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You can't always get what you want
You can't always get what you want
You can't always get what you want
But if you try sometime you'll find

You get what you need

No siempre puedes conseguir lo que quieres
No siempre puedes conseguir lo que quieres
No siempre puedes conseguir lo que quieres
Pero si lo intentas en algdn momento encontraras

Que obtienes lo que necesitas

You Can't Always Get What You Want

The Rolling Stones (1969)
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RESUMEN

Los efectos del fotoperiodo en muchas especies de plantas han sido ampliamente
estudiados principalmente en la induccién de la floracion. En cambio, los efectos del
fotoperiodo en etapas posteriores a la antesis en general, y en particular relacionado con la
senescencia foliar han sido menos estudiados. A partir de ello es que el objetivo general de
esta tesis fue determinar si los fotoperiodos no inductivos posteriores a antesis en especies
de “dia corto” y “dia largo” para floracion participan en la regulacion de la senescencia foliar y
procesos asociados a la misma, y dilucidar posibles mecanismos subyacentes a esta
respuesta. La idea de la realizaciéon de este estudio en diversas especies y con diferente tipo
de requerimiento fotoperiddico fue analizar el grado de generalidad/universalidad de las
respuestas observadas. Por otra parte, se tomd como caso paradigmatico a la especie soja
para profundizar algunos aspectos del mecanismo subyacente (v.g., cambios en los niveles
hormonales foliares, experimentos de desfrutado para discriminar manipulativamente efectos
del fotoperiodo de los del desarrollo reproductivo).

Para ello se trabajé con especies de “dia corto” para la floracion: “soja” (Glycine max.
L. Merr.), “quinoa” (Chenopodium quinoa Willd.) y “amaranto” (Amaranthus cruentus L.), y con
especies de “dia largo”: “trigo panadero” (Triticum aestivum L.), “cebada” (Hordeum vulgare
L.), “avena” (Avena sativa L.) y “centeno” (Secale cereale L.). Las plantas una vez alcanzada
la antesis fueron expuestas a fotoperiodos no inductivos segun el caso, i.e., tratamientos
fotoperiddicos de dia largo (LD) y dia corto (SD) para especies de “dia corto” y “dia largo”
respectivamente. Adicionalmente, en soja el tratamiento fotoperiddico se combind con
tratamientos de desfrutado, que consistieron en la remocidn de las vainas a medida que se
generaban. Durante la post-antesis en todas las especies se registro el desarrollo fenoldgico,
la progresion de la senescencia foliar (a partir de degradacién de clorofilas foliares, la
asimilacién de dioxido de carbono y la abscision foliar), y las tasas de crecimiento y produccion
de biomasa durante este periodo. Por otra parte, en soja, también se registré el contenido y
origen (edafico o fijacion biolégica) del nitrdgeno acumulado en la biomasa durante la post-
antesis, y la concentracion foliar de hormonas vegetales.

En todas las especies en estudio los principales resultados registrados fueron que en
fotoperiodos no inductivos posteriores a antesis se retardd el desarrollo reproductivo, lo que
consecuentemente prolongé la duracién del periodo post-antesis. Asociado a la mayor
duracion de la post-antesis se demor6 la degradacion de las clorofilas foliares junto a una
mayor persistencia de la asimilacion de didxido de carbono. En las especies de “dia corto”
donde ocurre la abscision foliar (en las especies de este estudio), se observo una retencion
de las hojas en fotoperiodos no inductivos. Todos los anteriores sintomas de la senescencia
foliar determinaron que la misma estuvo demorada en fotoperiodos no inductivos, y ademas

que la demora de la senescencia fue del tipo funcional (i.e., menor degradacién de las
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clorofilas asociada a un sostenimiento de la asimilacion de diéxido de carbono). Si bien
muchos sintomas de la senescencia se asociaron a la demora del desarrollo reproductivo, en
la mayoria de las especies en estudio algunos de los sintomas no se asociaron
exclusivamente a una mera demora del desarrollo reproductivo; consistentemente, en soja en
tratamiento de desfrutado (i.e., se disectd6 manipulativamente el efecto del desarrollo de
vainas) también se registrd que bajo LD se aplazé la senescencia de las hojas. En plantas de
soja expuestas a LD, asociado a la demora funcional de la senescencia se incrementé la
concentracion de Zeatinas (Z), Isopentenil Adenina (IP) y Giberelina (GA1), mientras que
disminuyé la concentracion de acido abscisico (ABA), acido jasménico (JA) y &cido indol
acético (IAA). Las modificaciones entre tratamientos en la concentracion de IP y IAA se
mantuvieron exclusivamente asociadas a la demora del desarrollo reproductivo (de vainas y
semillas), mientras que el cambio de Z, GA;, ABA y JA persistieron cuando la comparaciéon
fue realizada considerando los mismos estadios de desarrollo. En general, en todas las
especies se observo que junto a la mayor duracion del periodo post-antesis (con una mayor
radiacion fotosintéticamente activa acumulada en esta etapa) y la demora funcional de la
senescencia foliar en fotoperiodos no inductivos, se increment6 la produccion de la biomasa
total y de la biomasa vegetativa. Ademas, en todas las especies de “dia corto” y en las de “dia
largo” trigo y avena aumentd el numero de granos y el peso de granos por planta bajo
fotoperiodos no inductivos. En soja en los tratamientos de desfrutado, la exposicién a LD
aumento la generacién de biomasa vegetativa. Por otra parte, los LD post-antesis en soja
condujeron a un incremento de la acumulacién de nitrégeno (sin cambios en la concentraciéon
en los tejidos) tanto por una mayor absorcién de nitrégeno edéafico como de la fijacion biol6gica
de nitr6geno. Por dltimo, en la mayoria de las especies se registré un cambio en las tasas de
crecimiento diarias, por lo que el incremento de la biomasa total no se pudo asociar
Unicamente a un mayor periodo de crecimiento producto de la demora del desarrollo
reproductivo bajo fotoperiodos no inductivos.

La conclusion general que surgié de esta tesis fue que el fotoperiodo produce una
demora en la senescencia foliar y un incremento en la generacion de biomasa mediante dos
mecanismos subyacentes; en uno de esos mecanismos, el fotoperiodo actué mediado por la
demora del desarrollo reproductivo, i.e., en este caso el fotoperiodo tendria un efecto indirecto
sobre la senescencia foliar y produccion de biomasa. Por otro lado, alguno de los efectos del
fotoperiodo no estuvieron mediados por una mera demora en el desarrollo productivo, lo que
sugiere un efecto directo del fotoperiodo sobre la senescencia foliar y produccién de biomasa.
Las hormonas vegetales estarian implicadas en ambos efectos del fotoperiodo sobre la
senescencia foliar. Los fendmenos observados parecen estar conservados entre diferentes
especies, pertenecientes a taxones (familias) diversas, y con requerimientos fotoperidédicos

contrastantes para la floracion.
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ABSTRAC

The effects of photoperiod have been extensively studied in many plant species, mainly
regarding the induction of flowering. Instead, the effects of photoperiod in stages after anthesis
in general and in particular related to leaf senescence, have been less studied. Thus, the
general objective of this thesis was to determine if non-inductive photoperiods after anthesis
in "short day" and "long day" species for flowering participate in the regulation of leaf
senescence and processes associated with it, and to elucidate possible mechanisms
underlying this response. The idea to carry out this study in various species with different types
of photoperiodic requirements was to analyse the degree of generality/universality of the
responses previously observed in soybeans. On the other hand, soybean was chosen as a
paradigmatic case to investigate some aspects of the underlying mechanisms (v.g., changes
in leaf hormone levels, fruit removal experiments to manipulatively discriminate photoperiod
effects mediated by changes in reproductive development from direct effects not linked to
alterations in fruit growth).

In this thesis, | worked with “short day” species for flowering: “soybean” (Glycine max.
L. Merr.), “quinoa” (Chenopodium quinoa Willd.) and “amaranth” (Amaranthus cruentus L.),
and with “long day” species: “bread wheat” (Triticum aestivum L.), “barley” (Hordeum vulgare
L.), “oats” (Avena sativa L.) and “rye” (Secale cereale L.). Once the plants reached anthesis,
they were exposed to non-inductive photoperiods as appropriate, i.e., long day (LD) and short
day (SD) photoperiod treatments for “short day” and “long day” species respectively.
Additionally, in soybean the photoperiod treatment was combined with fruit removal
treatments, which consisted in the removal of the pods as they were generated. During post-
anthesis in all species, the phenological development, the progression of leaf senescence
(determined by leaf chlorophyll degradation, carbon dioxide assimilation and leaf abscission),
and growth rates and production of biomass were recorded. On the other hand, in soybean,
the content and origin (soil uptake and biological fixation) of nitrogen accumulated in the
biomass during post-anthesis, and the foliar concentration of plant hormones were also
recorded.

