indican que las especies existentes se originaron en el sudeste de China y
comenzaron a diversificarse en el Mioceno temprano. Hasta el Plioceno temprano, la tasa de
diversificacion neta dentro del género fue baja. A partir de ese momento, sin embargo, se originé
aproximadamente el 80% del linaje de Impatiens. Este género es originario de los trépicos en Asia y
Africa e incluye mas de 1.000 especies (Lens et al., 2012). Las especies asociadas con [. hawkeri se
hallan localizadas en el sudeste del archipiélago Asiatico. El ancestro méas reciente de I ‘Nueva
Guinea’ se disperso desde China hasta el sudeste del archipiélago asiatico (Janssens et al., 2009).
En sus areas originarias, crece en ambientes umbrosos o semi-sombreados en bosques de montafa
o piedemonte, particularmente a lo largo de los margenes de arroyos y rios a altitudes entre 400 y
3150 m (Grey-Wilson, 1980).

Los hibridos conocidos como ‘Nueva Guinea’ son el resultado de la hibridacion de diversas
especies originarias de esa zona (Jones & Smith, 1966; Grey-Wilson, 1980; Stephens, 1998; Tabak &
von Wettberg, 2008). I. hawkeri fue introducida en Europa en 1886 e inmediatamente se volvié
popular, sin embargo, en la década de 1890 practicamente desaparecid del mercado debido al ataque
de la arafuela de la Begonia. En 1970, una exploracién financiada por el Longwood Gardens y el
Departamento de Agricultura de los Estados Unidos (USDA) la redescubri6. La popularidad de /.
‘Nueva Guinea’ a nivel mundial (incluso en Argentina) se ha incrementado desde su introduccién a los

Estados Unidos en 1972.

1.2. Caracteristicas

I. hawkeri es una hierba perenne, usualmente de 0,5 a 1 m de altura, con tallos decumbentes
a erectos, a veces con raices en los nudos superiores. Hojas de lamina lineal a lineal-eliptica, eliptica,
lanceolada y oblonga, pubescentes o glabras, de color verde oscuro con un dejo de rojo a purpura en
verticilos de 3 a 7,con 4 a 14 pares de venas laterales y una fina pubescencia. La base de las hojas
es profundamente cuneada. Las flores se inician a partir del meristema axilar de la planta; la posicién
del primer nudo floral determina el nUmero de brotes vegetativos que pueden evolucionar hacia tallos

florales. Las flores son solitarias, una por cada yema axilar, terminales sobre la parte superior del



tallo, de color blanco, rosa, lila, pdrpura, naranja, rojo palido, escarlata 0 magenta con bracteas
basales de 2,5 mm de longitud (Grey-Wilson, 1980).

El control ambiental relacionado con el crecimiento de estas ramificaciones afecta la
produccion de flores. La fuerte dominancia apical observada con fotoperiodos largos, como los
encontrados en la época de produccion primavero-estival, disminuyen el desarrollo de ramificaciones
laterales y consecuentemente de las yemas florales; los modelos de distribucion de fotoasimilados se
producen a partir de cambios en la longitud del dia e involucrarian la participacion de diferentes
hormonas (auxinas, giberelinas y citocininas) (Fujinuma & Di Benedetto, 2009).

La produccién de /. ‘Nueva Guinea’ se inicia a partir de esquejes enraizados, excepto para los
hibridos F; ‘Spectra’. El nimero de genotipos disponibles aumenta continuamente, mostrando una
variedad de colores aunque con mayor predominancia de rojos (30-35%), rosados puros o bicolor
(45-50%), lavanda (10-15%) y blanco (5%) (Bailey, 1995). Después del color, su alta capacidad de
producir flores, limitada por el fotoperiodo y las temperaturas, es la segunda caracteristica que define

los programas de mejoramiento (Arisumi & Cathey, 1976; Simmonds, 1985)

1.3. Propagacién

Muchas especies ornamentales se propagan agamicamente. La principal ventaja es mantener
la uniformidad genética, aunque también pueden incluirse la falta de un estado juvenil (en especies
arbustivas y arbéreas) antes de la floracion y menores ciclos de produccion. El propagador de I
‘Nueva Guinea’ enraiza esquejes durante el invierno y la primavera temprana en invernaderos
climatizados (Korczynski et al., 2002; Faust, 2004). El objetivo de un propagador es producir un
esqueje enraizado de alta calidad maximizando el crecimiento radical, la biomasa total y la relacién
raiz/tallo, pero minimizando la elongacion del tallo para que las esquejes muestren un crecimiento con
baja dominancia apical (Lépez & Runkle, 2008a; Pramuk & Runkle, 2005; Currey et al., 2012).

El ambiente ideal para la propagacion vegetativa es aquel que mantiene hidratado los
esquejes, minimiza las situaciones de estrés, previene enfermedades y promueve una rapida
formacién de raices capaces de soportar el crecimiento y la transpiracion de los esquejes. La mayor
parte de las especies que se propagan vegetativamente completa el proceso de enraizamiento dentro
de las 2-3 semanas siguientes si las condiciones ambientales son apropiadas.

Los factores del ambiente criticos para manejar durante el enraizamiento incluyen (Lopez &

Runkle, 2008):



1) El control de la intensidad de luz

2) Un suministro hidrico continuo de agua

3) El mantenimiento de un nivel de humedad ambiental alto

4) El mantenimiento de temperaturas 6ptimas en el aire y el sustrato

5) La limitacién del movimiento de aire alrededor de las hojas

El tamano éptimo de los esquejes de . hawkeri para propagar agamicamente se encuentra
entre 2-2,5 cm y la temperatura de enraizamiento sugerida es de 20°C a 26°C. La aparicién de las
primeras raices entre 8 y 18 dias, dependiendo del genotipo, pero los propagulos son trasplantados a
la maceta final entre las 4 y 6 semanas desde el inicio del enraizamiento (Donnelly & Fisher, 2002).
Es una especie muy sensible a la salinidad. Por otro lado, el pH del medio de crecimiento debe
ubicarse entre 5,8 y 6,2. Se pueden presentar sintomas de toxicidad por micronutrientes si el pH es
demasiado bajo. EI nimero de esquejes enraizados que se trasplantan finalmente dependen del
tamano del contenedor (1, 2, 3-4 0 5-6 esquejes en macetas de 1.000 - 1.200, 1.500, 2.000 o 3.000
cm® respectivamente) (Bailey, 1995).

La radiacién fotosintéticamente activa es un factor relevante en el control del enraizamiento
de Impatiens, Currey & Loépez (2012) han sugerido que a partir del quinto dia de inicio de la
propagacién, la mayor proporcién de biomasa es invertida en hojas y tallos mas que en raices cuando
el nivel de irradiancia era limitante (2,5 mol m™ dia™). Los esquejes creciendo en 8,5 y 15,6 mol m™
dia™ mostraron los mayores valores en la relacion raices/parte aérea. Esto indicaria que la produccién
de biomasa radical y aérea es un proceso de desarrollo coordinado durante la propagacién. El area
foliar total se incrementé en los esquejes durante los 14 dias de experimento siendo mayor a medida
que se incrementaba la irradiancia PAR, lo que se pudo atribuir a un mayor nimero de hojas
expandidas. Las hojas creciendo en alta irradiancia incrementaron la proporcién de parénquima en
empalizada y el espesor foliar (menores valores de SLA). Lambers et al. (2008) han indicado que las
hojas sometidas a bajos valores de irradiancia PAR tienden a ser destinos mayores para los
fotoasimilados, en comparacién con el resto de los érganos de la planta. En /. ‘Nueva Guinea’ esta
informacion general fue reafirmada debido a los mayores valores de LAR (relacion de area foliar) en
plantas propagadas bajo los efectos de valores bajos irradiancia PAR. No se encontraron respuestas
diferentes relacionadas con la calidad de luz (Currey & Lopez, 2013). Aunque, Donnelly & Fisher

(2002) no encontraron diferencias significativas con respecto a la calidad comercial (largo, biomasa
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fresca y seca) ni en el tamano del sistema radical de los esquejes enraizados de /. ‘Nueva Guinea’
bajo diferentes niveles de radiacion PAR, sugirieron que la ausencia de diferencias podrian estar
asociadas con la calidad inicial de los esquejes y en la duracion e intensidad de los tratamientos con
luz suplementaria.

Currey et al. (2013) propagaron esquejes de geranio (Geranium x hortorum) asperjados
foliarmente con benciladenina (BA) y encontraron una menor senescencia foliar y enraizamiento
durante la propagacién, aunque este Ultimo efecto negativo pudo ser parcialmente superado con la
aplicacion de acido indolacético (AlA). Incrementando la irradiancia PAR mediante el uso de lamparas
de alta presion de sodio, encontraron una mayor tasa fotosintética y acumulacion de biomasa total.
Sin embargo, no existen estudios detallados sobre la respuesta de esquejes de . hawkeri durante la
etapa de propagacién en respuesta al uso combinado de reguladores hormonales tales como auxinas

(AlA) y citocininas (6, bencilaminopurina: BAP).

1.4. Eco-fisiologia del crecimiento
1.4.1. Desarrollo del sistema radical adventicio

El desarrollo de raices adventicias es una etapa esencial para la propagacion vegetativa de
especies ornamentales, horticolas y frutales. A diferencia de las raices laterales, que se forman sobre
las raices primarias, las raices adventicias se forman sobre diversos 6rganos de la planta (hipocatilo,
tallos y hojas). Una diferencia primaria entre raices laterales y adventicias es que las primeras se
originan sobre células del periciclo, mientras que las Ultimas se originan sobre tejido cambial o a partir
de otras células con actividad meristemética (Dodueva et al., 2014; Legue et al., 2014).

Para promover el desarrollo del sistema radical durante la propagacion, los fotoasimilados
acumulados o los generados por fotosintesis en ese periodo deben sostener la iniciacion vy
crecimiento de nuevas raices (Davis, 1988). Una disminucion de la intensidad de luz es una
estrategia para minimizar la pérdida de agua por transpiracion y permitir el desarrollo del callo
meristematico basal en los esquejes durante las etapas iniciales de propagacion. Sin embargo, la
disminucién de la integral de radiacidon impide alcanzar la maxima tasa fotosintética y limita,
finalmente, el crecimiento de las raices (Loach, 1988). El uso de luz suplementaria ha sido sugerido
en situaciones geograficas limitantes con respecto a la oferta de radiacion PAR durante la
propagaciéon (Graper & Healy, 1991; Pramuk & Runkle, 2005; Oh et al., 2010; Hutchinson et al.,

2012). Lépez & Runkle (2008a), Currey & Lopez (2012) y Currey et al. (2012) mostraron que un
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incremento en la integral de radiacion PAR durante la propagacion de los esquejes de I ‘Nueva
Guinea’, incrementé el crecimiento de las raices y la calidad del plantin enraizado. De la misma forma
se encontrd un incremento en el area foliar expandida, el numero de hojas y el peso seco total de
hojas, de tallos y de raices con un aumento de la integral de radiacion PAR. Las nuevas hojas
disminuyeron también la relacion de area foliar (LAR) y el area foliar especifica (SLA). Estos
resultados sugieren una alta plasticidad morfoldgica y fisioldégica de los esquejes de I. hawkeri durante
el proceso de enraizamiento.

Currey & Lopez (2013) encontraron un incremento en la tasa fotosintética y en la acumulacién
de biomasa con mayores irradiancias PAR durante la propagacién. El incremento en el area foliar de
los esquejes durante el proceso de enraizamiento estuvo también asociado con un incremento en el
espesor foliar como resultado de una mayor proporcion de parénquima en empalizada de la hoja. A
partir de los valores encontrados por Currey & Lopez (2012) en la relacion de area foliar (LAR) en /.
‘Nueva Guinea’, se ha sugerido que, en baja irradiancia, las hojas tienden a ser destinos mas
importantes en relacién con otros 6rganos (Lambers et al.,, 2008). En alta irradiancia, estos autores
observaron una mayor particion hacia las raices.

El desarrollo del sistema radical es el resultado de una interaccién entre la disponibilidad de
fotoasimilados generados por la irradiancia fotosintéticamente activa que recibe la planta y los niveles
hormonales (basicamente la relacion entre auxinas y citocininas) (Aloni et al., 2006; Hartig & Beck,
2006; Chapman & Estelle, 2009; Gana, 2010; Su et al., 2011; Bielach et al., 2012; Aloni, 2013).

La propagacion agamica comercial incluye el uso de auxinas para estimular el crecimiento de
un nuevo sistema radical; esta practica esta apoyada por el hecho que el crecimiento de raices se halla
bajo control directo de esta hormona (Duan et al., 2006; Pop et al., 2011; Saini et al., 2013; Agull6-
Antén et al., 2014; Pacurar et al., 2014). El proceso de neo-formacion de raices es estimulado por las
auxinas mientras que el mismo se ve inhibido por el uso de citocininas (Aloni et al., 2006; Fukaki &
Tasaka, 2009). Se han encontrado respuestas antagénicas de ambas hormonas en la regulacién del
desarrollo de raices (Mlller & Sheen, 2008; Muraro et al., 2013).

Esta claro que las auxinas enddgenas, tales como el acido indolacético (AlA), juegan un rol
central en el enraizamiento adventicio (De Klerk et al. 1999; Rahman et al., 2007; Dubrosky et al.,
2008, 2011; De Smet, 2007, 2012; Ding & Frimi, 2010; Laskowski, 2013; Lavenus et al., 2013; Saini et
al., 2013; Yoshida et al., 2013; Negishi et al., 2014; Pacurar et al., 2014;). Las auxinas endégenas son

sintetizadas en los apices vegetativos de los tallos y se movilizan basipetamente a través del floema

6



(Garrido et al.,, 2003). El agregado de AIA exdgeno se acumula en la base de los esquejes sin
enraizar. Sin embargo, existen diferencias entre especies faciles o dificles de propagar
agamicamente. Los propagulos dificiles de propagar pueden metabolizar AIA mas rapidamente,
acumulando menores concentraciones de AlA libre o tienen menores tasas de transporte basal de
AlA dentro de los tallos (Kerk et al., 2000). En estas, existen mayores concentraciones de factores
inhibitorios del enraizamiento y/o células iniciales de primordios de raices adventicias menos
sensibles a la auxina o con menor capacidad de re-diferenciacién celular (Wilson, 1994).

En esquejes de clavel, Agull6-Anton et al. (2014) encontraron que el estimulo que
desencadenaba la iniciacion de las raices adventicias en Dianthus caryophyllus, se producia dentro de
las primeras horas de la separacion de la planta que les dio origen, debido a la eliminacion del sistema
vascular que induce la acumulacién de auxinas cerca de la zona de corte (Guerrero et al. 1999, Garrido
et al. 2002). Aunque el estimulo fue independiente de la aplicacién exdégena de auxinas, se observé que
el tratamiento aceleraba la divisién celular en el cambium e incrementaba las actividades de
degradacion de carbohidratos en la base del tallo, contribuyendo al establecimiento de un nuevo
primordio de raiz adventicia en la base del mismo.

Si los bajos niveles de AlA libre en la base del esqueje son el factor limitante en la formacién de
raices (Xu et al., 2005; Vidoz et al., 2010), es esperable que el agregado de AIA exdgeno u otras
auxinas sintéticas estimulen el enraizamiento (Boerjan et al., 1995; De Klerk et al. 1999). Ahakami et al.
(2009) encontraron un temprano incremento de AIA en la base de esquejes de Petunia x hibrida con
dos picos (a las 2 y 24 horas del corte) y una importante declinacién posterior. El uso del acido naftil
ftalamico (NPA), un antagonista de la sintesis de AIA que bloquea las primeras divisiones
transversales durante la formacién de raices, suprimié completamente el pico de acumulaciéon de AIA
a las 24 horas del corte e inhibié severamente la formacion de raices.

La aplicacién basal de auxinas puede no incrementar la concentracién de AIA en las células
especificas asociadas con el primordio de raiz adventicia, dependiendo de cuanto de la auxina exégena
es transportada dentro del esqueje (van Berkel et al., 2013). Ademas la auxina aplicada basalmente
necesita redistribuirse dentro del esqueje, y ser re-transportada a la base del mismo a través del sistema
de transporte basipeto (Cambridge & Morris, 1996; Ford et al., 2002).