In all the species under study, the main results obtained were that in non-inductive
photoperiods after anthesis, reproductive development was delayed, which consequently
prolonged the duration of the post-anthesis period. Associated with the longer duration of post-
anthesis, the degradation of leaf chlorophylls was delayed together with a greater persistence
of carbon dioxide assimilation. In the “short day” species where leaf abscission occurs (in the
species in this study), a retention of the leaves was observed in non-inductive photoperiods.
All the previous symptoms of leaf senescence determined that it was delayed in non-inductive
photoperiods, and also that the delay in senescence was of the functional type (i.e., less

degradation of chlorophylls associated with sustained carbon dioxide assimilation). Although
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many symptoms of senescence were associated with delayed reproductive development, in
most species studied some of the symptoms were not exclusively associated with delayed
reproductive development; consistently, in soybean under fruit removal treatment (i.e., the
effect of pod development was manipulatively dissected) it was also recorded that under LD
the senescence of the leaves was postponed, i.e., a direct effect of photoperiod not related to
the delay of reproductive growth was detected. In soybean plants exposed to LD, associated
with the functional delay in senescence, the concentration of Zeatins (Z), Isopentenyl Adenine
(IP) and Gibberellin (GA1) increased, while the concentration of abscisic acid (ABA) jasmonic
acid (JA) and indole acetic acid (IAA) decreased. The modifications between treatments in the
concentration of IP and IAA remained exclusively associated with the delay in the development
of pods and seeds, while the changes in Z, GA1l, ABA and JA persisted even when the
comparisons were made at the same development stages. In general, in all species it was
observed that together with the longer duration of the post-anthesis period (with a greater
accumulated photosynthetically active radiation in this stage) and the functional delay of leaf
senescence in non-inductive photoperiods, the production of total biomass and of vegetative
biomass increased. Furthermore, in all “short day” and in the “long day” species wheat and
oats seed/grain number and the weight of grains per plant under non-inductive photoperiods
increased. In soybean in the fruit removal treatments, exposure to LD increased the generation
of vegetative biomass. On the other hand, in soybean, post-anthesis LD led to an increase in
nitrogen accumulation (without changes in tissue concentration) both due to greater soil
nitrogen uptake and biological nitrogen fixation. Finally, in most of the species there was a
change in daily growth rates, so the increase in total biomass could not be associated solely
with a longer growth period due to the delay in reproductive development under non- Inductive
photoperiods.

The general conclusion that emerged from this thesis is that non-inductive photoperiods
produce a delay in leaf senescence and an increase in biomass production through two
independent mechanisms; in one such mechanism, day length mediated the delay in
reproductive development, i.e., in this case photoperiod would have an indirect effect on
senescence leaf and production of biomass. On the other hand, some of the effects of
photoperiod were not mediated by a mere delay in productive development, suggesting a direct
effect of photoperiod on leaf senescence and biomass production. Plant hormones would be
involved in both photoperiod effects on leaf senescence. The observed phenomena seem to
be conserved between different species belonging to diverse taxa (families), and with

contrasting photoperiodic requirements for flower induction.
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INTRODUCCION GENERAL, OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO

1.1. FOTOPERIODO Y FOTOPERIODISMO

Las plantas terrestres son organismos sésiles cuya supervivencia depende de la
capacidad de censar el ambiente y de responder al cambio del mismo modificando su
funcionamiento (Lichtenthaler 1998; Reddy et al. 2004; Gienapp et al. 2008; Tadeo &
Gomez-Cadenas 2008; Yamori et al. 2014, Polle & Chen 2014; Lambers & Oliveira 2019). A
lo largo del afio las plantas que crecen en latitudes al sur y norte del ecuador (Lat. 0°) estan
expuestas a cambios estacionales del ambiente como la temperatura del aire (Miralles et al.
2001; Way & Mongomery 2015; Tovignan et al. 2016), la disponibilidad hidrica (Slafer et al.
2015; Tovignan et al. 2016), la radiacion solar (King & Heide 2009; Ojeda et al. 2018) y el
fotoperiodo (Jenkins 1973; Miralles et al. 2001; Taiz & Wigge 2015; Way & Mongomery
2015) (Fig. 1.1).
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Figura 1.1. Modificacién del fotoperiodo durante el afio en diferentes latitudes en el hemisferio
sur.

El fotoperiodo se define como la cantidad de horas de luz que tiene un dia (Garner &
Allard 1920; Thomas & Vince Prue 1997a ;Jackson 2009; Taiz & Wigge 2015), mientras que
la capacidad por parte de las plantas de censar el mismo y responder modificando su
funcionamiento (v.g., floracion, generacién de ramificaciones, fructificacion) se denomina
fotoperiodismo (Garner & Allard 1920,1923; Thomas & Vince Prue 1997a; Taiz & Wigge

2015). La primera descripcion precisa de fotoperiodismo en plantas fue documentada por
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Garner & Allard (1920), los cuales en condiciones controladas (invernaculos) pudieron
separar el efecto del fotoperiodo de otro de los efectos de la luz como lo es la irradiancia
(i.e., cantidad de energia luminica incidente en una unidad de area y tiempo; Ehleringer &
Sandquist, 2015). En ese reporte registraron que en “soja” Glycine max (L.) Merr. * y
“tabaco” Nicotiana tabacum L., indistintamente de la cantidad de irradiancia a la que
estuvieron expuestas las plantas (lo que determind su crecimiento vegetativo), la floracion se
alcanzaba mas rapidamente en fotoperiodos cortos (Garner & Allard 1920). Corroborando el
rol clave del fotoperiodo, en soja en condiciones experimentales de campo en fechas
sucesivas de siembras durante la primavera y verano, determinaron que el dia del afio en
que se alcanzaba la floracion era similar (i.e., similar fotoperiodo), a pesar de que el periodo
vegetativo (i.e., etapa previa a floracion) y crecimiento vegetativo era menor a medida que
se posponian las fechas de siembra (Garner & Allard 1920). A partir de este trabajo pionero
sobre los efectos del fotoperiodo induciendo la floracion, en muchas especies y en diversos
efectos fisioldgicos como la modificacion de la tuberizacion en “papa” Solanum tuberosum L.
(Garner & Allard 1923; Han et al. 2006), del desarrollo de granos ? y vainas en soja (Thomas
& Raper 1976; Guiamet & Nakayama 1984a), del crecimiento de granos y frutos en “quinoa”
Chenopodium quinoa Willd. (Bertero et al. 1999a; Bendevis et al. 2014a), del desarrollo
reproductivo previo y posterior a antesis en “cebada” Hordeum vulgare L. (Guitard 1960;
Miralles et al. 2000), “trigo panadero” Triticum aestivum L. (Thorne et al. 1968; Slafer &
Rawson 1995,1996; Miralles et al. 2000; Gonzales et al. 2003a) y “avena” Avena sativa L.
(Klinck & Sim 1977), la generacion de yemas de dormicién en arboles como “alamos”
Populus L. (Bdhlenius et al. 2006; Ingvarsson et al. 2006), se encontraron respuestas a la

longitud del dia.

1.2. FOTOPERIODO Y FLORACION

La induccién de la floracién dependiendo de un determinado fotoperiodo permite
clasificar a las plantas como de “dia corto” o brevidiurnas, de “dia largo” o longuidiurnas® o
bien neutras a la duracién del dia. Las plantas de “dia corto” son aquellas en las que la
induccién floral no sucede (“dia corto” cualitativas) o se retrasa (“dia corto” cuantitativas) si
se supera un determinado fotoperiodo denominado critico u O6ptimo (Fig. 1.2).

Contrariamente, en las plantas de “dia largo” la floracién no sucede (“dia largo” cualitativas)

1 Los nombres cientificos de las especies en esta tesis se actualizaron segln la base Tropicos del Missouri
Botanical Garden. En la primera mencién de una especie se utiliza el nombre “comun” seguido por el nombre
cientifico; en sucesivas menciones a esa primera mencion solo se utiliza en nombre comun.

2 Con el objetivo de mantener un lenguaje homogéneo y poder comparar entre las especies estudiadas en esta
tesis, se nombran las semillas (en soja) y las semillas fusionadas con pericarpio de fruto (en quinoa, amaranto,
trigo, cebada, avena y “centeno” Secale cereale L.) con el término “grano”.

3 Se adoptan en esta tesis de aqui en mas los términos plantas de “dia corto” y “dia largo” en lugar de los
términos clasicos (y en la actualidad menos usados) de plantas brevidiurnas y longuidiurnas.
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o se demora (“dia largo” cuantitativas) si no se supera un determinado fotoperiodo critico
(Fig. 1.2). En las plantas neutras al fotoperiodo, la induccién de la floracion sucede
independientemente de la longitud del dia al que las plantas estan expuestas (Garner &
Allard 1920,1923; Schwabe 1959; Lang et al. 1977; Major & Kiniry 1991; Thomas & Vince
Prue 1997b; Sadras et al. 2000; Jackson 2009; Taiz & Wigge 2015) (Fig.1.2).

En plantas de “dia corto” y “dia largo” existen genotipos con diferentes fotoperiodos
criticos y sensibilidad a la longitud del dia los que les ha permitido adaptarse a un amplio
rango de latitudes (Fig. 1.2). La sensibilidad o respuesta al fotoperiodo inicialmente se
conceptualizo como la duracién de los dias a floracién (y de otras etapas del desarrollo) en
los diferentes genotipos ante la exposicién a fotoperiodos no inductivos (Criswell & Hume
1972; Polson 1972; Major et al. 1975; Nissly et al. 1981; Cregan & Hartwig 1984). En forma
similar puede ser expresado este concepto como la relacién entre el cambio en la duracién
de una determinada etapa fenolégica y al cambio del fotoperiodo (v.g., dias hs™) (Major
1980; Slafer & Rawson 1995; Miralles et al. 2007; Wang et al. 2015; Nico et al. 2015; Yang
et al. 2019). En la especie de “dia corto” soja se usa frecuentemente el término grupo de
madurez (GM) para asociar la sensibilidad y el fotoperiodo critico a la adaptacién de esta
especie a una determinada latitud (Major et al. 1975; Zhang et al. 2007; Mourtzinis & Conley
2017; Yang et al. 2019). A partir de ello es que los genotipos se clasifican en GM bajos (000
- 0) de baja sensibilidad y altos fotoperiodos criticos, los GM medios (llI-VI) de
sensibilidades y fotoperiodo critico intermedios, y los GM altos (VII-X) de mucha sensibilidad
y fotoperiodo criticos bajos, adaptados a altas, media y bajas latitudes respectivamente
(Major et al. 1975; Boote 1981; Piper et al. 1999a; Zhang et al. 2007; Mourtzinis & Conley
2017; Yang et al. 2019). La distinta sensibilidad al fotoperiodo esta determinada por las
variantes alélicas de la serie de los genes de madurez E (E1- E11) y J (Langewich et al.
2017; Li et al. 2017; Lin et al. 2020). Al igual que en soja en otra especie de “dia corto” como
guinoa, los genotipos con mayores respuestas al cambio de fotoperiodo estan adaptados a
latitudes mas bajas en relacion a los menos sensibles adaptados a latitudes mas altas
(Bertero et al. 1999b; Isobe et al. 2016, 2018). En esta especie la altitud también es un factor
de adaptacion importante, sin embargo, modificando exclusivamente el fotoperiodo los cv.
“del valle” sensu Tapia (1979) (adaptados a los 2000 - 4000 m.s.m., 0 - 13 ° Lat. Sur)
mantuvieron mayor sensibilidad al mismo que los cv. a “nivel del mar” (adaptados a 0 - 500
m.s.m., 36-39 ° Lat. Sur) (Bertero et al. 1999b; Isobe et al. 2016, 2018).

En plantas de “dia largo” como son los cereales de invierno* (v.g., trigo, cebada),
también la aparicion de genes con variantes alélicas con poca sensibilidad o respuesta al

cambio del fotoperiodo, permite el cultivo de estas especies en diferentes latitudes (Beales

4 Los cereales de invierno incluyen las especies trigo, cebada, centeno, avena y triticale (Ellen 1993a; Reeves et
al. 2005)
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et al. 2007; Yang et al. 2009; Fernandez-Calleja et al. 2021). En trigo, los cv. con genes de
respuesta al fotoperiodo (Ppd) con las variantes alélicas poco sensibles al mismo (Ppd-Ala,
Ppd-Bla, Ppd-D1la), posibilitan las siembras en latitudes bajas en los meses otofio-invierno,
i.e., en fotoperiodos cortos (SD), sin demorar la floracién (Beales et al. 2007; Yang et al.
2009; Whittal et al. 2018); de esta forma se evita que el periodo del llenado de los granos
que disminuye por incremento de las temperatura transcurra en el verano, lo que causaria
una diminucién en el rendimiento (Beales et al. 2007; Yang et al. 2009; Whittal et al. 2018).
Por otro lado, en cebada, los genotipos con genes de respuesta al fotoperiodo que portan
variantes alélicas poco sensibles a la longitud del dia (ppdH1, ppdH2), permiten la siembra
en primavera en latitudes altas, i.e., fotoperiodos largos (LD), sin que suceda rdpidamente la
floracién, prolongando de esta forma el crecimiento vegetativo y potencialmente
aumentando el rendimiento (Turner et al. 2005; Jones et al. 2008; Casao et al. 2011,
Fernandez-Callejas et al. 2021). A partir de todo lo anterior, parece claro que el fotoperiodo
es un factor ambiental importante que modula el desarrollo en especies de “dia corto” y “dia

largo”, y comprender esta relacién tiene fuertes implicancias agrondmicas.
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Figura 1.2. Relacion entre el tiempo en que se alcanza la floracion y el fotoperiodo en
especies cuantitativas de “dia corto” y “dia largo” para la floracion. (A) Especies de “dia corto”
y (B) especies de “dia largo”. El fotoperiodo critico (Pc) esta indicado con flecha (]) y la
sensibilidad fotoperiddica (Ps) esta indicado con angulo recto (4 L). Figuras modificadas a
partir de Mayor (1980).

1.3. PERCEPCION DEL FOTOPERIODO E INDUCION FLORAL

En las plantas superiores existen procesos fisiologicos que cambian con una
periodicidad de aproximadamente 24 h (ciclo diario de luz-oscuridad), por lo que estas
funciones siguen un ritmo del tipo circadiano (McClung 2006; Roldan & Zapater 2008; Taiz &

Wigge 2015). Los ritmos de estos procesos fisiolégicos son enddgenos, esto significa que
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ante la ausencia o constancia de un factor exdgeno (v.g., luz u oscuridad continua) se
mantienen al menos por un tiempo (Blnning 1960; McClung 2006). Esto indica la presencia
de un oscilador enddgeno, con cierta independencia del ambiente, que determina los ritmos
de estas funciones (Alabadi et al. 2001; Mas & Yanovsky 2009; Roldan & Zapater 2008; Taiz
& Wigge 2015; Creux & Hammer 2019; Webb et al. 2019; Venkat & Muneer 2022). La
percepcién del fotoperiodo es justamente una de las funciones que sigue un ritmo circadiano
controlada por el oscilador interno, en el cual existen fases de menor o mayor sensibilidad a
la luz que fluctan durante un ciclo diario luz - oscuridad (Creux & Hammer 2019; Venkat &
Muneer 2022). La hipotesis planteada en 1960 (Bunning 1960) conocida posteriormente
como de “coincidencia externa”, plantea que existe una fase enddgena de mayor
sensibilidad a la luz que al coincidir con la exposicién a la luz (i.e., factor exdgeno), induce la
floracidon en plantas de “dia largo” y reprime la floracion en las plantas de “dia corto” (Roldan
& Zapater 2008; Song et al. 2015; Taiz & Wigge 2015). Posteriormente la descripcion en
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. de un ritmo del tipo circadiano en la expresion del factor de
transcripcion CONSTANS (CO) generando fases menos y mas sensibles a la luz, y su
relacién con la estimulacion de FLOWERING LOCUS T (FT) necesario para la floracién
(Suarez-Lopez et al. 2000), permiti6 explicar el mecanismo de como la percepcién de un
determinado fotoperiodo en una fase sensible a la luz induce la floracion (Roldan & Zapater
2008; Taiz & Wigge 2015).

En la especie de “dia largo” Arabidopsis thaliana, la transcripcién de CO (regulada
por el oscilador interno) y la traduccion de su proteina tiene niveles basales (fases menos
sensibles a la luz) al comienzo del dia y desde ese momento comienzan a aumentar
llegando a sus maximos niveles (fases mas sensibles a la luz) pasada aproximadamente 12
h del inicio de la fase menos sensible (Turk et al. 2008; Roldan & Zapater 2008; Taiz &
Wigge 2015). Los méaximos niveles de la proteina CO solo se alcanzan en presencia de luz,
donde esta proteina se puede estabilizar en presencia del fitocromo A (Phy A) y criptocromo
2 (Cry 2), y no se degrada (Turck et al. 2008; Taiz & Wigge 2015). Esto determina que sean
necesarios dias lo suficientemente largos (LD) para que la estabilizacion de esta proteina
ocurra y pueda aumentar la transcripcién de FT induciendo la floracion (Roldan & Zapater
2008; Taiz & Wigge 2015; Song et al. 2015). En la especie de “dia corto” “arroz” (Oryza
sativa L), se describié en relacion al fotoperiodo una via de floracion homologa y otra via sin
homologias con Arabidopsis thaliana (Song et al. 2015; Zhou et al. 2020). En la via
homdloga, el factor HEADING DATE 1 (HD1) (homélogo de CO), actia como un represor de
la floracion bajos dias largo (LD) y como un factor inductor de la floracién bajo dias cortos
(SD) (Yano et al. 2000), al reprimir o estimular respectivamente la expresion del factor
HEADING DATE 3a (HD3a) (homodlogo de FT) (Tamaki et al. 2007; Ishikawa et al. 2011). El

factor HD1 tiene un ritmo circadiano con una fase mas sensible a la luz (maximo nivel de
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expresion) que soélo coincide con la presencia de luz en los LD (Zhuo et al. 2020). En esta
fase mas sensible y en presencia de luz, i.e., en LD, el fitocromo B (Phy B) a través de una
regulacién postraduccional induce la actividad inhibidora de HD1 sobre HD3 (Ishikawa et al.
2011; Zhou et al. 2020). Mientras que en los SD la fase mas sensible no coincide con la
presencia de luz, por lo que Phy B no regula la actividad de HD1, y este puede inducir la
expresion de HD3 (Ishikawa et al. 2011; Zhou et al. 2020). Por otra parte, en la via no
homdloga el factor de transcripcion HD3a es estimulado por EARLY HEADING DATE 1
(ehdl) que se expresa en presencia de luz azul al inicio del amanecer (Itho et al. 2010; Zhao
et al. 2012; Zhou et al. 2020). La floracion ocurre en SD, producto de que la méxima
expresion (transicion noche-dia) del factor HEADING DATE 7 (Gdh7) represor de ehd1l,
tiene que coincidir con la presencia de luz (a través de Phy A, Phy B), condicién que ocurre
Unicamente en los LD (Itho et al. 2010; Song et al. 2015; Zhen et al. 2019; Zhou et al. 2020;
Zhong et al. 2021).