Por otro lado, existe una sensibilidad diferencial al agregado exégeno de esta hormona durante
el proceso de desarrollo de un primordio de raiz adventicia. La formacion de raices adventicias puede
ser dividida en tres fases (Wiesman & Riov, 1994; de Klerk et al., 1999; Bellini et al., 2014; Legue et
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al., 2014; Negishi et al., 2014). La primera fase es la re-diferenciacion de una subpoblacién de células
localizadas normalmente en el cambium (Drisch & Stahl, 2015) que se vuelve receptiva para
responder al estimulo rizogenético generado por la auxina (Acosta et al.,, 2009); esta fase persiste
hasta las primeras divisiones de las células iniciales de los primordios de raiz adventicia y presenta
una alta sensibilidad a las auxinas. La segunda fase incluye el periodo de induccién de raices
adventicias, estas células activadas se convierten en iniciales de primordios radicales; se caracteriza
por una activa division celular, un incremento en la sensibilidad a los inhibidores metabolicos y
ausencia de sensibilidad al AlA. La fase final que determina la formacién de la raiz adventicia es el
establecimiento de un primordio de raiz con conectividad vascular con el tallo; se halla asociada con
procesos de elongacion celular, una disminucién en la sensibilidad a inhibidores y a una falta de
respuesta a la aplicacion de auxinas (Naija et al., 2008; Ahkami et al., 2009, Klopotek et al., 2010). En
términos préacticos, las dos ultimas etapas son fases del crecimiento de las raices (Fett-Neto et al.,
2001).

Diversos genes involucrados en el transporte de auxinas son regulados en la base del tallo
con o sin la aplicacién exdégena de las mismas, mientras que la concentracion endoégena de
citocininas es especialmente afectada por la aplicacion de auxina exégena (Tanaka et al., 2006). El
rapido incremento en el nivel de carbohidratos en la base del tallo después de la aplicacion de
auxinas sugieren que la misma estimula su transformacioén en un destino prioritario (Agullé-Antén et
al, 2011), lo cual contribuye a la formacién de un nuevo primordio de raiz adventicia (Roitsch &
Gonzélez, 2004). Estos resultados indican interacciones significativas entre los niveles de auxina, la
homeostasis de hormonas en condiciones de estrés y la disponibilidad de azlicares en la base de los
esquejes herbaceos en clavel durante las etapas iniciales de enraizamiento adventicio (Agull6-Antén
etal.,, 2014).

La iniciacién y crecimiento de las raices adventicias en esquejes herbaceos es un proceso de
alta complejidad, influido tanto por factores enddégenos como exégenos (Geiss et al., 2009; Pop et al.
2011; Fukaki & Tasaka, 2009; Agullén-Antén et al., 2014). En general, existe un efecto opuesto de
auxinas y citocininas sobre el crecimiento del sistema radical; por un lado las citocininas inhiben el
crecimiento radical a través de su efecto sobre la divisién y diferenciacién del apice radical (Han et al.,
2009; Ruzicka et al., 2009; Shkonik-Inbar & Bar-Zci, 2010; Bishop et al., 2011, 2012; Ramireddy et al.,

2014), siendo los estadios tempranos del proceso los mas sensibles (Bitonti & Chiappetta, 2011),



mientras que las auxinas incrementan la masa radical a través de la diferenciacion de ramificaciones
laterales (Leyser, 2003; De Smet, 2012; Laskowski, 2013).

Eriksen (1974) sugiri6 que la influencia de las citocininas cambia con el estadio de desarrollo
de la raiz, existiendo la posibilidad de interaccion entre las citocininas y las auxinas. Una alta
concentracién de citocininas en etapas tempranas del desarrollo de la raiz adventicia puede tener un
efecto inhibitorio sobre el enraizamiento a través de un bloqueo sobre la actividad de las auxinas. La
pérdida del efecto inhibitorio de las citocininas durante las fases finales de iniciacién sugiere que, en
esta etapa, el primordio en desarrollo es capaz de controlar el nivel de citocininas y no responde
negativamente al agregado exdégeno de este regulador del crecimiento. Las dos posibilidades que
surgen son la mayor capacidad de los tejidos del tallo para metabolizar las citocininas o un
incremento en su transporte hacia las hojas. Este autor sugirié que las citocininas son esenciales
durante las etapas tardias de iniciacion radical (por ejemplo, cuando el primordio se convierte en una
raiz adventicia funcional), mientras que en etapas tempranas, la produccion de citocininas por el
propio primordio es suficiente para saturar la respuesta. Cambios similares se encontraron en raices
de Pisum sativum (Stirk et al., 2008). Las citocininas interactian antagonicamente con las auxinas en
el control del desarrollo de la nueva raiz (Dello loio et al., 2008; Bielach et al., 2012), sin embargo,
ambas colaboran en el control del tamaro del apice radical (Kuroha & Sato, 2007; Skylar & Wu, 2011;
Saini et al., 2013; Pacifici et al., 2015).

Van Staden & Harty (1988) han indicado que tanto factores morfolégicos como ambientales
pueden afectar la facilidad de enraizamiento de un esqueje herbaceo. Los niveles de citocininas
difieren significativamente entre plantas juveniles y adultas y condicionan su habilidad para enraizar.
Los niveles de citocininas polares en plantas juveniles fueron mayores que en plantas adultas en la
etapa de activacion de yemas justo antes de la ruptura de la dormicién (Hartmann & Kester, 1983). Se
ha indicado que los altos niveles de glucésidos de citocininas son utilizados en los procesos de
formacién de raices adventicias o generando un retraso en la senescencia foliar (van Staden & Harty,
1988).

Los glucésidos de citocininas pueden ser transportados o almacenados en formas inactivas
(van Staden & Davey, 1977), de tal forma que esos conjugados muestran menor actividad. Se ha
propuesto que los mismos son importantes como fuentes de baja respuesta en los procesos
metabdlicos que requieren pequenas concentraciones de citocininas. Cuando se analiza el proceso

de enraizamiento, la conversién de bases libres almacenadas durante los procesos sensibles a las
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citocininas disminuirian la actividad de las mismas en los tejidos hasta que se completen aquellos
procesos susceptibles a altos niveles de citocininas libres en I. wallerana (Taylor & van Staden, 1997).
Los compuestos no polares mostraban grandes fluctuaciones debido a diferentes tasas de iniciacion y
desarrollo radical; los mayores picos de actividad fueron detectados entre los 13 y 15 dias desde el
inicio del proceso de enraizamiento. Esto es consistente con el supuesto que las raices en elongacion
y aquellas ya emergidas son los lugares de sintesis de citocininas (Featonby-Smith & van Staden,
1981).

Stuchbury & Burch (1986) han sugerido que los ribdsidos de citocininas son los productos
iniciales de la biosintesis de esta hormona, mientras que Taylor & van Staden (1997) encontraron, en
I. wallerana, un significativo incremento en compuestos no polares con actividad como citocininas
inmediatamente después de la induccion de las raices adventicias. Los mismos muestran sus
mayores niveles una vez que las raices emergen por fuera de la epidermis y comienzan a elongarse.
Sus resultados también muestran diferentes roles para diferentes tipos de citocininas (libres o
conjugadas como ribésidos) y permiten explicar la diferente sensibilidad de los esquejes herbaceos
de . wallerana a la aplicacion de citocininas exdgenas en diferentes etapas de desarrollo durante la

formacion de la raiz adventicia.

1.4.2. Restriccion radical

Las situaciones de estrés abidtico afectan el crecimiento de la planta, determinando una
significativa disminucién de la productividad (Ghosh & Xu, 2014). Una vez que se logra un esqueje
enraizado, este se trasplanta a una maceta hasta su venta final. Por razones de coyuntura econémica,
que modifican el comportamiento del mercado, el cultivador puede encontrarse ante la disyuntiva de
acortar el ciclo productivo. Para el logro de ese objetivo el productor podra seleccionar contenedores de
tamanos cada vez menores (16, 14 y 12 cm), lo que restringird, inevitablemente, el volumen de sustrato
disponible para el sistema radical. Esto permite un incremento en la densidad de plantacion, pero
genera el sindrome denominado ‘restriccion radicall que origina cambios considerables en el
crecimiento y la fisiologia de la planta (Di Benedetto & Klasman, 2004, 2007). Se ha indicado (Di
Benedetto et al., 2006b; Di Benedetto, 2011) que, en el momento en que la raiz alcanza la base de la
maceta en la que crece, ésta se dobla y enrosca alrededor del contenedor de tamafno reducido; el
estrés mecanico generado es captado por la raiz y traducido al resto de la planta como una reduccién

en el tamano de la parte aérea (O’Hare & Turnbull, 2004; Holst et al., 2011). El asperjado con
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6-bencilaminopurina (BAP) puede superar parcialmente, el efecto restrictivo a la acumulacion de
biomasa en plantas ornamentales (Di Benedetto et al., 2010, 2013, 2015a; Di Benedetto & Pagani,
2013; De Lojo & Di Benedetto, 2014; Gandolfo et al., 2014), incluyendo a /. hawkeri (Fujinuma & Di
Benedetto, 2009).

Las plantas han desarrollado una variedad de estrategias y mecanismos para responder a
cambios en su ambiente (Franco et al., 2011). Las adaptaciones anatomicas Yy fisioldégicas permiten
un mayor crecimiento bajo condiciones desfavorables (Balderas-Hernandez et al., 2013; Feller et al.,
2015). El sistema radical es particularmente afectado por estos cambios porque se encuentran en
contacto directo con las paredes del contenedor y con el sustrato de crecimiento (Degenhardt &
Gimmler, 2000). Puig et al. (2012) y Chen et al. (2015) han indicado que las plantas censan el
volumen del espacio disponible para el crecimiento de las raices, y un nimero limitado de estudios
sobre raices individuales han mostrado que las raices pueden identificar su ambiente inmediato y
responder en funcion de ellos (Bartrina et al., 2011; Johnson & Lenhard, 2011; Zwack & Rashotte,
2015). Bartoli et al. (2013) sugirieron que la habilidad de las plantas cultivadas en maceta para
responder a un estrés abiético involucra la interaccién de hormonas enddgenas y reguladores de
crecimiento. Sin embargo, la interaccion entre las sefiales enddgenas asociadas con las citocininas,
el estimulo ambiental y las situaciones de estrés han sido recientemente caracterizadas (Ha et al,,
2012; O’Brien et al., 2013). Las auxinas han sido también mencionadas como parte del mecanismo
de resistencia a situaciones de estrés abidtico (Kazan, 2013).

La funcion primaria de un contenedor es proveer un espacio para el sustrato de crecimiento.
Un espacio restringido también afecta las condiciones fisicas del mismo y lo convierte en una fuente
de estrés abidtico (Cramer ef al., 2011; Thibaud et al., 2012; Di Benedetto & Pagani, 2012; Ghosh &
Xu, 2014; Pagani et al., 2015; Gandolfo et al., 2016; Williams et al., 2016; Sala et al., 2016) adicional
al generado por el tamarno del contenedor. La falta de oxigeno radical, debido a la compactacién de
sustrato o la disminucién de los macroporos en contenedores de tamafo pequefio, inhibe la
respiracion, disminuye la adaptacion de metabdlica de la planta y cambia la anatomia y morfologia de
las raices (Bailey-Serres & Chang, 2005; Shi et al., 2007; Bailey-Serres & Colmer, 2014; Voesenek &
Sasidharan, 2013; Williams et al., 2016).

El crecimiento de las plantas que crecen en contenedores pequeinos se halla limitado por el
volumen de sustrato disponible ya que el contenido hidrico, la concentracion de oxigeno y la
disponibilidad de solutos puede fluctuar en cortos periodos de tiempo (Mathers et al.,, 2007; Chen et
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al., 2015). Cannavo et al. (2011) encontraron que las raices de /. ‘Nueva Guinea’' contribuyen al
incremento en la capacidad de retencién de agua disminuyendo la macro-porosidad e incrementando
la micro-porosidad. La disminucién de la conductividad hidraulica del sustrato durante el crecimiento
de las raices fue el resultado de los cambios en la porosidad total, la distribucién de poros y la
conectividad.

Agregados de gran tamafno se utilizan regularmente en la constitucion de los medios de
crecimiento de plantas en maceta para optimizar la aireacion del mismo (Di Benedetto, 2007) (Di
Benedetto & Pagani, 2012). En /. ‘Nueva Guinea’, Caron et al. (2010) mostraron que el efecto de
diferente tamafno de agregados no modificaba significativamente la proporcién de poros con aire. Sin
embargo, Thibaud et al. (2012) y Pagani et al. (2015) han indicado que el sustrato de crecimiento no
debe verse solo como una matriz para la absorcion de agua y nutrientes sino también como una
fuente de sefiales externas.

La vision actual sobre la funciéon de las raices, ademas del anclaje y absorciéon de agua y
nutrientes, incluye su rol como sensor continuo capaz de monitorear las condiciones de estrés radical.
Se han encontrado interacciones con azicares (Van der Werf & Nagel, 1996), citocininas (Ruffel et

al., 2011; Wojciechowska & Kowalska, 2011) e irradiancia PAR (Di Benedetto et al., 2013, 2015a).

1.4.3. Acumulacion de biomasa aérea

La tasa de desarrollo de las especies ornamentales es controlada por la temperatura del
meristema apical de los tallos (Faust & Heins, 1993; Niu et al., 2001; Roberts & Summerfield, 1987).
Sin embargo, la temperatura de la planta puede diferir considerablemente de la temperatura del aire
(Faust & Heins, 1998). La temperatura de la planta se halla determinada por la transpiracién y la
transferencia de energia convectiva y radiativa entre la planta y el ambiente que la rodea.

Las especies ornamentales umbrosas normalmente muestran bajas tasas de crecimiento en
términos de peso fresco-seco y area foliar (Di Benedetto et al., 2006a; 2015b). El hecho que este tipo
de plantas crecen en macetas, limita su crecimiento debido a una restriccién radical que ha sido
asociada con un reducido suministro de citocininas desde el sistema radical (Di Benedetto et al.,
2010; Pagani et al., 2013; De Lojo & Di Benedetto, 2014; Gandolfo et al., 2014; Di Benedetto et al.,
2015a). Di Benedetto et al. (2013) mostraron que el asperjado con bencilaminopurina (BAP) en
plantas de Epipremnum aureum incrementd la biomasa aérea, el area foliar y la tasa de aparicién de

hojas (RLA). Dado que no se encontraron cambios en el contenido de materia seca asociados con el
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tratamiento hormonal, el incremento en peso seco estuvo asociado a un incremento en la tasa de
crecimiento relativo (RGR). En general, las variaciones en RGR pueden ser explicadas por cambios
en la tasa de asimilacion neta (NAR) y por el coeficiente de area foliar (LAR) (Di Benedetto et al.,
2015a); resultados similares se encontraron en I. ‘Nueva Guinea’ (Fujinuma & Di Benedetto, 2009).
Las citocininas también afectan la funcién del meristema y la identidad de las células en el centro del
mismo (Bogre et al., 2008); el asperjado con BAP en plantas de E. aureum increment6 el tamano de

cada hoja individual y aceler6 la tasa de aparicion de hojas (Di Benedetto et al., 2013).

1.4.4. Produccién de fotoasimilados

Mientras que los carbohidratos estructurales son pre-requisitos esenciales para la estabilidad
de los tejidos vegetales, las dos funciones principales de los carbohidratos no estructurales son
proveer energia para los procesos catabodlicos como la respiracién y aportar al esqueleto carbonado
para la formacion de otros compuestos (Drige, 2000). La reduccion en la disponibilidad de
carbohidratos regula genes responsables de la fotosintesis, removilizaciéon de reservas y exportacion
de carbohidratos, mientras que disminuyen los RNAm para almacenaje y utilizacion. Abundantes
niveles de azlcares muestran efectos opuestos a través de una combinacion de represion e
induccidon génica. Durante las etapas de crecimiento, la demanda de fotoasimilados puede ser
elevada, por lo que la capacidad fotosintética de las hojas se vuelve un aspecto critico.

Zhang et al. (2012) mostraron que el enriquecer la atmésfera del invernadero con CO, se
incrementd el nimero de flores, el niumero de yemas florales y el area foliar total en relacion con las
plantas testigo de /. ‘Nueva Guinea’. El tratamiento incremento significativamente la tasa fotosintética,
el contenido de azucares solubles, el contenido de almidén, la actividad de las enzimas peroxidasa,
super 6xido dismutasa y ascorbato peroxidasa, pero redujo el contenido de clorofila. Por otro lado,
generd cambios en la ultra estructura de los cloroplastos tales como incrementos en el tamario, en el
namero de granos de almidén y en la relacion estroma/grana. Estos resultados indican que el uso de
la fertilizacion atmosférica con CO, tiene efectos positivos sobre el crecimiento, el desarrollo y la
capacidad metabdlica de las plantas.

El asperjado con citocininas incrementa la fijacion fotosintética por unidad de area (Ookawa et
al., 2004; Polanska et al., 2007; Wu et al., 2012; Di Benedetto et al., 2015b) a través del estimulo en

la transcripcidon de numerosos genes del cloroplasto (Zubo et al., 2008). Se ha encontrado que el
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asperjado con citocininas incrementaba el espesor de la hoja (Oguchi et al., 2003; Di Benedetto et al.,
2015b), un aspecto intimamente asociado con altas tasas fotosintéticas.

Las citocininas incrementan la capacidad fotosintética (Song et al., 2013; Ookawa et al., 2004)
a través de una mayor actividad de su principal enzima (ribulosa-1, 5-bifostato carboxilasa/oxigenasa)
(Boonman et al., 2007, 2009). Paralelamente, incrementa la biosintesis de tetrapirroles (Yaronskaya
et al., 2006) y la concentracién de clorofila. La informacion sobre el efecto directo de las auxinas
sobre la tasa fotosintética es escasa (Shah, 2011); el estimulo sobre la actividad fotosintética puede
deberse a la participacion de la hormona como al efecto que la misma produce sobre la actividad de
los destinos potenciales de la planta. Por otro lado, se ha encontrado un incremento en la eficiencia
fotosintética con el uso de AIA o sus derivados clorados (van lersel, 1999; Aldesuquy, 2000; Ahmad
et al., 2001; Hayat et al., 2009). Muchos genes relacionados con el desarrollo foliar son regulados por

las auxinas y citocininas (Li et al., 2007; Kakani & Peng, 2011; Su et al., 2011).

1.4.5. Particion de fotoasimilados

Las citocininas redirigen los fotoasimilados y nutrientes minerales en mayor proporcién hacia
los meristemas del tallo, dando como resultado un incremento en la biomasa aérea en numerosas
especies (Francis & Halbord, 2006; Boonman et al., 2007; Kyozuka, 2007; Albacete et al., 2008;
Gordon et al., 2009; Coro et al.,, 2014; Di Matteo et al., 2015), incluyendo especies ornamentales (Di

Benedetto & Pagani, 2013; De Lojo & Di Benedetto, 2014).

1.4.6. Floracion

Simmonds (1985) estudio la influencia del fotoperiodo y la temperatura sobre la produccién de
flores en I ‘Nueva Guinea'. La floracion disminuyd por debajo de 20°C debido principalmente a su
efecto sobre el desarrollo de la yema floral. Aunque la iniciacion floral es una respuesta de dia neutro, el
nuimero de flores producidas fue significativamente influido por el efecto del fotoperiodo sobre la
elongacion de las ramificaciones axilares. Con respecto al momento de iniciaciéon floral, algunos
cultivares de I. hawkeri fueron de dia neutro a 15°C pero se comportaron como una planta de dia corto
cuantitativa a 25°C (Simmonds, 1982). Como las flores son iniciadas en los meristemas axilares, la
posicion del primer nudo floral determina el nUmero de subsiguientes ramificaciones vegetativas que
pueden desarrollar ramificaciones florales adicionales. La duracién del ciclo de floraciéon hasta apertura

de las flores mostrd una fuerte dependencia de la temperatura.
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Vaid & Runkle (2013) encontraron que un incremento de la temperatura entre 14°C y 26°C
disminuia los dias a floracién en /. hawkeri, a través de una relacion lineal entre la tasa de floracién y la

temperatura media diurna, lo que permite estimar adecuadamente la temperatura base en esta especie.

1.4.7. Balance hormonal pos-trasplante

Se ha encontrado, recientemente, una respuesta positiva al agregado de citocininas y auxinas
pos-trasplante en plantas ornamentales cultivadas en macetas (Pacholczak et al., 2009; Di Benedetto
et al, 2010; 2015b). Aplicaciones exd6genas de auxinas y citocininas se han propuesto como
herramientas para superar el bajo vigor de plantas con restricciones asociadas al sustrato de cultivo
(Mobli & Baninasab, 2009), incrementando el area foliar, el nimero de hojas y el peso seco aéreo (Di
Benedetto et al.,, 2013, 2015b). Las auxinas se han utilizado, generalmente, durante la propagacién
de plantas herbaceas (Blythe et al., 2004; Guo et al., 2009; De Smet, 2012; Laskowski, 2013). Sin
embargo, existe informacién controvertida sobre el efecto de las auxinas sobre la expansion del area
foliar y la acumulacién de biomasa aérea. Klee et al. (1987) trabajando con plantas de petunia
transformadas para sintetizar altas concentraciones de AIA encontraron el desarrollo de hojas mas
pequenas que los controles, mientras que se encontré una mayor acumulacién de biomasa en plantas
de Vinca (Van lersel, 1998) y en Phaseolus vulgaris (Keller, 2007).

Las plantas poseen mecanismos capaces de transferir sefiales endégenas y modificar
diferentes procesos fisiologicos asociados con la produccion de biomasa a partir de la sintesis y
translocacion de biomoléculas producidas por las raices (Franco et al., 2011); existen evidencias que
las citocininas producidas por el sistema radical y translocadas a través del xilema juegan un rol
critico en muchos aspectos asociados con el crecimiento y el desarrollo. Las citocininas son
producidas en los apices radicales y se mueven a través de los vasos xilematicos hacia los tallos
aéreos donde participan del control del crecimiento y el desarrollo (Aloni et al.,, 2005; Dodd, 2005;
Rashotte et al., 2005; Kyozuka, 2007). La sintesis de reguladores de crecimiento, fundamentalmente
citocininas, han sido indicadas en la coordinacion del desarrollo de los tallos canalizando la
informacioén del estado nutricional de la raiz (Takei et al., 2002; Heyl & Schmiilling, 2003; Ronh’zina,
2004). Dado que los factores que modifican el crecimiento de las raices también afectan los niveles
de citocininas en ellas, se ha sugerido que las variaciones hormonales pueden ser consideradas
como un reflejo de la respuesta de las raices a diferentes situaciones de estrés. Experimentos previos

(Fujinuma & Di Benedetto, 2009) han mostrado que el asperjado de /. ‘Nueva Guinea’ en dosis uUnica
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pos-trasplante con BAP, incrementd la acumulacién de peso seco total a partir de una mayor
concentracion de fotoasimilados en la parte aérea como resultado de un mayor nimero y tamano de
hojas.

Las citocininas promueven la divisién celular, pero dependen de la presencia de auxinas,
estimulan el crecimiento de las hojas, promueven la ramificacion del tallo e inhiben el enraizamiento
radical adventicio (Garay-Arroyo et al., 2012). Diferentes N6-substitutos derivados de la adenina tales
como, zeatina, dhidrozeatina e isopenteniladenina tienen actividad enddégena como citocininas
(Kleczkowsky & Schell, 1995). Las citocininas sintetizadas en los extremos radicales pueden ser
convertidos en conjugados con azlcares y aminodacidos (Hirose et al., 2008; Frébort et al., 2011).

Dado que las citocininas son principalmente sintetizadas en las raices (Aloni et al., 2005;
Hwang & Sakakibara, 2006), existe una estrecha correlacion entre el crecimiento del sistema radical, el
nimero de meristemas radicales y la produccion de citocininas. El nitrégeno tiene una fuerte influencia
sobre el crecimiento de las raices y la exportacion de citocininas a los tallos. Se ha observado que
después de la interrupcién o drastica reduccién del suministro de nitrégeno, la concentracién de
citocininas en las raices, la exportacién de citocininas a los tallos y su concentracién en las hojas
disminuyen a los pocos dias (Salama & Wareing, 1979; Horgan & Wareing, 1980). Cuando el suministro
de nitrégeno se reinicia, la exportacion de citocininas se incrementa rapidamente. Aunque la posibilidad
de un efecto directo del nitrégeno sobre la produccidén de citocininas no puede omitirse, se ha sugerido
que el nitrégeno probablemente actle indirectamente a través del crecimiento radical.

Aunque se sabe que las citocininas interactian con otros mensajeros, particularmente con la
sintesis de auxinas, los detalles de estas interacciones han sido solo recientemente dilucidados
(Muraro et al., 2013; Di Benedetto et al., 2015b). En especies ornamentales, el uso de BAP ha
generado un incremento en el peso fresco y seco de E. aureum y Ficus benjamina (‘verde’ y
‘variegado’) (Di Benedetto ef al., 2010) a través de un incremento en la tasa de crecimiento relativo
(RGR), la tasa de expansion de area foliar (RLAE), la tasa de asimilacion neta (NAR) y una
disminucién de la relacion de area foliar (LAR) (Di Benedetto et al., 2013), encontrandose una falta de
interaccién entre BAP y el asperjado con acido indolacético (AIA) en el control de las respuestas
estudiadas (Di Benedetto et al, 2015b). Aunque se sabe que ambas hormonas se regulan
mutuamente (Shimizu-Sato et al., 2009; Jones & Ljung, 2011; Su et al., 2011), el uso tecnoldgico de

esta informacion para el cultivo de plantas ornamental en maceta esta limitado por la falta de
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investigaciones acerca de las relaciones causa-efecto y dosis-respuesta de aplicaciones de AlA y
BAP (Bielach et al., 2012; Di Benedetto et al., 2015b).

Aunque Jones et al. (2010) y Jones & Ljung (2011) sugirieron un mecanismo de
retroalimentacién positiva en el cual las auxinas regulan la sintesis de citocininas, Di Benedetto et al.
(2015b) sugirieron que el mismo podria estar asociado con el desarrollo de un nimero mayor de sitios

capaces de sintetizar las citocininas (épices radicales).

1.5. Factores ambientales y culturales
El crecimiento de una planta estd asociado con procesos de desarrollo regulados por la
temperatura y el fotoperiodo (en especies que responden al mismo) y por procesos de crecimiento

controlados por la irradiancia PAR, la disponibilidad de agua y nutrientes.

1.5.1. Temperatura

Impatiens ‘Nueva Guinea’ es una especie que requiere temperaturas diurnas y nocturnas de
25-30°C y 18-21°C respectivamente. Su temperatura base, es decir, la temperatura a la cual la tasa
de crecimiento es cero, esta entre 2,5°C (Vaid & Runkle, 2013) y 10-13°C (Lépez & Runkle, 2008a),
siendo sensible a dafo por frio con temperaturas menores a 6°C (Erwin, 1995).

Los modelos que describen el balance de energia para predecir la temperatura del apice
vegetativo de plantas de I. hawkeri creciendo en invernaderos (Faust & Heins, 1998; Shimizu et al.,
2004) muestran que durante el dia, la radiacién de onda corta y la transpiraciéon son los factores que
influyen sobre la transferencia de energia entre la planta y el ambiente que la rodea (Faust & Heins,
1998). Sin embargo, durante la noche, la conveccién y la transferencia de radiacion de onda larga
entre la planta y la estructura del invernadero asi como las condiciones radiativas del cielo (claro o
nuboso) influyen principalmente sobre la temperatura de la planta. Mankin et al. (1998) mostraron que
la temperatura de la hoja durante el dia disminuye 1°C cuando la diferencia de vapor de agua se
incrementa de 0,5 a 1,5 kPa en /. ‘Nueva Guinea’. Muchas especies anuales, incluyendo a /. hawkeri,
mantienen la conductancia estomatica y la transpiracién durante la noche (Mankin et al, 1998;
Snyder et al., 2003), por lo que la transpiracién en ese periodo es un factor importante que afecta la
temperatura de la planta. EI modelo desarrollado por Blanchard et al. (2012) indica que la temperatura
del apice vegetativo se incrementa, si la velocidad del aire del invernadero durante la noche también

se aumenta.
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1.5.2. Radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
El esqueje de I. hawkeri avanza por diferentes estadios durante el proceso de enraizamiento,

requiriendo diferentes situaciones luminicas (Lopez & Runkle, 2008a):

a) Formacién del callo (estadio 1): durante las primeras etapas de propagacion la irradiancia
maxima debe estar entre 120 a 200 umol m? s para proveer suficiente energia para la
formacién del callo meristemético y la iniciaciébn de raices sin causar desecacién del
propagulo. Por otro lado, la onda de radiacion debe ser difusa o indirecta para evitar el
calentamiento excesivo de los propagulos.

b) Iniciacién de raices (estadio 2): después que las raices se han iniciado (generalmente 5-12
dias desde el inicio de la propagacién), la intensidad de luz debe incrementarse entre 200 y
400 umol m?s™.

c) Pre-trasplante (estadio 3): una vez que las raices ocupan la mitad de la celda de la bandeja
de trasplante (generalmente 10 a 16 dias después del inicio de la propagacion), los niveles
luminicos deben incrementarse hasta 500-800 umol m? s™'. Esta relativamente alta intensidad

aclimata las plantas al ambiente pos-trasplante.

Durante la fase de produccién pos-trasplante se ha indicado que la irradiancia 6ptima debe
estar por debajo del 50% de plena luz solar, es decir, similar a la irradiancia sugerida para el estadio 3

de propagacion.

1.5.8. Agua

La produccién de plantas en maceta requiere reducir el consumo de agua a través de un
incremento en la eficiencia de uso de la misma. Para alcanzar ese objetivo, Cannavo et al. (2016) han
desarrollado, recientemente, un modelo de transferencia de agua-sustrato-planta-atmosfera para |.
‘Nueva Guinea’ capaz de predecir la transpiracién de la planta bajo diferentes regimenes de
irrigacion. Luego de su validacion, se encontré6 una aceptable correlacién entre los valores
instantaneos de transpiracion en relacién con diferentes escenarios de reduccion de la irrigacion,
indicando que una reduccion del 50% del agua suministrada (una vez por dia) no afectaba la

respuesta transpiratoria. Por su parte, Morille et al. (2013) investigaron el comportamiento de dos
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modelos usualmente utilizados para estimar la transpiracion de plantas de /. hawkeri creciendo dentro
de un invernadero climatizado.

Existe una amplia variabilidad en el germoplasma comercial de I. ‘Nueva Guinea’ en relacién
con sus requerimientos hidricos y resistencia a un estrés hidrico (Strefeler & Quene, 1985). De todas
formas, esta especie tiene un alto requerimiento hidrico (Kaczperski et al., 1989; Mack, 1989; Martin,
1984). Aln bajo condiciones éptimas de radiacion PAR y temperatura dependiendo del tamafio del
contenedor y la calidad del sustrato de cultivo, se requiere, durante la etapa de produccién pos-

trasplante, el re-suministro hidrico varias veces al dia.

1.5.4. Nutrientes

Los requerimientos nutricionales de /. ‘Nueva Guinea’ han sido extensivamente estudiados
(Frohne & Klok-Moore, 1998). Erwin et al. (1992) han indicado que posee relativamente bajos
requerimientos nutricionales, especialmente en micronutrientes. El pH del medio de cultivo debe
permanecer entre 5,8 y 6,4 debido a la alta disponibilidad de la mayor parte de los micronutrientes a
pH menores a 5,8.

I. hawkeri es una especie que se ve afectada cuando la concentracion de la solucién
fertilizante era inferior a 8 mM de nitrogeno (Ken & Reed; 1996).