La percepcion de un determinado fotoperiodo y la transcripcion de CO y FT en
Arabidopsis (0 sus homologos en otras especies) ocurre en las hojas, y desde alli la proteina
FT circula por el floema hasta los meristemas apicales caulinares induciendo la floracién
(Turck et al. 2008; Roldan & Zapater 2008; Taiz & Wigge 2015). El lugar de mayor sintesis
de la proteina FT son las células acompafiantes del floema en las hojas, donde se observa
la mayor expresion de los ARNm y proteinas de CO y FT en fotoperiodos inductivos (Turck
et al. 2008; Taiz & Wigge 2015; Chen et al. 2018). La proteina FT en el meristema apical se
une en el nucleo celular con FLOWERING LOCUS D (FD), y este complejo activa los genes
de identidad floral APETALA 1 (AP1l), SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS 1 (SOC1) y LEAFY (LFY) iniciando la generacion de los verticilos florales (Taiz
& Wigge 2015; Yamaguchi 2021).

1.4. EFECTOS DEL FOTOPERIODO EN POST- ANTESIS® (POST-FLORACION)

Los efectos del fotoperiodo ademas de describirse inicialmente en la promocion de la
floracion (pasaje del meristema caulinar de un estado vegetativo al reproductivo), también se
han observado durante el estado de desarrollo posterior a la antesis (post- antesis). La
mayor cantidad de estudios de estos efectos del fotoperiodo en post-antesis fueron
realizados en soja, particularmente en los GM de sensibilidad intermedia (llI-VIl). Estos

trabajos consistieron en la exposicion de las plantas durante la post-antesis a fotoperiodos

5 En esta tesis se trabajé con los efectos del fotoperiodo posterior a antesis (i.e., flores abiertas con anteras
expuestas; Zadoks et al. 1974; Fehr & Cavinees 1977; Sosa-Zuniga et al. 2017; Martinez-Nufez et al. 2019) que
es una etapa de la post-floracién. Por lo tanto, durante la tesis, al reportarse trabajos de otros autores se indica
si los efectos del fotoperiodo registrados son posterior a floraciéon o antesis.
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no inductivos®, i.e., LD ya que la soja es una especie de “dia corto” tal como fue mencionado
previamente. Los LD post- antesis en esta especie demoran el desarrollo reproductivo y
consecuentemente alargan la duracién de esta etapa (Raper & Thomas 1978; Cure et al.
1982; Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro & Nakayama 1988; Morandi et al. 1988;
Asamadu et al. 1998; Kantolic & Slafer 2001, 2005; Han et al. 2006; Kantolic et al. 2007,
2013; Nico et al. 2015, 2016). La demora en el desarrollo reproductivo se debe por un lado a
una transicion mas lenta de los meristemas (i.e., de aquellos no diferenciados) desde un
estado vegetativo a una reproductivo (Caffaro & Nakayama 1988; Morandi et al. 1988) o
incluso a una reversion de los meristemas desde un estado reproductivo a uno vegetativo
(Washburn & Thomas 2000; Han et al. 2006), y por otro lado por el desarrollo mas lento de
vainas (i.e., frutos) y granos (Guiamet & Nakayama 1984b; Morandi et al. 1988; Nico et al.
2016). En conjunto con la prolongacion de la duracion de la post- antesis bajo LD, se
produce una mayor cantidad de biomasa total (incluye biomasa vegetativa y reproductiva)
(Raper & Thomas 1978; Cure et al. 1982; Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro &
Nakayama 1988; Morandi et al. 1988; Nico et al. 2015). Consecuentemente, la biomasa
vegetativa (i.e., peso de tallos, peciolos y hojas) (Thomas & Raper et al. 1976; Raper &
Thomas 1978; Cure et al. 1982; Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro & Nakayama 1988,
Morandi et al. 1988) y también el nUmero de nudos (Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro
& Nakayama 1988; Morandi et al. 1988; Kantolic & Slafer 2001, 2005, 2007; Kantolic et al.
2013; Nico et al. 2015, 2016) y ramificaciones se incrementa (Guiamet & Nakayama 1984b).
En los LD un mayor numero de nudos que portan vainas (Guiamet & Nakayama 1984a, b;
Kantolic et al. 2013; Nico et al. 2015, 2016) junto al incremento del nimero de vainas por
nudo (Guiamet & Nakayama 1984a, b; Kantolic et al. 2013; Nico et al. 2015, 2016), genera
un aumento en la cantidad de vainas (Guiamet & Nakayama 1984a, b; Morandi et al. 1988;
Kantolic & Slafer 2001, 2005, 2007; Kantolic et al. 2013; Nico et al. 2015, 2016) y granos en
las plantas (Cure et al. 1982; Guiamet & Nakayama 1984a, b; Morandi et al. 1988; Kantolic &
Slafer 2001, 2005, 2007; Kantolic et al. 2013; Nico et al. 2015). El mayor nimero de granos
mas que el peso individual de los granos en la mayoria de los reportes, explican el aumento
de rendimiento en soja expuesta bajo LD en post-antesis (Guiamet & Nakayama 1984b;
Kantolic et al. 2013; Nico et al. 2015). Parte de los cambios enumerados anteriormente en
fotoperiodos no inductivos posteriores a antesis estan mediados por el cambio (demora) en
el desarrollo reproductivo de las vainas y granos (Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro &
Nakayama 1988; Morandi et al. 1988; Kantolic & Slafer 2001,2005; Nico et al. 2015), lo que

6 Los términos “inductivo” o “no inductivo” para especies con respuesta cuantitativa y su utilizacion posterior a la
induccién de la floracion (post-antesis) pueden ser cuestionados; por ello se podrian proponer térmicos tales
como “poco inductivo” de la floracién u “subdptimo” en relacién al fotoperiodo critico; sin embargo, por cuestiones
de simplicidad y para ser consistente con la terminologia clasica en el tema, se usaran los términos “inductivo/no
inductivo”, siendo conscientes de la limitacion de esos conceptos.
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es interpretado como un efecto indirecto del fotoperiodo’. Sin embargo, parte del incremento
de la longitud de ramificaciones y area foliar (Caffaro & Nakayama 1988) y de la disminucién
de la particion de asimilados hacia granos durante su llenado (Morandi et al. 1988), no estan
asociados (mediados) a un cambio en el desarrollo reproductivo de las vainas y granos, lo
que indica también un efecto directo del fotoperiodo en post-antesis. Finalmente, también en
cvs. de soja perteneciente a GM bajos (0, 00,000) de poca sensibilidad al fotoperiodo para la
floracién, los LD post-antesis tienen similares efectos (aunque menos marcados) que en los
GM de sensibilidad intermedia (Guiamet & Nakayama 1984b; Han et al. 2006). Mientras que
en los GM altos (VIII — X), muy sensibles al fotoperiodo para floracion, los fotoperiodos no
inductivos posterior a antesis, producen en general una abscision de flores/vainas y un
resurgimiento del crecimiento vegetativo (Guiamet & Nakayama 1984b; Han et al. 2006).