Judd & Cox (1992) han indicado que el crecimiento en /. ‘Nueva Guinea’ se detiene con
conductividades eléctricas de la solucion del sustrato de 1,5 dS m™ o mayores, generandose
destruccién de raices y clorosis foliar; el crecimiento y la calidad disminuyen a medida que la
salinidad se incrementa (Tood & Reed, 1998). Sin embargo, los hibridos de /. hawkeri difieren en la
tolerancia al contenido de sales (Haver & Schuch, 1996).

Un excesivo suministro de nitrégeno puede causar un estrés salino determinando condiciones
fisiologicas desfavorables para el comportamiento pos-trasplante. La disminucion de las reservas de
fotoasimilados y una disminuciéon de la capacidad fotosintética pueden causar una deficiencia de
carbohidratos pos-trasplante.

Mientras que wuna relacibn amonio/nitrato balanceada potencialmente favorece el
comportamiento pos-trasplante a través de una mayor translocacién de citocininas desde el sistema
radical, la fertilizacion sélo con amonio puede causar toxicidad, reduccién de los niveles de

carbohidratos y alta produccion de etileno (Druge, 2000).
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Haley & Reed (2004) han indicado que la menor concentracién de potasio para éptimo
crecimiento es de 2 mM cuando las plantas de /. ‘Nueva Guinea’ eran conducidas en un sistema de
sub-irrigacion y de 4 mM cuando se regaban por aspersion. El balance de potasio demostré que las
plantas en sistemas sub-irrigados eran el doble de eficientes en el uso de potasio. Las pérdidas de
drenaje fueron la fuente principal de la ineficiencia en las plantas regadas por aspersion. Por su parte,
Whitcher et al. (2005) encontraron que todos los parametros de crecimiento medidos (altura, nimero
de hojas y peso fresco-seco) mostraron diferencias significativas a medida que se incrementaba la
tasa de fertilizacién con fosforo. La tasa de fertilizacion recomendada en este trabajo incluia: 14,3 mM
N,1,4mMPy51mMK.

Aunque la demanda de nutrientes para el crecimiento de la planta puede determinar la tasa
de absorcion de nutrientes durante periodos prolongados, la absorcién en cortos periodos no siempre
esta relacionada directamente con las fluctuaciones de los principales factores ambientales
(temperatura e integral de radiacién). Mankin & Fynn (1996) no encontraron en /. “‘Nueva Guinea”
correlaciones entre la temperatura diurna y la absorcion de nutrientes; sélo la absorcion de potasio y
magnesio mostrd una correlacién con la integral de radiacion. Richards & Reed (2004) encontraron
que todos los estimadores de crecimiento utilizados (altura, nUmero de hojas, peso fresco-seco de
tallos y raices) exhibieron un respuesta cuadratica con la absorcién de nutrientes. Por su parte,
Vendrame et al. (2004) encontraron interacciones entre la integral de irradiancia y la tasa de
fertilizacién en lo que respecta al peso seco de la parte aérea y al nUmero de flores, pero no se vieron

diferencias en la calidad estética de las plantas entre diferentes niveles luminicos.

2. OBJETIVOS

I) Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de AIA y BAP sobre el proceso de enraizamiento de

esquejes herbaceos en Impatiens ‘Nueva Guinea’ (Impatiens hawkeri Bull).

II) Evaluar el efecto de diferentes concentraciones de AIA y BAP sobre la acumulacién de biomasa en

Impatiens ‘Nueva Guinea’ (Impatiens hawkeri Bull) durante el pos-trasplante.

[ll) Relacionar los cambios anatémicos, morfologicos vy fisiolégicos con la modulacion del crecimiento

en respuesta a aplicaciones de AIA y BAP en la etapa de pos-trasplante.
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3. HIPOTESIS

l) La concentracion de auxinas y citocininas disponibles afecta la tasa de acumulacién de biomasa

radical tanto en pre- como pos-trasplante.

I,) Existe una interaccién diferente entre auxinas y citocininas cuando el asperjado foliar con AlA y

BAP se produce en diferentes momentos de la fase de enraizamiento.

II) La disponibilidad de auxinas y citocininas durante la fase de crecimiento vegetativo pos-trasplante

son parte del mecanismo de control de la acumulacion de biomasa de la planta.

[l) La aplicacion exdégena de auxinas y citocininas determina cambios en la anatomia foliar, en la
longitud del plastocrono, en la particion y distribucion de fotoasimilados dentro de un mecanismo de

retroalimentacion positiva de acumulacion de la biomasa aérea y radical.

4. MATERIALES Y METODOS

Para alcanzar los objetivos propuestos se realizaron dos experimentos independientes. Los
mismos se desarrollaron en un invernadero de la Catedra de Floricultura (U.B.A.) (34° 35’ 59”S, 58°
22" 23”W), con riego por goteo (gotero insertado O-Tif® de PLASTRO ARGENTINA de 1,9 L/h a 1.0
Bar) automatizado (Miracle® AC/DC irrigation controller made by MOTOROLA) y control de plagas y
enfermedades. Las plantas se fertilizaron semanalmente a través del sistema de riego con una
solucién de 1:05:1:0,5 (v/v/v) N:P:K:Ca (150mg/L'1 N). El material vegetal [Impatiens 'Nueva Guinea'
(Impatiens hawkeri Bull var. “Applause Orange Blaze”) a utilizar (esquejes sin enraizar para el
experimento | y esquejes enraizados en bandejas de 128 celdas: 17,37 cm?® celda’ para el
experimento 1) se obtuvo de un propagador comercial (Alejandro Sileoni, Escobar, Provincia Buenos

Aires).

Experimento I: Se enraizaron esquejes de Impatiens ‘Nueva Guinea’ (Impatiens hawkeri Bull)
comprados a un cultivador comercial a partir de octubre del 2014. Las plantas presentaban un area
foliar de 79,88 cm?, un promedio de 12 hojas expandidas y un peso seco acumulado de 0,40 gramos.
A los siete y quince dias del inicio del experimento fueron asperjados con diferentes dosis de acido

indolacético (0, 5,50y 100 mg L), con un pulverizador Giber® presién abombade 1,5L. La
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hormona (AlA: SIGMA EC 201-748-2) se disolvio en etanol (C2H60 /1N). Esa solucion en alcohol
etilico fue diluida luego con agua destilada hasta alcanzar la concentracion deseada.

Una semana después de las aplicaciones de AlA, se asperjaron sobre cada uno de los lotes
anteriores, concentraciones crecientes de BAP (6-bencilaminopurina: SIGMA EC 214-927-5) (0, 5, 50
y 100 mg L'1). Las plantas (30 por tratamiento), para evitar la fuerte restriccién al crecimiento radical
qgue puede darse en bandejas multiceldas, crecieron durante el experimento en macetas rigidas de
1.200 cm3 rellenas con un sustrato [Resaca de rio (40%) + Sphagnum maguellanicum (40%)+ perlita
(20%)] (Di Benedetto et al., 2004). Al inicio del experimento se midieron las propiedades fisicas del
sustrato utilizado (cinco repeticiones por sustrato) segun la metodologia y ecuaciones sugeridas por
Fonteno (1996). El sustrato utilizado presentaba valores de porosidad total (%), poros con aire (%),
capacidad de agua del contenedor (%) y densidad de 20,17; 4,33; 15,83 y 0,84 respectivamente.

El contenido de materia organica La conductividad eléctrica (CE), el pH y la capacidad de
intercambio catiénico se determinaron siguiendo los procedimientos sugeridos por Sparks et al.
(1996). Los valores obtenidos fueron, MO(%):11,8; pH: 6,5; CE: 0,11 dS m™ y para la capacidad de
intercambio catidnico: 35,2 meq 100 g respectivamente.

El experimento tuvo una duracion de 45 dias totales.

Experimento Il: Los esquejes enraizados de Impatiens 'New Guinea' (30 por tratamiento) fueron
trasplantados (una planta por maceta) a macetas rigidas de 1.200 cm?® llenas con el mismo sustrato
que el utilizado en el experimento |; el mismo comenzé el 11 de octubre del 2014 y finalizé 120 dias
después. Una semana después del inicio del experimento se asperjaron con diferentes dosis de acido
indolacético (AlA: SIGMA EC 201-748-2) (0, 5, 50 y 100 mg. L'1) seguidas por aplicaciones de BAP
(6-bencilaminopurina: SIGMA EC 214-927-5) (0, 5, 50 y 100 mg. L'1) siete dias después.

En el inicio del experimento los esquejes pesaban 4,81 gr (fresco), 0,413 gr (seco) y
presentaban un area foliar total expandida de 82,07 cm?.

Se realizaron cosechas sucesivas cada 15 (experimento 1) y 30 dias (experimento 2) desde
el inicio de cada experimento. Se utilizaron 5 plantas por tratamiento en cada turno de cosecha. Se
cuantifico el peso fresco (gr) y el peso seco (gr) de cada planta (las muestras se secaron en estufa a
80°C durante una semana) particionado en raices (se retiro el sustrato de las raices con agua), tallos
y hojas; el numero de hojas y el area foliar expandida, esta Ultima utilizando el software ImajeJ®

(Image Processing and Analysis in Java). Con los datos de éarea foliar, numero de hojas y pesos

22


https://es.wikipedia.org/wiki/Etanol
https://es.wikipedia.org/wiki/Agua_destilada

secos se calculd la tasa de expansién foliar (RLAE), la tasa de aparicion de hojas (RLA), la tasa de
crecimiento relativo (RGR), la tasa de asimilacién neta (NAR), la relaciéon de area foliar (LAR), el area
especifica foliar (SLA), la proporcion de hoja (LMR) y el coeficiente de particion de area foliar (LAP), la
particién de fotoasimilados a través de las alometrias entre el peso seco de raices y tallos (Di

Benedetto & Tognetti, 2016):

a) la tasa de crecimiento relativo (RGR, por sus siglas en inglés): pendiente (k,,) de la ecuacion que
relaciona el In peso seco total y los dias trascurridos entre el inicio del experimento y cada cosecha
segun la ecuacion:

RGR= L4V
W dt

b) la tasa de expansion de &rea foliar relativa (RLAER, por sus siglas en inglés): pendiente (k,) de la
ecuacién que relaciona el In &rea foliar total y los dias trascurridos entre el inicio del experimento y

cada cosecha segun la ecuacion:

RLAER = 1aa
A dt

c) la tasa de asimilacién neta (NAR, por sus siglas en inglés): resultado de multiplicar la pendiente
(kw) con la ordenada al origen (W,) de la ecuaciéon que relaciona el In peso seco total y los dias
trascurridos entre el inicio del experimento y cada cosecha por €' ™ dividido por la ordenada al
origen (Aq) de la ecuacion que relaciona el In area foliar total y los dias trascurridos entre el inicio del

ka*t medio

experimento y cada cosecha por e segun la ecuacion:

k,t

A()ekuf

d) la relacién de é&rea foliar (LAR, por sus siglas en inglés): el cociente entre el valor de la pendiente
(kw) de la ecuacién que relaciona el In peso seco total y los dias trascurridos entre el inicio del

experimento y cada cosecha y NAR segun la ecuacion:
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e) tasa de aparicion de hojas (RLA, por sus siglas en inglés): pendiente de la ecuacién que relaciona
el nimero de hojas y los dias transcurridos desde el inicio del experimento y cada cosecha segun la
ecuacion:

dhojas
dt

RLA =

f) el coeficiente de particion de area foliar (LAP): es el resultado de multiplicar la pendiente (ka) con la
ordenada al origen (A0O) de la ecuacion que relaciona el logaritmo natural del area foliar total y los dias
trascurridos entre el inicio del experimento y cada cosecha por eka*t medio dividido por el producto de
los valores de la pendiente (kw) y la ordenada al origen (WO0) de la ecuacion que relaciona el
logaritmo natural del peso seco total y los dias trascurridos entre el inicio del experimento y cada

cosecha, y eVt mede,

k,t
LAP = %
k W,e™

g) el area foliar especifica (SLA, por sus siglas en inglés) (cm? g™') es la relacion entre el area foliar
individual y el peso foliar sobre una base de peso fresco segun la ecuacion:

SLAzé
w

h) la relacién de peso foliar (LWR, por sus siglas en inglés) (g cm'2) es la relacién entre el peso seco
de las hojas y el peso seco total de la planta segun la ecuacién:

LWR — Wutal

otal

i) las alometrias entre el In del peso seco de raices y In del peso seco de parte aérea que permite

cuantificar la particion de fotoasimilados entre ambos.
j) la relacion raices: parte aérea a partir de los pesos secos de ambos al final del experimento.

k) el contenido de materia seca: proporcién de la biomasa aérea y de raices en peso seco en relacién

con el peso fresco en el momento de la cosecha.

Al final de la etapa de cultivo comercial (120 dias desde el inicio del experimento) se tomaron

muestras para evaluaciones anatémicas (espesor foliar y distribucién de tejidos foliares) en el

24



experimento Il. Los preparados histolégicos se realizaron en el Laboratorio de Histologia (Catedra de
Botanica Agricola-Universidad de Buenos Aires).

Se registraron las temperaturas diarias (°C) y la radiacién fotosintéticamente activa (umol
fotones m™ dl’a'1) utilizando un sensor HOBO (H08-"4-02) (Onset Computer Corp., Bourne, MA, USA)
conectado a un data logger HOBO H8. Los valores se indican en el Cuadro 1.

El experimento | se ajustd a un disefo estadistico completamente aleatorizado en un arreglo
factorial (cuatro concentraciones de AIA, cuatro concentraciones de BAP, dos momentos de
asperjado de AIA) mientras que el experimento Il se ajustd a un arreglo factorial (cuatro
concentraciones de AlA, cuatro concentraciones de BAP); los datos fueron contrastados mediante un
andlisis de varianza tradicional (ANOVA), y la comparacion de medias se hizo con un test Tukey
(P>0,05) o mediante un test de Fisher con un a = 0,05 usando para ello el programa estadistico
InfoStat (Di Rienzo et al, 2012). Cuando se calcularon las regresiones lineales (RLA, RLAER, RGR,
NAR, LAR y las alometrias de peso entre raices y parte aérea) se utilizé6 el paquete estadistico

SMATR (Warton et al., 2012).

Cuadro 1: Evolucion de la temperatura minima-maxima y radiacién fotosintéticamente activa (PAR)
durante el desarrollo de los experimentos dentro del invernadero.

Temperatura minima (°C) Temperatura maxima Radiacion PAR
(°C) (mol fotones m? dia™)
Octubre 14,78 24,68 8,94
Noviembre 15,61 25,48 10,17
Diciembre 19,57 30,03 10,71
Enero 20,15 29,39 9,88
Febrero 19,72 30,08 8,36
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5. RESULTADOS
5.1. Acumulacién de biomasa durante el periodo de enraizamiento

5.1.1. Area foliar

El area foliar expandida entre plantas asperjadas con AlA a los siete y quince dias desde el
inicio del experimento fue mayor en los primeros para muchas de las combinaciones AlA-BAP
evaluadas. Las mayores respuestas en relacion con los testigos sin tratamiento se encontraron en los

lotes asperjados con las mayores concentraciones de AlA (50 y 100 mg L") (Figura 1).
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Figura 1: Area foliar total expandida al final del experimento uno, en esquejes de /. hawkeri,
asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L'1) a los siete y quince dias del
inicio del experimento durante el proceso de enraizamiento. Las plantas fueron asperjadas con
diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L) una semana después. Se indica el valor del
error estandar y la minima diferencia significativa (MDS = 18,18 cm” planta™).

En las plantas tratadas con AlA y una semana después con BAP, el agregado de la segunda
hormona increment6 el efecto promotor sobre el area foliar total (hasta 25%) con una tendencia a
disminuir a medida que se incrementaban las concentraciones de ambas hormonas en aquellos lotes
donde la aplicacion de AlA se produjo a los siete dias del inicio del experimento (Figura 2A). Cuando

el asperjado de AlA se realizé a los quince dias del inicio de experimento (Figura 2B), el efecto fue

menor.
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Figura 2: Efecto del asperjado con 5, 50 0 100 mg L BAP sobre el area foliar total al final de la etapa
de enralzamlento en esquejes de . hawkeri, asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5,
50 y 100 mg L") a los siete (A) y quince (B) dias del inicio del experimento. Los datos estan
expresados como porcentaje de cambio observados después de la aplicacion de BAP en relacién con
los testigos sin tratamiento.

El area foliar individual fue significativamente mayor cuando las plantas se asperjaron con AlA
a los siete dias de inicio del experimento. Los testigos sin tratamiento presentaron los menores

tamafos de hoja en relacion con el resto de las combinaciones utilizadas (Figura 3).
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Figura 3: Area foliar individual al final de la etapa de enraizamiento (45 dias desde el inicio del
experlmento) en esquejes de I. hawkeri, asperjadas con diferentes concentraciones de AIA (0, 5, 50 y
100 mg L) a los siete y quince dias del inicio del experlmento Las plantas fueron asperjadas con
diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L ) una semana despues Se indica el valor del
error estandar y la minima diferencia significativa (MDS =4,42 cm? hoja’ )
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Figura 4: Efecto del asperjado con 5, 50 o0 100 mg I"" BAP sobre el area foliar total al final de la etapa
de enraizamiento en esquejes de I. hawkeri, asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5,
50 y 100 mg L") a los siete (A) y quince (B) dias del inicio del experimento. Los datos estan
expresados como porcentaje de cambio observados después de la aplicacion de BAP en relacién con
los testigos sin tratamiento.

Cuando las plantas se asperjaron con AlA a los siete dias del inicio del tratamiento, el
agregado de BAP tuvo efectos minimos sobre el area foliar de cada hoja (menos del 10%) (Figura
4A). Sin embargo, cuando el asperjado con AIA se realizé a los quince dias, el agregado de la
segunda hormona increment6 el area foliar individual hasta valores del 40%, mientras que
concentraciones de AIA mas altas (100 mg L) mostraron respuestas menores (Figura 4B).

La tasa de expansién de area foliar relativa (RLAE) fue significativamente menor en los
testigos. El asperjado con diferentes combinaciones AIA-BAP incrementé los valores de RLAE,
aunque la magnitud de la respuesta dependié del momento en que comenzaron los tratamientos
(siete 0 quince dias desde el inicio de los experimentos). Una respuesta similar se encontr6 cuando

se determind la tasa de aparicion de hojas (RLA) (Cuadro 2).
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Cuadro 2: Cambios en la tasa de expansion de area foliar relativa (RLAE) y en la tasa de aparicion de
hojas (RLA) en esquejes de . hawkeri durante la etapa de enraizamiento, asperjadas con diferentes
concentraciones de AIA (0, 5, 50 y 100 mg L") a los siete y quince dias del inicio del experimento. Las
plantas fueron asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L") una semana
después. Las letras minusculas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos para
cada momento de asperjado con AlA. Las letras mayusculas indican diferencias significativas para
cada tratamiento entre momentos de asperjado.

RLAE RLA
(cm®*cm?dia™) (hojas dia™)

7 dias
0-0 0,0428 eA 0,0667 eA
0-5 0,0668 bA 0,2514 bA
0-50 0,0678 bA 0,2267 cA
0-100 0,0599 dA 0,1733 dA
5-0 0,0640 cA 0,1984 dA
5-5 0,0653 cA 0,1829 dA
5-50 0,0686 bA 0,2152 cA
5-100 0,0680 bA 0,2908 aA
50-0 0,0686 bA 0,2267 cA
50-5 0,0671 bA 0,2238 cA
50-50 0,0666 bB 0,2119 cA
50-100 0,0659 bA 0,1895 dA
100-0 0,0684 bA 0,3235aA
100-5 0,0668 bA 0,2162 cA
100-50 0,0675 bA 0,3222 aA
100-100 0,0748 aA 0,3235aA

15 dias
0-0 0,0428 eA 0,0667 hA
0-5 0,0475 dB 0,1083 fB
0-50 0,0476 dB 0,1067 fB
0-100 0,0444 dB 0,0800 gB
5-0 0,0468 dB 0,1444 dB
5-5 0,0527 cB 0,1200 eB
5-50 0,0501 cB 0,0833 gB
5-100 0,0451 dB 0,0633 hB
50-0 0,0717 aA 0,3033 aA
50-5 0,0616 bA 0,1567 cB
50-50 0,0702 aA 0,2033 bA
50-100 0,0605 bA 0,1633 cB
100-0 0,0614 bA 0,1633 cB
100-5 0,0683 aA 0,2100 bB
100-50 0,0639 bA 0,1667 cB
100-100 0,0693 aA 0,2233 aB

El agregado de BAP después del asperjado con AlA incrementd sélo el 15% los valores
relativos de RLAE (Figura 5A) y cerca del 100% RLA (Figura 5C), aunque solo con las mayores
concentraciones de AlA (100 mg L") aplicadas a la semana del inicio del experimento sobre esquejes
sin enraizar. Sin embargo, cuando las plantas se asperjaron a los 15 dias del inicio del experimento,
el efecto relativo del asperjado con BAP sobre RLAE (Figura 5B) se incrementd entre 40-50% y el de
RLA (Figura 5D) se ubicé entre 50-100% en todas las dosis de AlA.
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Figura 5: Efecto del asperjado con 5, 50 0 100 mg I"" BAP sobre RLAE relativa (A, B) y RLA relativa
(C, D) en esquejes de I. hawkeri, asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100
mg L) a los siete (A, C) y quince (B, D) dias del inicio del experimento. Los datos estan expresados
como porcentaje de cambio observados después de la aplicacién de BAP en relacién con los testigos
sin tratamiento.

5.1.2. Peso fresco-seco

La dinamica de acumulacion de peso fresco muestra diferencias estadisticamente
significativas entre todas las combinaciones AIA-BAP cuando las plantas se asperjaron a los siete
dias desde el inicio del experimento (Figura 6A). Sin embargo, cuando el asperjado con AlA se realiz6
a los quince dias desde el inicio de los experimentos solo las combinaciones AIA-BAP con las
mayores concentraciones de AlA (50 y 100 mg L'1) alcanzaron ese resultado positivo (Figura 6B).

El asperjado de la segunda hormona (BAP) una semana después del asperjado con AIA a los
siete dias del inicio del experimento casi no modificé la acumulacién de peso fresco relativo (Figura
7A), sin embargo, cuando el asperjado con AlA se realiz6 a los quince dias (Figura 7B), el agregado

de BAP increment6 la respuesta entre 100 y 180% (en la concentracion de AIA més alta).

30



—0—0-5
30 ——0-50
= —&—0-100
®25 | —e—590
= —m— 55
=20 r —e—5-50
) —&—5-100
o 15 + (= 50-0
a - 50-5
f,_j o - groes < 50-50
> ——50-100
2 5 | *-—100-0
o = 100-5
0 . . ,  ——+--100-50
_____ o N— -
0 15 30 45 100-100
Dias desde inicio experimento
B —0— 0-0
—0—0-5
0 - | —<— 0-50
| —— 0-100
=25 8 —e—50
© —&— 55
5 —— 5-50
=20 r —&— 5-100
=@ 0 e o-— 50-0
R - — i - - 50-5
s ! gy - 50-50
10+ g e #— 50-100
s | g % ®— 100-0
B —m— 100-5
g ° e +— 100-50
o , , —&— 100-100

0 15 30 45
Dias desde inicio experimento

Figura 6: Dindmica de acumulacién de peso fresco durante la etapa de enraizamiento, en esquejes de
I. hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de AIA (0, 5, 50 y 100 mg L) a los siete (A) y
quince (B) dias del inicio del experimento. Las plantas fueron asperjadas con diferentes
concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L'1) una semana después. Se indica el valor de la minima
diferencia significativa (MDSz, = 4,69 y 4,86 ¢ planta'1; MDS, = 7,12 y 7,65 ¢ planta'1
respectivamente para las cosechas a 30 y 45 dias desde el inicio del experimento.
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Figura 7: Efecto del asperjado con 5, 50 o0 100 mg L" BAP sobre el peso fresco en esquejes de .
hawkeri, asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L") a los siete (A) y
quince (B) dias del inicio del experimento. Los datos estan expresados como porcentaje de cambio
observados después de la aplicacion de BAP en relacién con los testigos sin tratamiento.
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La dinamica de acumulacion de peso seco mostré6 un patrén de respuesta similar a lo

observado para el peso fresco (Figura 8).
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Figura 8: Dindmica de acumulacion de peso seco de la parte aérea durante la etapa de
enralzamlento en esquejes de . hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50
y 100 mg L") a los siete (A) y quince (B) dias del inicio del experlmento Las plantas fueron
asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L") una semana después. Se
indica el valor de la minima diferencia significativa (MDS3, = 0,15 y 0,14 g planta”; MDS,s = 0,17 y
0,16 g planta” respectivamente para las cosechas a 30 y 45 dias desde el inicio del experimento.

Al igual que con el peso fresco, el asperjado de una segunda hormona (BAP) una semana
después del asperjado con AlA, cuando esta se aplico a los siete dias del inicio del experimento, casi

no modificé la acumulacion de peso seco relativo (Figura 9A). Cuando el asperjado con AlA se realizé

a los quince dias (Figura 9B), el agregado de BAP incremento la respuesta entre 50 y 80%.
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Figura 9: Efecto del asperjado con 5, 50 o 100 mg L' BAP sobre el peso seco parte aérea en
esqu 1]es de I. hawkeri sin enraizar, asperjadas con diferentes concentraciones de AIA (0, 5, 50 y 100
mg L") a los siete (A) y quince (B) dias del inicio del experimento. Los datos estan expresados como
porcentaje de cambio observados después de la aplicacion de BAP en relacion con los testigos sin
tratamiento.
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Figura 10: Dinamica de acumulacion de peso seco en el sistema radical durante la etapa de
enralzamlento en esquejes de I. hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50
y 100 mg L ) a los siete (A) y quince (B) dias del inicio del experlmento Las plantas fueron
asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L ) una semana después. Se
indica el valor de la minima diferencia significativa (MDS3y = 0,08 y 0,11 g planta MDS4 = 0,11 y
0,099 planta respectivamente para las cosechas a 30 y 45 dias desde el inicio del experimento.
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Figura 11: Efecto del asperjado con 5, 50 0 100 mg L™ BAP sobre el peso seco de raices en esquejes
de I. hawkeri sin enraizar, asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L'1) a
los siete (A) y quince (B) dias del inicio del experimento. Los datos estdn expresados como
porceqtaje de cambio observados después de la aplicacion de BAP en relacion con los testigos sin
tratamiento.

La acumulacién de peso seco radical se incrementd entre los 15 y 45 dias desde el inicio del
experimento, en todas las concentraciones de AlA mostraron diferencias significativas con respecto al
testigo cuando la auxina se asperjo a los 7 dias del corte del esqueje (Figura 10A), mientras que la
mayor parte de las interacciones AlIA-BAP mostraron diferencias con respecto a los testigos (Figura
10B).

El asperjado de la segunda hormona (BAP) una semana después del asperjado con AlA a los
siete dias del inicio del experimento modificé entre 20 y 50% la acumulacién de peso seco relativo de
raices (Figura 11A). Cuando el asperjado con AIA se realiz6 a los quince dias (Figura 11B), el
agregado de BAP incrementd la respuesta en mayor proporcion, especialmente en las
concentraciones de AlA menores.

Se encontré una relacién positiva (R2 = 0,853) entre el peso seco del sistema radical y el peso
seco de la biomasa aérea de las plantas cuando se utilizaron los datos de todas las combinaciones

AlA-BAP y cosechas (Figura 12).
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Figura 12: Relacién entre el peso seco de parte aérea (PSA) y el peso seco del sistema radical (PSR)
durante la etapa de enraizamiento, en esquejes de [ hawkeri asperjadas con diferentes
concentraciones de AIA (0, 5, 50 y 100 mg L") a los siete (A) y quince (B) dias del inicio del
experimento. Las plantas fueron asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100
mg L") una semana después. La probabilidad que la pendiente de la linea de regresion sea cero fue
P < 0,001. La linea de regresion fue PSA = 3,25 PSR + 0,132 (R® = 0,853).

Dado que no se encontraron diferencias significativas en el contenido de materia seca (CMS)
entre combinaciones AIA-BAP y ensayos fue posible utilizar diferentes estimadores de crecimiento
(Cuadro 3). Se encontraron menores relaciones raices: parte aérea en los testigos. Aunque las
diferentes combinaciones AIA-BAP incrementaron la relacion raices: parte aérea, se encontraron
diferencias a favor de las plantas que se asperjaron con AIA a los quince dias del inicio del
experimento. La tasa de crecimiento relativo de raices (RGRRgaices), |2 tasa de crecimiento total
(RGRrqa) Y la tasa de asimilacién neta (NAR) se incrementaron con todas las combinaciones AlA-
BAP utilizadas en relacién con los testigos sin tratamiento, aunque se encontraron diferencias
significativas entre momentos de aplicacion de AIA en las menores concentraciones AIA-BAP. La
relacion de area foliar (LAR) y el coeficiente de particién de area foliar (LAP) mostraron una respuesta
inversa.

Se encontraron relaciones altamente positivas entre NAR y RGR, tanto en los lotes
asperjados con AlA a los siete o quince dias de inicio del experimento con los menores valores
asociados a los testigos sin tratamiento (Figura 13A). Por otro lado se encontraron relaciones

altamente negativas entre LAR y RGR (Figura 13B). Estos resultados indican que los valores de RGR

se hallan definidos fundamentalmente por NAR.
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Cuadro 3: Cambios en el contenido de materia seca (CMS), relacion raices: parte aérea y cambios en los estimadores de crecimiento utilizados
para caracterizar la acumulacion de biomasa seca (RGRRraices; RGRtota, NAR, LAR y LAP) durante la etapa de enraizamiento, en esquejes de /.
hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L"1) a los siete y quince dias del inicio del experimento. Las plantas
fueron asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L") una semana después. La variacion + de cada valor indica el
error estandar. Las letras minusculas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos para cada momento de asperjado con AlA.
Las letras mayusculas indican diferencias significativas para cada tratamiento entre momentos de asperjado.