El estudio de los efectos del fotoperiodo no inductivos en post-antesis en otras
especies de “dia corto” (diferentes de soja) ha recibido menor atencién; sin embargo, se
describieron algunos efectos similares a los reportados en soja. En quinoa, por ejemplo, los
LD desde el inicio de la floracion posponen la antesis de las flores y consecuentemente se
prolonga este periodo (Bertero et al. 1999a), y ademas enlentecen el desarrollo reproductivo
de granos posterior a antesis (Bendevis et al. 2014a). Junto a la demora de desarrollo
reproductivo de granos en LD desde la floracion (previos a antesis) se incrementa la
produccién de la biomasa total tanto en cvs. sensibles al fotoperiodo para la floraciéon, como
en cvs. neutros para la misma (Bendevis et al. 2014b). También bajo LD aumenta la
biomasa vegetativa y el nimero de las ramificaciones (Bendevis et al. 2014a). La exposicion
bajo LD desde antesis también tuvo efecto al incrementar la altura de las plantas
(Christiansen et al. 2010). Por otro lado, los LD en general tienen un efecto contrario sobre
la produccion de la biomasa reproductiva en relacién a la vegetativa. Los LD impuestos en
post-floracién disminuyen tanto el tamafio (Bertero et al. 1999a; Isobe et al. 2018) como el
numero de los granos (Bendevis et al. 2014b; Isobe et al. 2018), y consecuentemente
reducen el rendimiento de granos por planta (Bendevis et al. 2014 a,b; Isobe et al. 2018). La
Unica excepcion a estas respuestas de la biomasa reproductiva se registré en un cv.
insensible al fotoperiodo para la floracion, donde en LD desde floracién aumentaron la
biomasa reproductiva (i.e., conjunto del peso de granos y perigonios) (Bendevis et al. 2014a)
y el rendimiento de los granos por planta (Bendevis et al. 2014b). Por dltimo, en “amaranto”
Amaranthus retroflexus L., otra especie de “dia corto” para la floracion y de la misma familia
gue quinoa (Amaranthaceae Juss.), la exposicion bajo LD en post-floracion aumentan el

namero y la longitud de las ramificaciones (Koller et al. 1979b).

7 En forma diferente a como se define en esta tesis el efecto indirecto y directo del fotoperiodo, otros autores
(v.g., Nico et al. 2015,2016,2019) caracterizaron como efecto directo del fotoperiodo a aquel que produce
cambios en el desarrollo (v.g., prolongacion de una etapa reproductiva); en contraposicion el efecto indirecto del
fotoperiodo (v.g., incremento de la biomasa) es el derivado del efecto directo.
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En plantas de “dia largo” para la floracion como son los cereales de invierno, los
fotoperiodos no inductivos de la floracion (i.e., SD) posteriores a antesis han sido estudiados
con resultados dispares. Por un lado, en condiciones experimentales de campo las especies
trigo (Marcellos & Single 1972; Angus et al. 1981; Porter et al. 1987), cebada (Alzueta et al.
2014), avena (Colville & Frey 1986) y centeno (Chmielewsky & Kohn 2000) expuestas a dias
mas cortos y frios (otofio - invierno) durante la post-antesis prolongan la duracion de la
misma en relacion a la exposicion a dias mas largos y célidos (primavera - verano); en estos
trabajos la mayor duracién de la post-antesis se relacion6 a la menor temperatura y no a un
efecto de los SD (Marcellos & Single 1972; Angus et al. 1981; Porter et al. 1987,
Chmielewsky & Kohn 2000; Alzueta et al. 2014). Por otro lado, en condiciones
experimentales semicontroladas, donde exclusivamente se estudio el efecto de los SD (i.e.,
la temperatura se mantuvo controlada), en algunos cvs. de trigo se prolongé la duracion de
la post-antesis (Thorne et al. 1968), mientras que en otros cvs. la misma no estuvo afectada
(Han et al. 2006). En esta especie los SD post-antesis también disminuyeron la produccién
de biomasa vegetativa, el nUmero y peso de los granos (Thorne et al. 1968). En cebada bajo
SD post-antesis se prolong6 la duracion de este periodo junto con una disminucién en el
desarrollo de biomasa vegetativa y de espigas en macollos (Guitard 1960). Finalmente, en
algunos cvs. de avena (Klinck & Sim 1977) y “triticale” xTriticosecale Wittm. ex A. Camus
(Han et al. 2005), la exposicion bajo SD en post-antesis prolongé esta etapa, asociado a un
aumento en el nimero de macollos y de granos por planta.

Dado que los fotoperiodos no inductivos en post-antesis en especies de “dia
corto” y “dia largo” pueden impactar en la fenologia y produccion de biomasa en general y
en la senescencia en particular (y concomitantemente, en la duracién de area foliar), en la

seccion siguiente se introduciran aspectos y conceptos de este tema.

1.5. SENESCENCIA FOLIAR

La senescencia es el proceso de degeneracion endégeno durante el Ultimo estadio
de desarrollo que lleva a una célula (i.e., muerte celular programada), un érgano (i.e.,
senescencia foliar, floral, de un fruto) o a un individuo (i.e., la planta en su totalidad) a la
muerte (Nooden 2004; Avila-Ospina et al. 2014; Taiz 2015; Kim et al. 2018; Woo et al.
2019). La senescencia en condiciones naturales (i.e., no inducida) no deberia entenderse a
partir de una Unica causa, sino como la integracion de sefiales endogenas (v.g., hormonas
vegetales, azlcares) y exogenas (v.g., nutrientes, temperatura, irradiancia y calidad
espectral de la luz, fotoperiodo) que promueven la misma (Thomas & Stoddart 1980;
Nooden 2004; Lin et al. 2007; Taiz 2015; Kim et al. 2018; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021;

Lee et al. 2021). Los estudios de la senescencia en las plantas indistintamente del nivel al
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gue se investigue (i.e., molecular, celular, érgano, organismo), se realizan mediante la
caracterizacién de alguno de sus sintomas (Leopold et al. 1959; Lindoo & Nooden 1976,
1977; Thomas & Stoddart 1980; Nooden 2004; Guiboileau et al. 2010; Davies & Gan 2012;
Avila-Ospina et al. 2014; Krieger-Liszkay et al. 2019; Guo et al. 2021). En patrticular los
sintomas de la senescencia de las hojas se pude caracterizar por su cambio de color (i.e.,
degradacién de clorofila) (Feller et al. 1977; Nooden & Guiamet 1989; Guiamet et al. 1991;
Guiamet & Giannibelli 1996; Koike et al. 2004, Ougham et al. 2005; Reis-Pimenta et al.
2016; Lee et al. 2021), por la pérdida de la actividad fotosintética (i.e., degradacion de
proteinas de los tilacoides y del estroma del cloroplasto) (Mondal et al. 1977; Nooden &
Guiamet 1989; Guiamet et al. 1990; Thomas & Smart 1993; Reis-Pimenta et al. 2016) y por
la abscision foliar (Leopold et al. 1959; Guiamet et al. 1990; Munne-Bosch & Alegre
2004;Gulfishan et al. 2019).

En las hojas macroscopicamente la degradacion de las clorofilas se evidencia por la
pérdida del color verde (Feller et al. 1977; Guiamet et al. 1991,1996; Koike et al. 2004,
Ougham et al. 2005; Reis-Pimenta et al. 2016) y la aparicibn de colores amarillo y
anaranjado (carotenoides) o rojo (antocianinas) (Koike et al. 2004, Ougham et al. 2005). A
nivel subcelular el desmantelamiento de los cloroplastos y especificamente el catabolismo
de las clorofilas, explica el cambio de color que se evidencia macroscépicamente (Ougham
et al. 2005; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021). Las clorofilas insertas en las membranas
tilacoidales forman junto con las proteinas transmembranas los fotosistemas | y |l
(Blankenship 2015; Komenda & Sobotka 2017; Albanese et al. 2020), se degradan por la via
feoforbida “a” oxigenasa (PAO) cuyas enzimas cataliticas estan regulados por los “genes
asociados al catabolismo de las clorofilas” (CCG) (Krupisnka & Humbech 2004; Ougham et
al. 2005; Taiz 2015; Woo et al. 2019; Dominguez & Cejudo 2021). La pérdida del color verde
se produce en el momento que PAO cataliza la apertura oxigenolitica del anillo tetrapirrolico
de la feoforbida “a” generando el catabolito rojo de la clorofila (Ougham et al. 2005;
Dominguez & Cejudo 2021), que posteriormente se reduce y es exportado fuera del
cloroplasto hacia la vacuola central (Krupisnka & Humbech 2004; Ougham et al. 2005; Taiz
2015; Woo et al. 2019; Dominguez & Cejudo 2021). Por otro lado, los carotenoides que
también forman parte de los fotosistemas, se degradan posteriormente a las Chs, de alli que
su color surge en la etapa final de la senescencia foliar (Ougham et al. 2005; Rottet et al.
2015, 2016).