CMS Raices: RGRraies RGRrou (9 c:;:éi;ia") HAR (cnl1-2AdP|'a'1/
o )
(%) Parte aérea (g g'1 dia™) (g g" dia™!) (x 10%) (cm2 g") 9 dia™)

7 dias
0-0 6,446 + 0,239 aA 0,156 + 0,012 cB 0,1000 eA 0,0724 cA 11,80 dA 613,63 aA 362,76 aA
0-5 6,483 + 0,243 aA 0,184 + 0,008 bB 0,1456 bA 0,1083 bA 20,30 bA 533,52 bA 329,08 aA
0-50 6,612 + 0,390 aA 0,208 + 0,009 aA 0,1612 aA 0,1124 bA 21,78 bA 516,05 bA 311,28 aA
0-100 6,636 + 0,313 aA 0,226 + 0,011 aB 0,1537 bA 0,1076 bA 21,36 bA 503,71 bA 280,41 bA
5-0 6,468 + 0,304 aA 0,233 + 0,038 aA 0,1564 bA 0,1054 bA 19,41 cA 543,10 bA 329,78 aA
5-5 6,614 + 0,304 aA 0,216 + 0,025 aB 0,1493 bA 0,1093 bA 21,56 bA 506,84 bA 302,81 aA
5-50 6,636 + 0,260 aA 0,170 + 0,014 bB 0,1430 cA 0,1106 bA 21,29 bA 519,47 bA 322,20 aA
5-100 6,587 + 0,268 aA 0,221 + 0,022 aB 0,1512 bA 0,1123 bA 22,31 aA 503,46 bA 304,85 aA
50-0 6,605 + 0,243 aA 0,198 + 0,016 bB 0,1423 cA 0,1124 bA 22,44 aB 500,80 bA 305,65 aA
50-5 6,483 + 0,292 aA 0,187 + 0,017 bB 0,1422 cA 0,1097 bA 21,20 bA 517,39 bA 316,47 aA
50-50 6,362 + 0,295 aA 0,198 + 0,018 bB 0,1645 aA 0,1058 bA 18,07 cB 585,52 aA 368,58 aA
50-100 6,613 + 0,298 aA 0,206 + 0,032 bB 0,1350 dA 0,1090 bA 21,97 bA 496,21 bA 300,00 aA
100-0 6,671 + 0,402 aA 0,187 + 0,016 bB 0,1477 cA 0,1104 bA 21,03 bA 525,05 bA 325,30 aA
100-5 6,387 + 0,242 aA 0,197 + 0,018 bB 0,1458 cA 0,1093 bA 21,38 bA 511,12 bA 312,38 aA
100-50 6,705 + 0,280 aA 0,253 + 0,008 aB 0,1665 aA 0,1204 aA 24,50 aA 491,37 bA 275,48 bA
100-100 7,219 + 0,874 aA 0,236 + 0,016 aB 0,1683 aA 0,1213 aA 24,84 aA 488,24 bA 301,07 Aa
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Cuadro 3 :
continuacioén

cMS Raices: RGRRaices RGRota NAR LAR LAP
(%) Parte aérea A g - -1 1 (gcm qs'a ) 2 (cm d'? /
(9g dia’) (gg dia’) (x107) (cm”g’) gdia’)

15 dias
0-0 6,446 + 0,239aA 0,156 + 0,012 dA 0,1000 dA 0,0724 dA 11,80 dA 613,63 aA 362,76 aA
0-5 6,787 + 0,260 aA 0,228 + 0,074 bA 0,0871 dB 0,0829 cB 15,19 ¢cB 545,72 aA 312,68 bA
0-50 6,903+ 0,908 aA 0,237 + 0,038 bA 0,0971 dB 0,0798 cB 13,71 ¢cB 582,02 aA 347,17 aA
0-100 6,711 +0,313aA 0,331 + 0,057 aA 0,1018 dB 0,0774 cB 13,63 ¢cB 567,93 aA 325,79 aA
5-0 6,483+ 0,198aA 0,197 + 0,016 bA 0,0825 dB 0,0775 cB 13,23 ¢cB 585,75 aA 353,72 aA
5-5 6,552 + 0,291 aA 0,305 + 0,029 aA 0,1192 cB 0,0897 cB 16,74 cB 535,77 aA 314,77 bA
5-50 6,155+ 0,192aA 0,350 + 0,059 aA 0,1267 cB 0,0846 cB 14,75 cB 573,58 aA 339,67 aA
5-100 5,958 + 0,195aA 0,260 + 0,065 bA 0,0942 dB 0,0776 cB 13,19 ¢cB 588,45 aA 342,00 aA
50-0 6,158 +0,123aA 0,316 + 0,017 aA 0,1436 aA 0,1213 aA 25,25 aA 480,44 bA 283,99 bA
50-5 6,569 + 0,365aA 0,287 + 0,021 aA 0,1372 bA 0,1064 bA 21,52 bA 494,38 bA 286,22 bA
50-50 6,075+ 0,166 aA 0,302 + 0,019 aA 0,1485 aB 0,1174 aA 23,91 aA 490,93 bB 293,55 bA
50-100 5,996 + 0,161 aA 0,310 + 0,042 aA 0,1394 bA 0,1040 bA 20,29 bA 512,50 bA 298,14 bA
100-0 5,869 + 0,204 aA 0,240 + 0,005 bA 0,1413 aA 0,1018 bA 18,87 bB 539,53 aA 325,41 aA
100-5 6,001 +0,370aA 0,279 + 0,011 aA 0,1443 aA 0,1155 aA 24,26 aA 476,04 bA 281,50 bA
100-50 6,428 + 0,197 aA 0,300 + 0,032 aA 0,1454 aB 0,1098 bB 23,24 aA 472,39 bA 274,91 bA
100-100 6,405+ 0,197aA 0,280 + 0,018 aA 0,1494 aB 0,1161 aB 24,53 aA 473,38 bA 282,56 bA
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Figura 13: Relacion entre la tasa de asimilacion neta (NAR) (A) o la relacion de area foliar (RLA)
(B) y la tasa de crecimiento relativo (RGR) en plantas de I. hawkeri asperjadas con diferentes
concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L) a los siete o quince dias del inicio del experimento.
Las plantas fueron asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L) una
semana después. La probabilidad que la pendiente de la linea de regresion sea cero fue P < 0,001
en todas las situaciones. Las lineas de regresién fueron NAR; = 340,49 RGR - 16,21 (R2 = 0,860);
NAR;5 = 280,35 RGR - 8,50 (R® = 0,989); LAR; = -2.683,80 RGR + 810,52 (R® = 0,574) y LAR;s = -
2.663,10 RGR + 788,63 (R® = 0,911). #- o: Testigos sin tratamiento.

El efecto relativo del asperjado con una segunda hormona (BAP) modificé muy poco (no
méas de 18%) los estimadores de crecimiento calculados tales como RGR (Figura 14A), NAR
(Figura 14C), LAR (Figura 14E) y LAP (Figura 14G) cuando las plantas se asperjaron inicialmente
con AlA una semana después del inicio del experimento. Un resultado parecido se encontré en
LAR (Figura 14F) y en LAP (Figura 14 H) cuando las plantas se asperjaron inicialmente con AlA a
las dos semanas del inicio del experimento. Sin embargo, cuando el asperjado con AIA demoré
quince dias, se encontraron incrementos entre el 40-70% cuando se agregé BAP sobre RGR

(Figura 14B) y NAR (Figura 14D).
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Figura 14: Efecto del asperjado con 5, 50 o 100 mg L BAP sobre RGR, NAR, LAR y LAP en
esquejes de . hawkeri, asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg ! )a
los siete (A, C, E y G respectivamente) y quince (B, D, F y H respectivamente) dias desde el inicio
del experimento. Los datos estan expresados como porcentaje de cambio observados después de
la aplicacién de BAP en relacién con los testigos sin tratamiento.
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5.2. Acumulacién de biomasa en la etapa de pos-trasplante
5.2.1. Area foliar

En el segundo ensayo, cuando las esquejes ya enraizadas se asperjaron con diferentes
combinaciones AIA-BAP en el pos-trasplante al contenedor de cultivo final, el area foliar total se
incrementd con respecto a los testigos, al igual que RLAE. Sin embargo, el efecto de los
tratamientos fue mas importante sobre RLA que sobre el tamafio individual de cada hoja (Cuadro

4).

Cuadro 4: Cambio en el area foliar total e individual al final del experimento y en los estimadores de
crecimiento utilizados para caracterizar la expansién de area foliar relativa (RLAER, RLA) desde el
trasplante hasta la etapa de venta comercial, en plantas de I. hawkeri asperjadas con diferentes
concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L'1) a los siete dias del trasplante. Las plantas fueron
asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L"1) una semana después.
Las letras mindsculas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos.

Area foliar Area foliar RLAE RLA
(cm? planta™) (cm? hoja™) (cm®’cm? dia™) (hojas dia™)

0-0 310,88 + 16,89 b 14,96 + 0,51 ¢ 0,0080 ¢ 0,1242d
0-5 371,13+ 21,24 a 14,57 + 0,98 ¢ 0,0102 b 0,1605b
0-50 311,44 +11,49b 16,93 + 1,12 a 0,0092 ¢ 0,1220d
0-100 373,84 + 26,27 a 17,40 + 1,14 a 0,0102 b 0,1420 ¢
5-0 330,84 + 33,28 a 15,59 + 0,64 b 0,0086 ¢ 0,1236 d
5-5 428,27 + 24,16 a 17,76 + 0,50 a 0,0118 a 0,1563 b
5-50 436,19 + 34,10 a 16,89 + 0,97 b 0,0124 a 0,1943 a
5-100 345,39 + 25,76 a 15,16 + 0,87 b 0,0099 b 0,1457 ¢
50-0 364,34 + 29,03 a 15,28 + 0,35 b 0,0104 b 0,1857 a
50-5 411,58 + 15,41 a 16,02 + 0,89 b 0,0116 a 0,1815a
50-50 313,14 + 10,56 b 13,82 + 0,66 ¢ 0,0086 ¢ 0,1599 b
50-100 286,55 + 22,84 b 15,13+ 0,57 b 0,0072 ¢ 0,1671b
100-0 317,38 + 12,98 b 18,44 + 0,94 a 0,0084 ¢ 0,1413 ¢
100-5 381,31 + 13,39 a 18,12+ 1,00 a 0,0104 b 0,1528 b
100-50 361,51 + 37,63 a 15,57 + 1,03 b 0,0097 b 0,1472b
100-100 416,11 + 41,90 a 16,31 + 0,81 b 0,0105b 0,1613 b

En las plantas tratadas con AIA y una semana después con BAP, el agregado de la
segunda hormona sobre las variables que definen la acumulaciéon de biomasa fotosintetizante tales
como el area foliar total (Figura 15A), el area foliar individual (Figura 15B), RLA (Figura 15C) y
RLAE (Figura 15D) dio como resultado un incremento del efecto promotor (generalmente alrededor
de 20%, a excepcion de RLA) con una tendencia a disminuir a medida que se incrementaban las

concentraciones de AlA y BAP.
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Figura 15: Efecto del asperjado con 5, 50 0 100 mg L' BAP sobre el area foliar total (A), el area
foliar individual (B), RLA (C) y RLAE (D), en plantas de . hawkeri asperjadas con diferentes
concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L'1) a los siete dias del trasplante. Las plantas fueron
asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L'1) una semana después.
Los datos estan expresados como porcentaje de cambio observados después de la aplicacion de
BAP a 5,50 0 100 mg L™ en relacién con los testigos sin tratamiento.
5.2.2. Peso fresco-seco

La dinamica de acumulacion de peso fresco (Figura 16) muestra diferencias
estadisticamente significativas a favor de la mayor parte de las combinaciones AIA-BAP. Aunque
se encontré una respuesta similar cuando se analiz6 el peso seco (Figura 17), las diferencias con

respecto al testigo sin tratamiento durante la cosecha final (120 dias desde el inicio del

experimento) fueron mayores.
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Figura 16: Dinamica de acumulacién de peso fresco desde el trasplante hasta la etapa de venta
comercial en plantas de I. hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de AIA (0, 5, 50 y
100 mg L ) a los siete dias del inicio del experlmento Las plantas fueron asperjadas con diferentes
concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L’ ) una semana después. Se mdlca el valor de la
m|n|ma diferencia significativa (MDSg, = 3,83 g planta MDSg = 7,57 g planta MDS;5 = 10,30 g
planta™ respectivamente para las cosechas a 60, 90 y 120 dias desde el inicio del experimento.
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Figura 17: Dinamica de acumulacién de peso seco desde el trasplante hasta la etapa de venta
comercial en plantas de I. hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de AIA (0, 5, 50 y
100 mg L) a los siete dias desde el inicio del experlmento Las plantas fueron asperjadas con
diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L’ ) una semana después. Se |nd|ca el valor
de la minima dlferen0|a significativa (MDSg, = 0,23 ¢ planta MDSg, = 0,41 g planta MDS; 5 =
0,55 g planta’ respectivamente para las cosechas a 60, 90 y 120 dias desde el inicio del
experimento.

El efecto relativo del agregado de la segunda hormona dio como resultado un incremento

del efecto promotor (generalmente alrededor de 20%) tanto sobre el peso fresco (Figura 18A)
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como sobre el peso seco (Figura 18B) con una tendencia a disminuir a medida que se

incrementaban las concentraciones de AlA y BAP.
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Figura 18: Efecto del asperjado con 5, 50 0 100 mg L™ de BAP sobre el peso fresco (A) y el peso
seco (B) en plantas de I. hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100
mg L ) a los siete dias del trasplante Las plantas fueron asperjadas con diferentes
concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L ) una semana después. Los datos estan expresados
como porcentaje de cambio observados después de la aplicacién de BAP a 5, 50 o 100 mg L' en
relacion con los testigos sin tratamiento.
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Figura 19: Relacion entre el peso seco de parte aérea (PSA) y el peso seco del sistema radical
(PSR) desde trasplante hasta el estadio de venta comercial en plantas de |. hawkeri asperjadas
con diferentes concentraciones de AIA (0, 5, 50 y 100 mg L ) a los siete dias del inicio del
experlmento Las plantas fueron asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100
mg L") una semana después. La probabilidad que la pendiente de Ia linea de regresién sea cero
fue P < 0,001. La linea de regresién fue PSA = 4,08 PSR + 0,279 ( =0,714).
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Nuevamente se encontré una relacion positiva (r* = 0,714) entre el peso seco del sistema

radical y el peso seco acumulado en la parte aérea de las plantas cuando se utilizaron todos los

datos del experimento (tratamientos y cosechas) (Figura 19).
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Figura 20: Peso seco particionado en raices, tallos y hojas al final del experlmento en plantas de /.
hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de AIA (0, 5, 50 y 100 mg L) a los siete dias
desde el trasplante Las plantas fueron asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50
y 100 mg L™ ) una semana después. Se indica el valor del error estandar para raices y parte aérea.
Las letras minusculas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos.

Cuando se desagreg6 el peso seco en los diferentes 6rganos de la planta (Figura 20), se

encontraron diferencias significativas tanto en la biomasa aérea (tallos mas hojas) como en el

sistema radical.

El asperjado con diferentes combinaciones AIA-BAP incrementé RGR y NAR mientras que

generd pocos cambios en LAR y LAP en relacién con los testigos sin tratamiento (Cuadro 5).
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Cuadro 5: Cambios en los estimadores de crecimiento utilizados para caracterizar la acumulacién
de biomasa seca (RGR, NAR, LAR y LAP) entre trasplante y el estadio de venta comercial, en
plantas de /. hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L'1) a
los siete dias del inicio del experimento. Las plantas fueron asperjadas con diferentes
concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L") una semana después. Las letras mintsculas
indican diferencias significativas (P < 0,05) entre tratamientos.

RGR NAR LAR LAP

(g cm?dia™) (cm? dia™/
(g g” dia”) (x 10?) (cm®g™) g dia™)
0-0 0,0117 ¢ 413 ¢ 283,35 a 193,75 a
0-5 0,0158 a 5,68 a 278,11 a 179,54 a
0-50 0,0147 a 5,34 a 275,45 a 172,39 a
0-100 0,0159 a 5,66 a 281,13 a 180,34 a
5-0 0,0137 b 497 b 275,56 a 172,98 a
5-5 0,0179 a 6,73 a 265,89 a 175,28 a
5-50 0,0179 a 6,30 a 284,12 a 196,82 a
5-100 0,0143 b 5,18 a 276,00 a 191,08 a
50-0 0,0152 a 5,47 a 277,83 a 190,09 a
50-5 0,0166 a 599a 277,02 a 193,58 a
50-50 0,0134 b 4,92 b 272,60 a 174,95 a
50-100 0,0126 b 456 b 276,08 a 157,76 b
100-0 0,0134 b 4,78 b 280,09 a 175,58 a
100-5 0,0167 a 6,27 a 266,16 a 165,75 a
100-50 0,0157 a 5,72 a 274,71 a 169,72 a
100-100 0,0160 a 5,84 a 273,96 a 179,79 a

El agregado de BAP con posterioridad a la aplicacion de AlA increment6 hasta 30% la
respuesta relativa en RGR (Figura 21A) y NAR (Figura 21B) mientras que casi no modificd los

valores de LAR (Figura 21C) y LAP (Figura 21D).
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Figura 21: Efecto del asperjado con 5, 50 0 100 mg I BAP sobre RGR (A), NAR (B), LAR (C) y
LAP (D) en plantas de . hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100
mg L") a los siete dias del trasplante. Las plantas fueron asperjadas con diferentes
concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L) una semana después. Los datos estan expresados
como porcentaje de cambio observados después de la aplicacion de BAP a 5, 50 0 100 mg L™ en
relacién con los testigos sin tratamiento.

Cuando se calcularon las relaciones entre NAR y RGR (Figura 22A) y entre LAR y RGR
(Figura 22B) se encontré un incremento altamente positivo para la primera (R2 = 0,977) y poco
significativo para la segunda (R? = 0,093), con los testigos en la posicion mas baja de la relacion

NAR-RGR. Dado que RGR es el producto entre NAR y LAR, estos resultados muestran que RGR

se halla determinado preferentemente por NAR.
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Figura 22: Relacién entre la tasa de asimilacién neta (NAR) (A) o la relacion de area foliar (LAR)
(B) y la tasa de crecimiento relativo (RGR) en plantas de I. hawkeri asperjadas con diferentes
concentraciones de AIA (0, 5, 50 y 100 mg L") a los siete del trasplante. Las plantas fueron
asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L") una semana después.
La probabilidad que la pendiente de la linea de regresion sea cero fue P < 0,001 en ambos casos.
Las lineas de regresién fueron NAR = 378,85 RGR - 0,25 (R® = 0,977) y LAR = 857,45 RGR +

289,07 (R® = 0,093). ¢: Testigo sin tratamiento.

No se encontraron diferencias significativas en el CMS y un aumento en la relacion raices:
parte aérea cuando las plantas se asperjaron con diferentes combinaciones AIA-BAP en relacion
con los testigos sin tratamiento. Las alometrias de peso seco raices- parte aérea mostraron una
mayor particion de fotoasimilados hacia la biomasa aérea, cuando se utilizaron las mayores

concentraciones de AlA (Cuadro 6).

47



Cuadro 6: Cambios en el contenido de materia seca (CMS), relacion raices: parte aérea y en las
alometrias utilizadas para caracterizar la particion de biomasa seca desde el trasplanta hasta el
estadio de venta comercial, en plantas de I. hawkeri asperjadas con diferentes concentraciones de
AIA (0, 5, 50 y 100 mg L") a los siete dias desde el inicio del experimento. Las plantas fueron
asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L) una semana después.

La variacibn + de cada valor indica el error estandar. letras indican diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos (P < 0,05).
o Raices: Alometria
CMS (%) Parte aérea Raices: Parte aérea2
B r

0-0 5,109 + 0,214 a 0,113+ 0,015¢ 0,408 a 0,767
0-5 5,203 + 0,073 a 0,175+ 0,012 a 0,402 a 0,809
0-50 5,001 + 0,110 a 0,205 + 0,009 a 0,446 a 0,835
0-100 5,145 + 0,105 a 0,187 + 0,011 a 0,393 a 0,786
5-0 5,185 + 0,099 a 0,160 + 0,010 b 0,449 a 0,836
5-5 5,436 + 0,256 a 0,160 + 0,017 b 0,415a 0,771
5-50 4,963 + 0,088 a 0,171 + 0,013 a 0,424 a 0,797
5-100 4910+ 0,095a 0,135+ 0,009 b 0,437 a 0,822
50-0 5,561 + 0,095 a 0,145+ 0,014 b 0,409 a 0,770
50-5 5,293+ 0,115a 0,141 + 0,010 b 0,347 b 0,755
50-50 5,003 + 0,078 a 0,143 + 0,006 b 0,323 b 0,725
50-100 5,079 + 0,148 a 0,187 + 0,014 a 0,364 b 0,777
100-0 5,103 + 0,096 a 0,198 + 0,016 a 0,360 b 0,815
100-5 5,234 + 0,093 a 0,217 + 0,015 a 0,363 b 0,840
100-50 5,284 + 0,063 a 0,219 + 0,030 a 0,311 b 0,699
100-100 5,252 + 0,178 a 0,211 + 0,034 a 0,318 b 0,722

Se encontré una relacién positiva entre RLAE (Figura 23A), RLA (Figura 23B), RGR (Figura

23C), NAR (Figura 23D) y el peso seco del sistema radical al final del experimento (120 dias desde

el trasplante).
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Figura 23: Relaciones entre RLAE (A), RLA (B), RGR (C), NAR (D) y el coeficiente B de la alometria
raices: parte aérea (E) vs. Peso Seco Ralces en plantas de I. hawkeri asperjadas con diferentes
concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L’ ) a los siete dias del trasplante Las plantas fueron
asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L’ ) una semana después.
Las ecuaciones de regresion son: RLAE = 0,019 Peso Seco Raices + 0,0047 (R® = 0,691; P <
0,001); RLA = 0,265 Peso Seco Raices + 0,075 (R = 0,700; P < 0,001); RGR = 0,0242 Peso Seco
Raices + 0,009 (R2 = 0,644, P < 0,001); NAR = 9,696 Peso Seco Raices + 3,032 (R® = 0,638; P <
0,001); Coeficiente B = -0,585 Peso Seco Raices + 0,546 (R? = 0,606; P < 0,001). Se indica el valor
de los controles sin tratamiento (e).
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El coeficiente B de la alometria que relaciona el peso seco de raices y parte aérea (Figura
23E) mostrd una relacion negativa en relacion con el peso seco del sistema radical al final del
experimento. Se encontraron coeficientes de determinaciéon (RQ) de 0,691; 0,700; 0,644; 0,638 y

0,606 respectivamente.

5.2.3. Andlisis histologico

El analisis histologico realizado sobre el limbo foliar después de la ultima cosecha (120
dias desde el inicio de los tratamientos) mostraron menores valores de espesor foliar en los
testigos e incrementos significativos en todas las combinaciones AIA-BAP (Figura 24) y un
incremento en la proporciéon de espacios intercelulares en la mayor parte de los tratamientos con
respecto a las plantas testigo (Figura 25).

El agregado de BAP luego del asperjado con AlIA increment6 el espesor foliar (Figura 26A)

y la proporcién relativa de espacios intercelulares (Figura 26B) en menos de 20%.
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Figura 24: Cambios en el espesor foliar al final del experlmento en plantas de I. hawkeri asperjadas
con diferentes concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L’ ) a los siete dias del trasplante Las
plantas fueron asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L") una
semana despues Se indica el valor del error estdndar y la minima diferencia significativa (MDS =
13,19 um hoja’ )
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Figura 25: Distribucién relativa de tejidos en el limbo foliar (epidermis, espacios intercelulares y
parénquima) al final del experimento en plantas de [ hawkeri asperjadas con diferentes
concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L’ ) a los siete dias del trasplante Las plantas fueron
asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L’ ) una semana después.

Se encontré una relacion positiva entre NAR y el espesor foliar (R® = 0,641) (Figura 27A) y

entre NAR y la proporcién de espacios intercelulares (R® = 0,708) (Figura 27B).
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Figura 26: Efecto del asperjado con 5, 50 o 100 mg I BAP sobre el espesor foliar (A) y la
proporcién de espacios intercelulares (B), en plantas de I hawkeri asperjadas con diferentes
concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L’ ) a los siete dias del trasplante Las plantas fueron
asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L ) una semana después.
Los datos estan expresados como porcentaje de cambio observados después de la aplicacién de
BAP a 5,500 100 mg L™ en relacion con los testigos sin tratamiento.
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Figura 27: Relacion entre la tasa de asimilacién neta (NAR) y el espesor foliar (EF) (A) o el
porcentaje de espacios intercelulares (El) (B) en plantas de I. hawkeri asperjadas con diferentes
concentraciones de AlA (0, 5, 50 y 100 mg L'1) a los siete dias del trasplante. Las plantas fueron
asperjadas con diferentes concentraciones de BAP (0, 5, 50 y 100 mg L) una semana después.
La probabilidad que la pendiente de la linea de regresion sea cero fue P < 0,001 en ambos casos.
Las lineas de regresion fueron NAR = 0,012 EF + 1,19 (R® = 0,641) y NAR = 0,100 El + 0,098 (R® =
0,708). o: Testigo sin tratamiento.

6. DISCUSION

El ciclo biolégico de las plantas ornamentales que se cultivan en maceta puede dividirse,
arbitrariamente, en dos etapas. En . ‘Nueva Guinea’ (/. hawkeri Bull), la propagacién agadmica
requiere el desarrollo de un nuevo sistema radical adventicio y el crecimiento del esqueje en
contenedores pequefios (bandejas multiceldas). La segunda etapa se basa en la acumulacién de
biomasa pos-trasplante en el contenedor final (maceta) hasta alcanzar el tamafo de venta
comercial. El objetivo en ambas etapas es alcanzar la maxima productividad por unidad de area y

tiempo, sin embargo, los mecanismos eco-fisiol6gicos y los procesos involucrados son diferentes.

6.1. Acumulacion de biomasa pre-trasplante

Cuando se intenta propagar agamicamente una planta de /. hawkeri a partir de esquejes
herbaceos aéreos, la velocidad del proceso de enraizamiento que se inicia con el desarrollo de una
masa meristematica basal (‘callo’) determina no sélo el ciclo de propagacion, sino la capacidad de

acumulacion de biomasa en el propagulo. Aunque esta especie es capaz de regenerar un sistema
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radical adventicio en periodos relativamente cortos de tiempo (2-3 semanas) (Lépez & Runkle,
2008a), la rutina de produccién comercial determina que la misma se desarrolle durante el invierno,
lo cual suele extender el periodo de propagacién. Aunque muchos propagadores cuentan, en
general, con sistemas de calefaccion basal de los esquejes capaces de proveer y mantener una
temperatura de enraizamiento casi éptima, han utilizado tradicionalmente reguladores hormonales
(auxinas) para acelerar el proceso de neo-formacion de raices adventicias (Hartmann & Kester,
1983). Los experimentos incluidos en esta presentacion se realizaron en una época donde la
radiacién PAR disponible (Cuadro 1) no era un factor limitante.

Se ha indicado que el desarrollo del sistema radical es el resultado de una interaccion entre
la disponibilidad de fotoasimilados generados por la irradiancia fotosintéticamente activa que recibe
la planta y los niveles hormonales (basicamente la relacién entre auxinas y citocininas) (Aloni et al.,
2006; Hartig & Beck, 2006; Chapman & Estelle, 2009; Gana, 2010; Su et al., 2011; Bielach et al.,
2012; Aloni, 2013). Currey et al. (2013) encontraron una menor senescencia foliar en esquejes de
geranio asperjados con benciladenina durante la propagacion, aunque este tratamiento determiné
una menor capacidad de enraizamiento. Quizas, por los tradicionales efectos antagénicos de las
citocininas durante los primeros estadios de diferenciacion de raices adventicias (Aloni et al., 2006;
Fukaki & Tasaka, 2009), su uso no se ha generalizado. De todas formas, el asperjado secuencial
de auxinas (AlIA) y citocininas (BAP) durante el proceso de enraizamiento sobre la acumulacién de
biomasa pre-trasplante no ha sido exhaustivamente estudiado.

I. hawkeri es capaz de generar un sistema radical adventicio sin el agregado de AlA (Figura
10). Sin embargo, el asperjado con diferentes concentraciones de AlA en dos momentos diferentes
del proceso de enraizamiento incrementé significativamente los valores absolutos al final del
experimento en relaciébn con los testigos, aunque en menor medida cuando el momento de
aplicacion se atrasaba una semana.

Agullé-Anton et al. (2014) encontraron que, aunque el estimulo para la formaciéon de una
raiz adventicia se genera a las pocas horas de la separacion del esqueje de la planta que le dio
origen, la aplicacion exégena de auxinas aceleraba la divisién celular en el cambium e incrementaba

las actividades de degradacion de carbohidratos en la base del tallo de clavel, contribuyendo al
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establecimiento de nuevos primordios de raices adventicias en la base del mismo. Los resultados del
primer experimento indican que cuanto mas se retrasaba el asperjado con AlA, menor fue la
respuesta relativa expresada tanto como peso seco acumulado en las raices (Figura 10) o como tasa
de crecimiento relativo de raices (RGRRaices) (Cuadro 3).

Dado que las citocininas inhiben el crecimiento de raices a través de su efecto sobre la
division y diferenciacion del 4pice radical (Han et al., 2009; Ruzicka et al., 2009; Shkonik-Inbar &
Bar-Zci, 2010; Bishop et al., 2011, 2012; Ramireddy et al., 2014) y que los estadios tempranos del
proceso son los mas sensibles (Bitonti & Chiappetta, 2011), es coherente que el asperjado con
diferentes concentraciones de BAP haya tenido un pequeno efecto significativo adicional sobre la
acumulacion de biomasa radical cuando las plantas se asperjaron con AlA a los siete dias del corte
(Figura 11A). Sin embargo, la respuesta relativa adicional fue mucho mas importante cuando las
plantas se habian asperjado con AIA mas tardiamente (Figura 11B). Las diferencias que se
observaron a partir de los 30 dias de iniciado el experimento, podrian estar asociadas con el efecto
que las citocininas tienen sobre otros procesos fisiolégicos indirectamente relacionados con la
acumulacion de biomasa radical. Por otro lado, la Figura 12 muestra que a medida que se
incrementa el sistema radical en I. hawkeri, aumenta la biomasa aérea. Di Benedetto & Pagani
(2013) han encontrado una relacion similar en plantas de /. walleriana asperjadas solo con BAP. El
efecto del sistema radical como fuente de sintesis de citocininas y su relacién con el control de la
biomasa fotosintetizante ha sido planteado previamente (Beck & Wagner, 1994; Sakakibara et al.,
1998; O'Hare & Turnbull, 2004; Werner et al., 2008).

Se ha observado que el rapido incremento en el nivel de carbohidratos en la base del tallo
después de la aplicacion de auxinas sugieren que la misma lo convierte en un destino prioritario y
contribuye a la formaciéon de un nuevo primordio de raiz adventicia (Roitsch & Gonzalez, 2004;
Agullé-Anton et al, 2011). Una disminucion de la irradiancia PAR durante el proceso de
enraizamiento disminuye el proceso en . hawkeri (Lopez & Runkle, 2008a; Currey & Lopez, 2012,
2013; Currey et al., 2012, 2013), sugiriendo que si el objetivo es acelerar la tasa de acumulacién de

biomasa radical (Figura 10), la produccién de carbohidratos no deberia ser limitante.
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La capacidad de produccion de fotoasimilados depende de la irradiancia PAR que reciben
las plantas que, en este experimento (Cuadro 1) era mayor que la requerida para una Optima
respuesta (Graper & Healy, 1991; Pramuk & Runkle, 2005; Lépez & Runkle, 2008a; Currey &
Lopez, 2012, 2013; Currey et al,, 2012; Hutchinson et al., 2012). Sin embargo, la capacidad de
produccion de fotoasimilados depende del genotipo utilizado (Gandolfo et al., 2016) y del
funcionamiento fisiologico de la planta. Los resultados de este primer experimento muestran que
tanto los valores absolutos de area foliar total expandida (Figura 1) como la tasa a la cual se
acumulé la misma (RLAE, Cuadro 2) en los lotes asperjados con diferentes combinaciones AlA-
BAP fue mayor que en los testigos (Figura 1) como resultado de una mayor area foliar (Figura 2) vy,
fundamentalmente, de una mayor tasa de aparicién de hojas (RLA) (Cuadro 2).

Una mayor area foliar fotosintética, producto del asperjado con diferentes combinaciones
AIA-BAP, increment6 no sélo el peso seco (Figura 10) sino también la tasa de crecimiento relativo
(RGR) de la planta (Cuadro 3). Cuando se desdobl6 este estimador en sus componentes (NAR vy
LAR), se encontraron mayores valores de NAR (asociado con la capacidad fotosintética de la
planta) con diferentes combinaciones AlIA-BAP (Cuadro 3). Por otro lado, se encontrd una relacién
positiva entre RGR y NAR, lo que indicaria que la mayor acumulacién de peso seco estuvo
relacionada con un estimulo en la capacidad de fijacién de fotoasimilados. Estos resultados son
coincidentes con los publicados en otras especies ornamentales (Gandolfo et al, 2014; Di
Benedetto et al., 2015a) y horticolas (Di Matteo et al., 2015) cuando las plantas se asperjaron sélo
con BAP.

El uso de AlA convierte a las raices adventicias en formacién en el destino prioritario de la
planta, que es critico para satisfacer los requerimientos de agua y nutrientes. Sin embargo, la
mayor tasa de crecimiento radical (RGRRraices) NO Se vio reflejada en mayores relaciones raiz: parte
aérea (Cuadro 3). El asperjado con BAP produce, entre sus efectos principales, un cambio en la
particion de fotoasimilados que favorece la biomasa aérea tanto en especies ornamentales (Di
Benedetto & Pagani, 2013; De Lojo & Di Benedetto, 2014; Di Benedetto et al.,, 2015a) como en
horticolas (Coro et al, 2014; Di Matteo et al., 2015; Della Gaspera et al., 2016) incluyendo .

hawkeri (Fujinuma & Di Benedetto, 2009); los significativos incrementos en el peso seco aéreo
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observados en la Figura 8 frente a diferentes combinaciones AIA-BAP permiten explicar las
mayores relaciones raices: parte aérea en los testigos (Cuadro 3).