La pérdida de la actividad fotosintética en las hojas durante el proceso de
senescencia se evidencia inicialmente tanto por la disminucion del trasporte electrénico en
las membranas tilacoidales (Hilditch et al. 1986; Glover & Moharty 1993; Morita et al. 2009;
Weng et al. 2005; Wang et al. 2015; Krieger-Liszlay et al. 2019) como por el descenso de la

asimilacién de diéxido de carbono (An) (Mondal et al. 1977; Nooden & Guiamet 1989;
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Guiamet et al. 1990; Thomas & Smart 1993; Thomas & Howarth 2000; He et al. 2002; Weng
et al. 2005; Reis-Pimenta et al. 2016). EI mecanismo subyacente a estos procesos es la
protedlisis tanto de proteinas asociadas a tilacoides como proteinas del estroma
cloroplastico (Feller et al. 1977; Guiamet et al. 1991, 1996; Otegui et al. 2005; Ishida et al.
2008; Wang & Blumwald 2014; van Wijk 2015; Nishimura et al. 2016, 2017; Frank et al.
2019). La degradacion de estas proteinas durante la senescencia foliar tiene lugar tanto
dentro del cloroplasto (i.e., protedlisis intraplastidial) (van Wijk 2015; Nishimura et al. 2016,
2017; Frank et al. 2019), como fuera del cloroplasto (i.e., proteolisis extraplastidial) a partir
de vesiculas (v.g., autofagosomas, vacuolas asociadas a senescencia) que transitan desde
esta organela hasta la vacuola central (Otegui et al. 2005; Ishida et al. 2008; Michaelis et al.
2014; Wang & Blumward 2014; Otegui 2018; Buet et al. 2019; Zhuang & Jiang 2019; Guo et
al. 2021; Dominguez & Cejudo 2021). Dado que ca. 70 % del nitrégeno (N) de las hojas se
encuentra formando proteinas cloroplasticas (Peoples & Dalling 1988; Mae 2004; Buet et al.
2019), es fundamental la protedlisis durante la senescencia liberando N (en forma de
aminoacidos como asparagina y glutamina), que es removilizado por el floema hacia los
frutos en crecimiento u 6rganos de reserva (Peeters & van Laere 1994; Mae 2004; Have et
al. 2006; Davies & Gan 2012; Lee & Masclaux-Daubresse 2021).

1.6. MODULACION DE LA SENESCENCIA FOLIAR DEPENDIENTE E INDEPENDIENTE
DEL DESARROLLO REPRODUCTIVO

En plantas monocéarpicas (i.e., plantas con un solo ciclo reproductivo; Nooden 2004)
la senescencia foliar esta asociada al desarrollo de los frutos y granos (Jhonson 1862;
Molish 1938 citado en Leopold et al. 1959; Sax 1962; Nooden et al. 1978, 2004; Kelly et al.
1988; Nooden & Guiamet 1989; Fangmeier et al. 2000; Davies & Gan 2011; Taiz 2015; Gan
2018). En base a esta correlaciéon, se ha caracterizado a la senescencia foliar como una
distribucién preferencial de nutrientes (sobre todo nitrdgeno) y fotoasimilados (carbohidratos)
hacia los frutos y granos en crecimiento, y/o removilizacion de estos elementos desde las
hojas hacia los frutos y granos, produciendo la degradacién de las mismas (Fig. 1.3)
(Sinclair & de Wit 1975, 1976; Mae & Ohira 1981; Waremboung et al. 1982; Wilson 1997,
Kelly et al. 1988; Fangmeier et al. 2000; Horstetiener & Feller 2002; Nooden et al. 2004 ,
Davies & Gan 2011; He et al. 2012; Taiz 2015).

La distribucion y removilizacion de nitrégeno (N) desde los tejidos vegetativos hacia
los frutos y granos en desarrollo produciendo la senescencia de las hojas (y de toda la
planta) se explica en parte por el mecanismo de “self-destruction” (Sinclair & de Wit 1975).
En términos generales este mecanismo plantea que la demanda de N por los frutos y granos

en crecimiento es mayor que la tasa de absorcion de N por el sistema radical, por lo que ese
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déficit se suple con N proveniente de los tejidos vegetativos, desencadenando la
senescencia (Sinclair & de Wit 1975, 1976). Durante la senescencia foliar la correlacion
entre la disminucién de N en las hojas y el incremento de este elemento en los frutos y
granos en especies como soja (Sinclair & de Wit 1976; Egli et al. 1978; Warembourg et al.
1982; Martignone et al. 1987), trigo (Aranjuelo et al. 2012; Nehe et al. 2020), cebada (Ellen
1993 b; Fangmeier et al. 2000 ), arroz (Tabuchi et al. 2007; Wu et al. 2018), maiz (Feller et
al. 1977; Cliquet et al. 1990), “sorgo” Sorghum bicolor (L.) Moench (van Oosterom et al.
2010), “colza” Brassica napus L. (Rosatto & Uorry 2001) y Arabidopsis thaliana (Taylor et al.
2010; Have et al. 2017), corroboraron la participacion de este mecanismo (Fig. 1.3).

Por otro lado, la correlacion entre la disminucion de fotoasimilados en las hojas vy el
aumento de los mismos en frutos y granos en crecimiento (Nooden et al. 2004; Wilson 2006;
Guiboileau et al. 2010; Distelfeld et al. 2014; Dunford 2015), permite explicar la senescencia
de las hojas por el mecanismo de “fuente — destino” (Herold 1980; Nooden et al. 2004;
Dunford 2015). La participacion de este mecanismo en la senescencia se ha contrastado a
partir de modificar la relacion fuente - destino y seguir la evoluciéon de la senescencia (v.g., €l
incremento de esta relacion producto de la diminucién de los destinos demora la
senescencia de las hojas). En soja, especie en donde este proceso fue exhaustivamente
estudiado, diversos tratamientos manipulativos de disminucién de los destinos por remocion
de flores y vainas (Leopold et al. 1959; Lindoo & Nodden 1976; Nooden et al. 1978,1990a,;
Mondal et al. 1978; Crafts-Brandner & Egli 1987b; Han et al. 2006), remocion de los granos
en las vainas en crecimiento (Lindoo & Nooden 1977), o restriccibn mecanica del
crecimiento de las vainas (Crafts-Brandner & Egli 1987a; Miceli et al. 1995) se asocian a la
demora de la senescencia foliar. Por otro lado, en trigo también la disminuciéon de los
destinos por la remocién de la espiga completa (Feller 1979; Biswas & Mandal 1986), de los
granos o espiguillas (Biswas & Mandal 1988; Srivalli & Khanna-Chopra 2009) y en cvs.
donde no se generan granos (i.e., lineas esteriles) (Khanna-Chopra & Sinha 1988; Semwal
& Khanna-Chopra 2018) demoran la senescencia de las hojas. En otras especies como
cebada (Nosberger & Thorne 1965), arroz (Biswas & Choudhruri 1980), maiz (Moss 1962;
Borras et al. 2003), sorgo (Khana-Chopra & Sinha 1988) y “girasol” Helianthus annuus L.
(Ho et al. 1987) la disminucion de los destinos retarda la senescencia de las hojas,
evidenciando la participacion del mecanismo de “fuente-destino” en este proceso
degradativo (Fig. 1.3).

A partir de lo descrito previamente, parece claro que el desarrollo reproductivo
participa correlativamente modulando la senescencia foliar; sin embargo, en alguno de los
mismos trabajos previamente citados (y en otros), existen modificaciones en la senescencia
foliar que no pueden ser explicados Unicamente a partir de la correlacion con el desarrollo

reproductivo de frutos y granos. En soja el aumento en la disponibilidad de N durante el
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desarrollo de las vainas, que supliria el déficit de este elemento durante el crecimiento de las
mismas, no demord el ritmo de senescencia de las hojas (Egli et al. 1978; Gutierrez-Boem et
al. 2004). En medios de cultivo hidropénicos ricos en N, la redistribucién de este elemento
hacia las vainas comenzd previamente a la degradacion de las clorofilas y proteinas
solubles foliares (Martignone et al. 1987), y frente al aumento de la fuerza de los destinos no
se acelerd la degradacion de las clorofilas (Hayati et al. 1995). Ante la ausencia de las
vainas (i.e., remocion) el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas y de la
disminucion de la An fue al mismo tiempo que en plantas con vainas intactas (Crafts-
Brandner & Egli 1987 b). En algunos cvs. la remocién de las vainas genero la degradacion
mas lenta de las clorofilas, sin embargo, la An disminuy6 al mismo ritmo que en plantas con
vainas (Mondal et al. 1978; Wittenbach 1982, 1983; Crafts-Brandner & Egli 1987b). La
interrupcion del floema entre las hojas y las vainas, aument6 el contenido de N (Nooden &
Murray 1982) y almidon (i.e., forma de reserva de fotoasimilados) (Wood et al. 1986) en las
laminas foliares de soja sin demorar el ritmo de degradacién de las clorofilas. Por otro lado,
en trigo la remocién parcial o total de la espiga en macollos principales no modificé la
duracién de area verde (Slafer & Miralles 1992; Slafer & Savin 1994). La remocién de toda o
la mitad de la espiga no modifico el inicio de la degradacién y la degradacibn maxima de
clorofilas, en relacién a plantas con espigas intactas (Mackown et al. 1992). También en esta
especie existid una correlacion negativa entre la removilizacion de N a grano y la duracion
de la senescencia en hoja bandera en dosis altas de este elemento, sin embargo, esta
correlacion no existio en dosis bajas de N (Gayu et al. 2014). En algunos cvs. de maiz la
disminucién de los destinos (v.g., tratamientos de remocién de granos, evitar la fertilizacién)
o la remocion de la espiga completa no tuvo efecto sobre la senescencia (Borras et al. 2003)
o0 incluso la acelero (Christensen et al. 1981; Crafts-Brandner et al. 1984a, b; Rajcan et al.
1999). Por ultimo, la incapacidad de formar frutos (i.e., esterilidad) también se utilizé para
demostrar la correlacion entre el desarrollo del fruto y granos (en este caso no se forman) y
la senescencia. En algunos cv. estériles de especies como “espinaca” Spinacea oleracea L.
(Leopold 1959) y Arabidopsis thaliana (Hensel et al. 1993; Nooden & Penney 2001,
Guiboileau et al. 2010) la ausencia de frutos y granos no cambi6 el ritmo de senescencia de
las hojas. Todas estas evidencias en su conjunto sugieren, que la senescencia de las hojas

puede estar modulada por otros factores independientes al desarrollo reproductivo (Fig. 1.3).