Un aspecto importante para un propagador es la calidad del producto que obtiene, el
aspecto estético del esqueje enraizado; observable en: su compacidad, el ndmero de
ramificaciones, el tamafio y el color. El asperjado con diferentes combinaciones AIA-BAP, actué en
estos casos incrementando el area foliar total (Figura 1) y el peso fresco total (Figura 6) y
manteniendo invariable los otras parametros (datos no mostrados).

Dado que la informacion disponible sobre el efecto del asperjado con auxinas y
eventualmente citocininas sobre el proceso de enraizamiento se refiere exclusivamente a la
aplicacion de uno u otro formulado hormonal, se ha incluido la valoracién del efecto relativo de la
aplicacion conjunta de AIA y BAP de acuerdo a lo sugerido por Di Benedetto et al. (2015b). El
efecto relativo del agregado de una segunda hormona (BAP) sobre el comportamiento de plantines
de I. hawkeri durante la fase de enraizamiento fue, en general, entre el 20 y 25% mayor (Figuras 2,
4, 5A, 5CB, 7, 9, 11 y 14) salvo sobre RLA (100% mayor) (Figura 5C y 5D), es decir, sobre un
proceso directamente relacionado con la actividad del apice vegetativo y, frecuentemente
estimulado por la interaccion entre auxinas y citocininas (Zhu et al., 2007; Lee et al., 2009). Los
resultados son coincidentes con lo publicado para la especie de follaje ornamental E. aureum (Di
Benedetto et al., 2010, 2015b) e /. hawkeri (Di Benedetto et al., 2010).

Di Benedetto et al. (2010, 2015b) han sugerido para E. aureum y F. benjamina (dos
especies de follaje ornamental umbrdéfilas facultativas) que las auxinas regulan la sintesis de
citocininas a través de su efecto sobre la ramificacion radical, mientras que las citocininas regulan
la sintesis de auxinas a través de sus efectos sobre el crecimiento del dpice vegetativo. De esta
forma, los resultados del primer experimento indican que, para un mismo genotipo, el uso
combinado de AIA y BAP permitiria maximizar tanto la capacidad de neo-formacién de raices
adventicias como el crecimiento de las mismas a partir de una mayor capacidad fotosintética de la

planta.
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6.2. Acumulacion de biomasa pos-trasplante

Aunque el criterio utilizado para definir la productividad en la mayor parte de las
producciones vegetales intensivas es la acumulacion de peso seco (Di Benedetto & Tognetti,
2016), las especies ornamentales que se ofrecen en maceta incluyen aspectos estéticos
adicionales (Santagostini et al., 2014) tales como area foliar y peso fresco.

El productor de plantas ornamentales en maceta intenta obtener la méxima acumulacién de
biomasa en el menor tiempo posible. En términos fisiolégicos implica expandir la maxima area foliar
a la maxima tasa. Zhu et al. (2007) y Lee et al. (2009) han indicado que el plastocrono (es decir, el
tiempo requerido para la iniciacién de dos hojas sucesivas) puede modificarse en plantas
transgénicas con una baja capacidad de sintesis de citocininas enddgenas. Aunque se sabe que
las citocininas tienen una influencia central sobre muchos aspectos del desarrollo de la biomasa
aérea de la planta, incluyendo la iniciacion foliar (Shani et al., 2010), la posibilidad de que una
aplicacion exégena de citocininas pueda afectar el plastocrono en especies horticolas y
ornamentales ha sido mencionada solo recientemente (Di Benedetto et al., 2013; Pagani et al.,
2013; De Lojo & Di Benedetto, 2014; Coro et al., 2014; Di Matteo et al., 2015; Della Gaspera et al.,
2016).

El 4pice vegetativo es el responsable de generar los érganos aéreos (Perilli et al., 2010) y
es controlado por diferentes hormonas que regulan su actividad como destino y la interaccion con
otras hormonas tales como las auxinas (Durbak et al., 2012, Di Benedetto et al., 2013, 2015a, b).
La formacién de las hojas se realiza a partir de un pequefo grupo de células dentro del meristema
apical mediante la activacién de los genes KNOTTED y WUSCHEL (Moon & Hake, 2011; Holt et
al, 2014). Se ha encontrado que una elevada relacion citocininas: giberelinas estimula la
activacién de los genes KNOX (Hake et al, 2004; Hay & Tsiantis, 2010). Las citocininas son
sintetizadas en las raices y transportadas hacia los tallos a través del xilema (Kieber & Schaller,
2014) pero la concentracion efectiva que llega al apice vegetativo se halla controlada por sefales
ambientales y enddgenas (Kudo et al., 2010). La funcién principal de las citocininas enddgenas es
controlar el ciclo celular y el crecimiento del meristema apical (Bégre et al., 2008; Schaller et al.,

2014; Brenner & Schmulling, 2015). Los tejidos y érganos de la planta ricos en citocininas, tales
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como el meristema apical, son destino de fotoasimilados (Francis & Halford, 2006). En coincidencia
con estos resultados el Cuadro 4 muestra que el asperjado foliar con diferentes concentraciones
AIA-BAP incrementa los valores absolutos de area foliar total y la tasa a la que se expande
(RLAER) con un efecto muy significativo sobre RLA. La mayor area foliar encontrada en los lotes
asperjados con diferentes combinaciones AIA-BAP también puede ser parcialmente explicada por
una mayor area foliar individual (Cuadro 4) en concordancia con el hecho que las citocininas
también promueven la expansién foliar (Shani et al., 2010; Gonzalez et al., 2010; Hepworth &
Lenhard, 2014).

Una disminucion en la duracion del plastocrono responsable del incremento en RLA
(Cuadro 4) necesita de un incremento en el tamafio del apice (Skylar & Wu, 2011), la presencia de
niveles no limitantes de fotoasimilados para sostener el crecimiento vegetativo (Demura & Ye,
2010; Hao & Cui, 2012) y un cambio en la particién relativa de fotoasimilados (Feller et al., 2015).
El asperjado temprano con diferentes combinaciones AIA-BAP incrementd los valores de NAR,
considerada como una estimacién de la tasa fotosintética (Di Benedetto & Tognetti, 2016) y aunque
tanto la relacién raices: parte aérea al final de los experimentos como las alometrias que
relacionaban el peso seco acumulado en las raices (Cuadro 6) mostraban una mayor particion
relativa hacia los tallos, el aumento de los fotoasimilados totales fijados por la planta parecerian
justificar los cambios en RLA (Cuadro 4).

La mayor acumulacién de peso seco (Figuras 17 y 20) determind incrementos en RGR
(Cuadro 5) cuando las plantas se asperjaban con diferentes combinaciones AIA-BAP. RGR es el
producto entre la tasa de asimilaciéon neta (NAR) y de la relacion de area foliar (LAR), el primero
asociado con la capacidad fotosintética de la planta y el segundo con la distribucion relativa de
fotoasimilados en la biomasa aérea de la misma (Poorter & Remkes, 1990; Poorter & van der Werf,
1998; Di Benedetto & Tognetti, 2016). Tradicionalmente, las mayores RGR en especies invasivas
han sido asociadas con mayores LAR (James & Drenovsky, 2007). Sin embargo, recientemente se
ha encontrado que, cambios en el balance hormonal incrementan RGR a partir de una relacion
positiva RGR-NAR y una relacion neutra o negativa RGR-LAR (Gandolfo et al., 2014; Di Benedetto

et al., 2015a; Di Matteo et al., 2015) similar a la observada para . hawkeri (Figura 22).
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LAR es el producto entre dos componentes: la relacion de area foliar (LMR, por sus siglas
en inglés) y el area foliar especifica (SLA, por sus siglas en inglés). SLA es considerado
usualmente mas importante para LAR que LMR y se halla correlacionado con el espesor foliar
(Marron et al., 2005). Las citocininas estimulan la expresion de enzimas fotosintéticas tales como
Rubisco (Boonman et al., 2007).

Se ha indicado (Oguchi et al., 2003; Gandolfo et al., 2014) que el espesor foliar y la tasa
fotosintética por unidad de area foliar se encuentran correlacionadas. También se ha encontrado
una fuerte correlacion entre NAR y el espesor foliar (Gandolfo et al., 2014) en plantas de |.
walleriana cultivadas en contenedores pequefios y asperjadas con BAP. La figura 27A muestra una
relacion similar en plantas de . hawkeri asperjadas con diferentes combinaciones AIA-BAP. La
tasa fotosintética depende no solo de los procesos bioquimicos sino también de la estructura del
mesofilo ya que esta modifica la resistencia a la difusion del diéxido de carbono desde la cavidad
estomatica hasta el sitio de carboxilacion (Niinemets et al, 2009; Tholen et al, 2012). Los
resultados de este trabajo muestran cambios significativos en el espesor foliar (Figura 24) y en la
distribucion de tejidos cuando las plantas eran asperjadas con diferentes combinaciones AIA-BAP
(Figura 25). Por otro lado, y en concordancia con Tosens et al. (2011) la figura 27B muestra una
relacion positiva entre NAR y la proporcion de espacios intercelulares. Magyar-Tabori et al. (2010)
han indicado que la aplicacion exdégena con BAP acelera las divisiones celulares del mesofilo; el
asperjado con BAP activa la expansion de las células en crecimiento (Ron’zhina, 2003a, b).

Se ha indicado (Kyozuka, 2007; Lukaszewska et al., 2012; Abelenda & Pratt, 2013) que las
citocininas se hallan involucradas en procesos de translocacién a distancia a través de transporte
selectivo por xilema y floema. La sugerencia acerca de que las citocininas sintetizadas en las
raices forman parte de un mecanismo que regula la relacion parte aérea: raices (Werner et al.,
2001; Howell et al., 2003; Kyozuka, 2007), es apoyada por el hecho que dicha relacién disminuye
cuando se reduce el suministro de nitrogeno estableciéndose una correlacion positiva con el
contenido de citocininas en la raiz y la cantidad de citocininas exportadas al tallo (Beck & Wagner,
1994; Sakakibara et al., 1998; O'Hare & Turnbull, 2004; Werner et al., 2008). La figura 19 muestra

que la acumulacion de biomasa aérea estuvo determinada por el tamaro del sistema radical.
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Puig et al. (2012) y Chen et al. (2015) han indicado que las plantas pueden sensar el
volumen del espacio disponible para las raices, mientras que Gandolfo et al. (2016) han mostrado
la respuesta de plantas de pensamiento a cambios en la calidad del sustrato de crecimiento. Las
raices pueden evaluar el ambiente que las rodea y responder en concordancia con el mismo (Hess
& Kroon, 2007; Bartrina et al., 2011; Cannavo et al., 2011; Ghosh & Xu; 2014; Bartoli et al., 2013;
Zwack & Rashotte, 2015; Sala et al, 2016; Wiliam et al., 2016). Intrinsecamente, las vias
metabdlicas hormona-dependientes modulan la arquitectura de la raiz (Jung & Couch, 2013; Bartoli
et al., 2013). Las citocininas son sintetizadas en los apices radicales y se transportan hacia el apice
vegetativo a través del xilema (Ghanem et al., 2011; Brenner & Schmidilling, 2015; Hwang et al.,
2012). O’Hare & Turnbull (2004) han mostrado que un incremento en el crecimiento de las raices
determina una mayor sintesis de citocininas. Sin embargo, no es facil determinar cambios en la
concentracién enddégena de citocininas (Van Staden et al., 2008) porque las plantas sintetizan
diferentes ribdsidos de citocininas y no todos tienen actividad bioldgica. De todas formas, la figura
23 muestra relaciones positivas entre RLAER (Figura 23A), RLA (Figura 23B), RGR (Figura 23C) y
NAR (Figura 23D) a medida que se incrementaba el peso seco del sistema radical en respuesta al
asperjado foliar con diferentes combinaciones AIA-BAP. La relacién negativa entre el coeficiente
de la alometria raices: parte aérea muestra una mayor particion hacia los tallos a medida que
aumentaba la masa radical; una respuesta tipica al asperjado foliar con citocininas (Kyozuka, 2007;
Lukaszewska et al., 2012; Abalenda & Pratt, 2013; Di Benedetto & Pagani, 2013; Pagani et al.,
2013; Coro et al., 2014; De Lojo & Di Benedetto, 2014; Di Benedetto et al., 2015a; Di Matteo et al.,
2015)

La mayor parte de las respuestas documentadas para el asperjado con BAP en especies
ornamentales cultivadas en contenedores limitantes para el crecimiento radical pueden ser
reproducidas para /. wakeri con el uso de diferentes combinaciones AIA-BAP (Figuras 15, 18, 21y
26), incluso en aquellas en las que no participa BAP. De acuerdo con Di Benedetto et al. (2015b)
es posible sugerir que existe un efecto directo de las citocininas exogenas (BAP) sobre la
acumulacion de biomasa pos-trasplante que determina un crecimiento del 4pice vegetativo y una

mayor sintesis de auxinas. Por otro lado, el asperjado exégeno con auxinas (AlA) podria tener un

60



efecto indirecto sobre la acumulacién de peso seco a través de una mayor ramificacién de raices y
sintesis de citocininas enddgenas. Es posible que exista una concentracion 6ptima de auxinas y
citocininas que se alcanza con el asperjado foliar sin que existan efectos complementarios entre
ellas.

Las hipoétesis inicialmente planteadas indicaban:

H-11) La concentracién de auxinas y citocininas disponibles durante la fase de propagacion afecta
la tasa de aparicion de raices tanto en pre como pos-trasplante. No se rechaza (Figura 10 y 20;

Cuadro 3y 6).

H-12) Existe una interaccion diferente entre auxinas y citocininas cuando el asperjado foliar con AIA
y BAP se produce en diferentes momentos de la fase de enraizamiento. No se rechaza (Figuras 2,

4,5,7,9,11y14).

H-Il) La disponibilidad de auxinas y citocininas durante la fase de crecimiento vegetativo pos-
trasplante son parte del mecanismo de control de la acumulacién de biomasa de la planta. No se

rechaza (Figuras 16, 17, 19 y 20; Cuadros 5y 6)

H-Ill) La aplicacién ex6gena de auxinas y citocininas determina cambios en el espesor de la hoja,
en la proporcién de espacios intercelulares del limbo foliar, en la longitud del plastocrono, en la
particién y distribucion de fotoasimilados dentro de un mecanismo de retroalimentacién positiva de

acumulacion de la biomasa aérea y radical. No se rechaza (Figuras 24 y 25; Cuadros 5y 6).
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7. CONCLUSIONES

Aunque el proceso de enraizamiento de esquejes herbaceos de [ hawkeri puede
desarrollarse a partir de las auxinas enddgenas, el asperjado foliar con AlA estimuld la
acumulacion de raices.

Cuando el asperjado con AlA exdgeno se retrasd, se redujo la acumulacion de biomasa
pre-trasplante.

El asperjado con BAP facilité el proceso de enraizamiento en las etapas tardias de
desarrollo de raices adventicias estimulando procesos asociados con la expansién del area
foliar fotosintetizante y la produccion de fotoasimilados.

Se observaron incrementos en la acumulaciéon de biomasa pos-trasplante en plantas de /.
hawkeri como consecuencia del asperjado foliar con AlA o BAP.

Los incrementos en la acumulacién de biomasa pos-trasplante estuvieron asociados con
un incremento en NAR.

Los cambios en la anatomia de la hoja (espesor foliar, proporcién de espacios
intercelulares) facilitaron la difusion y fijacion del dioxido de carbono ambiental y
favorecieron la produccién de fotoasimilados.

El mayor tamano del sistema radical indicaria la participacién de las citocininas en el
proceso de acumulacién de biomasa aérea.

En términos de practica cultural, la similitud entre las respuestas a cada regulador
hormonal y sus combinaciones, generaria una posible alternativa de manejo para el

productor de plantas en contenedor para incrementar la productividad del cultivo.
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