1.7. MODULACION DE LA SENESCENCIA FOLIAR POR HORMONAS VEGETALES

Los procesos degradativos que configuran la senescencia foliar, estan estrictamente
regulados y pueden ser modulados por las hormonas vegetales (Nooden 2004; Lim et al.
2007, Taiz 2015; Kim et al. 2018; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021). El funcionamiento de las
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hormonas en relacién a la senescencia foliar se explica mayoritariamente por la induccién de
factores de transcripcion (Ftr.) con dominios de union a ADN (Lim et al. 2007; Taiz 2015;
Kim et al. 2018; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021). Las dos familias de Ftr. mas asociadas a
la senescencia son NAC y WRKY (Taiz 2015; Kim et al. 2018; Woo et al. 2019; Guo et al.
2021), que inducen la expresion de genes conocidos como “genes asociados a
senescencia”’ (SAG) y/o “genes asociados al catabolismo de las clorofilas” (CCG), cuyos
productos génicos demoran o aceleran el desarrollo de la senescencia foliar (Taiz 2015; Kim
et al. 2018; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021). Las citocininas (CK) son un grupo clasico de
hormonas asociadas a la demora de la senescencia foliar, mientras que el acido abscisico
(ABA), acido salicilico (SA), &cido jasmonico (JA) y el etileno estan vinculados a la
aceleracion de la misma (Lim et al. 2007; Taiz 2015; Kim et al. 2018; Woo et al. 2019; Guo
et al. 2021). Las giberelinas (GA) y auxinas (AUX), se han descrito tanto acelerando como
retrasando la senescencia de las hojas (Chen et al. 2014; Taiz 2015; Zhang et al. 2018; Xiao
et al. 2019) (Fig. 1.3).

La aplicacion de citocininas (CK) en hojas de especies como Xanthium strumarium L.
(Richmond & Lang 1957; Osborne & McCalla 1961), trigo (Bushnell 1966; Kuhnle et al.
1977) avena (Kaminek & Lustinec 1978; Badenoch-Jones et al. 1996), arroz (Liu et al. 2016),
y el aumento de la concentracién de CK por la transformacion de plantas de tabaco con el
gen de la Isopenteniltranferasa (IPT) enzima limitante de la biosintesis de citocininas (Gan &
Amasino 1995), retrasan la senescencia, indicando la relacién causal entre esta hormona y
el retardo de la senescencia de las hojas. En soja donde existen muchos estudios de la
funcién de la CK en la senescencia foliar, se determiné que la aplicaciéon de esta hormona
en plantas enteras (Lindoo & Nooden 1978; Nooden et al. 1979; Dybing & Lay 1981a, b), o
la perfusién de CK en explantos (i.e., segmento de tallo, hoja y vainas) (Neumann et al.
1983; Garrison et al. 1984; Nooden 1986; Nooden & Letham 1993) demoran la senescencia
de las hojas. Dado que el lugar de mayor sintesis de las CK son las raices y se movilizan
por xilema hacia la parte aérea (Van Staden & Davey 1979; Garrison et al. 1984, Faiss et al.
1997), el aumento en el contenido xilemético de las mismas frente a la demora en la
senescencia por la remocion de los frutos (Nooden et al. 1990a, b; Nooden & Letham 1993)
refuerza el hecho de la participaciéon de estas hormonas en la senescencia (Fig. 1.3). Si bien
no se conoce el mecanismo completo de accion de las CK, se describié que se unen a un
receptor histidina kinasa (AHKR3) (Kim et al. 2006; Lin et al. 2007; Taiz et al. 2015), que
“corriente abajo” activan dos Ftr. (ARR2 y CRF6) (Kim et al. 2006; Zwack & Rashotte 2013,
Zwack et al. 2016) que actuan en genes de respuesta a citocininas (Woo et al. 2019; Guo et
al. 2021). En presencia de CK esta via actuaria aumentando la actividad de una invertasa
apopléastica (enzima hidrolitica de la sacarosa) en hojas (Balibrea Lara et al. 2004; Zwack &

Rashotte 2013; Guo et al. 2021), generando un flujo futil pero contindio de sacarosa previo a
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la carga del floema, que mimetiza el flujo de este azlcar en una hoja completamente
funcional, por lo que la relacién fuente - destino se modifica, y de esta forma se demoraria la
senescencia foliar (Balibrea Lara et al. 2004; Zwack & Rashotte 2013).

La aplicacion foliar de giberelinas (GA) en diferentes especies como Rumex
obtusifolius L. (Whyte & Luckwiil 1966; Goldthwaite & Laetsch 1968), ‘“lechuga” Lactuca
sativa L. (Aharoni & Richmond 1978) y Alstroemeria sp. (Jordi et al. 1995; Kappers et al.
1998) demora la senescencia en las hojas. También la aplicacion de GAs (acido giberélico)
en Brassica rapa subs. Chinensis (L.H. Bailey) Hanelt, reprime la expresion de un Ftr.
WRKY (WRKY 6) que por un lado induce la expresién de SAGs (SAG 12) y CCGs, y por otro
reprime la expresion de genes de la via de sintesis de GA, lo que indica que estas hormonas
participan demorando la senescencia de las hojas (Fan et al. 2018; Xiao et al. 2019). En soja
la aplicacion foliar de giberelinas (GAs, GAs:7) demord la degradacion de las clorofilas
(Dybing & Yarrow 1984; Nooden 1986); ademas la aplicacién de GA junto a CK tuvo un
efecto sinérgico, i.e., los efectos individuales de estas hormonas demorando la degradacion
de las clorofilas fue menor que al actuar en forma conjunta (Dybing & Lay 1981 a, b; Nooden
1986) (Fig. 1.3). En forma paraddjica, en Arabidopsis thaliana donde mas esta descrita la via
de accién de las GA, las mismas inducen la degradacién de proteinas con dominios DELLA
(Taiz et al. 2015; Zhang et al. 2018), que son represoras de Ftr. WRKY (v.g., WRKY 6, 45,
75) que promueven la expresion de SAGs (v.g., SAG 12, 29) (Chen et al. 2017, Zhang et al.
2018, 2021) lo que indica que las GA patrticipan acelerando la senescencia foliar (Fig. 1.3).

El incremento de la sintesis de auxinas (AUX) (Quirino et al. 1999; Lin et al. 2007;
Woo et al. 2019; Guo et al. 2021), el aumento en la expresién de genes relacionado con su
sintesis (Lin et al. 2007; Kim et al. 2011a; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021), y la aplicacion
exégena de AUX (Lin et al. 2007; Taiz 2015) se han asociado a la demora de la senescencia
de las hojas. En soja la aplicacion de la AUX sintética acido a naftaleno acético (NAA)
(James et al. 1965; Nooden et al. 1979) generan la retencion de las clorofilas en las hojas y
una demora en la abscision de foliolos y peciolos (Fig. 1.3). También en esta especie la
aplicacion de acido indol acético (IAA, la auxina méas extendida naturalmente; Kasahara
2016; Leyser 2018) en hojas de soja genera que las mismas se vuelvan mas verdes lo que
sugiere la demora de la degradacién de las clorofilas (Nooden et al. 1990b). En presencia
de AUX, se transcriben los genes de respuesta a esta hormona (ARF2) (Taiz et al. 2015;
Leyser 2018), que a su vez inhiben la expresion de SAGs (v.g., SAG 12) (Taiz et al. 2015;
Woo et al. 2019; Guo et al. 2021). Sin embargo, en forma contraria ante la aplicacién de
AUX también se registr6 un aumento de la expresion de SAGs (i.e., potencialmente

acelerando la senescencia, Noh & Amasino 1999).
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FOTOPERIODOS NO INDUCTIVOS POST- ANTESIS

DESARROLLO |- - - HORMONAS -—- EFECTOS
REPRODUCTIVO INDEPENDIENTE
DE FRUTOS Y ck | ca ABA DEL
GRANOS AUX SA DESARROLLO
IA REPRODUCTIVO
l GRANOS

Degradacion de clorofilas

Degradacion de proteinas tilacoidales y estromaticas

Disminucion de la An

SINTOMAS DE LA SENESCENCIA FOLIAR

Figura 1.3. Esquema conceptual de efectos del desarrollo reproductivo de frutos y granos, de
efectos independientes al desarrollo reproductivo de frutos y granos y de hormonas vegetales
modulando la senescencia foliar. Las barras discontinuas (- - -) indican relaciones a estudiar en esta
tesis; las barras con extremo terminados en forma de flecha (]) y en forma perpendicular (1) indican
relaciones establecidas bibliograficamente que indican promocién y demora de la senescencia foliar
respectivamente. Las flechas horizontales (—) indican progresion de la senescencia foliar. Citocininas
(CK), giberelinas (GA), auxinas (AUX), acido abscisico (ABA), &cido salicilico (SA), acido jasmonico
(JA).

La aplicacion exdgena de acido abscisico (ABA) y el aumento de su concentracion
foliar durante la senescencia, indican que esta hormona promueve la senescencia de las
hojas (Lindoo & Nooden 1978; Mittelheuser & Stevenick 1971; Gepstein & Thimman 1980;
Guiamet & Gianibelli 1994). En soja la aplicacion de ABA en plantas intactas acelera la
senescencia de las hojas y en menor medida la maduracién de las vainas (Lindoo & Nooden
1978); en hojas desprendidas de la planta donde se indujo la senescencia por oscuridad, la
aplicacion de ABA acelera la degradacion de clorofilas (Guiamet & Gianibelli 1994). También
en esta especie, la degradacion de las clorofilas y proteinas solubles antecede al incremento
de la concentracion de ABA, por lo que se asocid a esta hormona con la abscision foliar
(Samet & Sinclair 1980) (Fig. 1.3). A nivel celular ABA induce la expresion de un Ftr. NAC
(ABF) que estimula la expresion tanto de SAGs (v.g., SAG 29) como de CCGs (v.g., PAO)
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(Kim et al. 2018; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021; Lee & Masclaux- Daubresse 2021). En
una via paralela a la descripta, ABA estimula otro Ftr. NAC (NAP) que incrementa la sintesis
de esta hormona (i.e., “feedback” positivo) durante el desarrollo de la senescencia foliar (Kim
et al. 2018; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021).

Dado que el acido salicilico (SA) aumenta su concentracion en las hojas senescentes
(Lim et al. 2007; Taiz 2015), y ademas los mutantes deficientes en la ruta de su sintesis
retardan la senescencia foliar (Lim et al. 2007; Guo et al. 2017; Guo et al. 2021), se asocia a
esta hormona a la promocién de la senescencia de las hojas (Fig. 1.3). En hojas jovenes
producto de la inhibicion de la sintesis de SA (Ftr. NAC 090) (Kim et al. 2018; Woo et al.
2019) y de la degradacion especifica de esta hormona (hidrolasas) (Zhang et al. 2013; Kim
et al. 2018; Guo et al. 2021) la concentracion de SA es baja (Kim et al. 2018; Guo et al.
2021); en cambio a medida que la hoja “envejece” el nivel de SA aumenta y estimula la
expresion del Ftr. WRKY (WRKY 75) que inhibe la expresion de una catalasa (CAT 2) por lo
cual aumenta el nivel de ROS, que actian en forma no especifica oxidando lipidos y
proteinas (Guo et al. 2017; Woo et al. 2019).En soja la induccién de la senescencia (por
altas temperaturas) disminuye la concentracion de las clorofilas foliares y de la An asociado
al incremento en la concentracibn de SA en las hojas (Bawa et al. 2021).Sin embargo,
también en esta especie se reportd que la sobreexpresién de Ftr. GmNAC 81 (que se
expresa en el desarrollo natural de la senescencia) acelera la senescencia foliar relacionado
a la disminucién enddgena de la concentracion de SA en hojas (Reis Pimenta et al. 2016).

La aplicacién exdégena de acido jasmonico (JA) acelerando la senescencia foliar
(Ueda & Kato 1980; Weidhase et al. 1987; Phartier 1990; Guiamet & Gianibelli 1994; Xia et
al. 2010), sumado al aumento de la expresion de genes de la ruta biosintética durante este
proceso (He et al. 2002; Guo et al. 2021), dan cuenta que esta hormona participa como un
promotor de la senescencia en las hojas (Fig. 1.3). El JA se une al receptor CORONATIVE-
INSENSITIVE PROTEIN 1 (He et al. 2002; Lin et al. 2007; Taiz 2015; Kim et al. 2018; Woo
et al. 2019), que por un lado promueve la expresion de un Ftr. MYC que actla sobre la
expresion de CCG (v.g., PAO) (Kim et al. 2018; Woo et al. 2019), y por otro lado reprime un
Ftr. WRKY (WRKY 57) lo que permite la induccion SAGs (v.g., SAG12) (Jiang et al. 2014;
Woo et al. 2019; Guo et al. 2021). En soja la aplicacion de JA acelera la degradacion de
clorofila en hojas mantenidas en oscuridad (Guiamet & Gianibelli 1994), y también el
aumento en la concentracion de JA en hojas donde se indujo la senescencia por altas
temperaturas, indican la participaciéon (promoviendo) de esta hormona en este proceso
degradativo (Bawa et al. 2021). Aunque también, se ha registrado que en plantas de soja
que sobre expresan en Ftr. GmNAC 81, se acelera la degradacion de clorofilas y la
disminucion de la An, sin cambios en la concentracion endégena de JA en las hojas (Reis
Pimenta et al. 2016).

Tesis Doctoral - Lic. S. J. Kelly | 17



Capitulo |

El aumento de la sintesis de etileno en las hojas durante el desarrollo de la
senescencia foliar, y la demora de la misma por la aplicacion de inhibidores (v.g., de la
recepcién y/o sintesis) de esta hormona, indican que el etileno participa como un promotor
de la senescencia de las hojas (Abeles et al. 1988; Lin et al. 2007; Taiz et al. 2015; Guo et
al. 2021) (Fig. 1.3).En soja, en hojas desprendidas la aplicacién de etileno acelera la
degradacion de las clorofilas foliares (Guiamet & Gianibelli 1994), ademas en plantas
intactas provoca la abscision de las hojas (Xie et al. 1996). También en plantas donde se
indujo la senescencia, la aceleraciéon en la degradacion de las clorofilas y la disminucién de
la An se asociaron a un incremento en la produccion de etileno en las hojas (Djanaguiraman
& Prasad 2010; Djanaguiraman et al. 2011). El etileno se une a un receptor histidina quinasa
(Taiz et al. 2015), que corriente abajo induce la expresion de un Ftr. NAC (ORI) (Park et al.
2019; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021). Estos Ftr. estimulan a su vez la expresién de SAGs
(v.g., SAG 29) y CCGs (v.g., PAO) promoviendo la senescencia foliar (Qiu et al. 2015; Kim
et al. 2018; Park et al. 2019; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021).

1.8. MODULACION DE LA SENESCENCIA FOLIAR POR FOTOPERIODOS NO
INDUCTIVOS

La participacion del fotoperiodo modulando la senescencia foliar estd poco
estudiada, con resultados fragmentarios y en ocasiones contradictorios. En soja (especie en
la que casi exclusivamente se estudi6 este mecanismo) la demora en el desarrollo
reproductivo de vainas (i.e., frutos) y granos en fotoperiodos no inductivos (i.e., LD) (ver
seccion 1.4) estuvo asociada a algun sintoma de la senescencia de las hojas. En esta
especie los LD posteriores a antesis retardaron la abscision de las hojas, manteniendo por
mas tiempo el area foliar de las plantas (Raper & Thomas 1978; Cure et al. 1982; Guiamet &
Nakayama 1984b). Consecuentemente con la demora de la abscision foliar, bajo LD post-
antesis existié un retraso en el “amarillamiento” de las hojas (Han et al. 2006) y una mayor
concentracion de clorofilas foliares (i.e., menor degradacion de clorofilas) en comparacion
con SD (Guiamet & Nakayama 1984a); sin embargo, también en los LD se registr6 una
disminucién de la concentracion de las clorofilas en relacion a los SD, o una ausencia de
efecto del fotoperiodo dependiendo de la edad de las hojas (Guiamet et al. 1986). También
bajo LD posteriores a antesis se reportd una menor degradacion de las proteinas solubles
foliares (posiblemente de Rubisco®, la proteina soluble mas abundante en especies Cs)

(Guiamet & Nakayama 1984 a; Guiamet et al. 1986), y un incremento del coeficiente de

8 Rubisco hace referencia a la enzima Ribulosa 1,5 bisfosfato carboxilasa oxigenasa.
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asimilacion neta (CAN®, un estimador de la fotosintesis del canopeo a lo largo del tiempo;
Radford 1967) (Guiamet et al. 1986), lo que sugeriria la permanencia de la An en esta
condicién fotoperiodica. En forma similar a soja, en otra especie de “dia corto” como quinoa
y en una de “dia largo” como trigo, se reporté que en fotoperiodos no inductivos post-antesis
se prolongd este periodo junto con una mayor duracion de canopeo o del area foliar verde
(Thorne et al. 1968; Christiansen et al. 2010), lo que indicaria una demora de la senescencia
foliar.

Por ultimo, en relacién a un posible efecto del fotoperiodo no asociado con el
desarrollo reproductivo, en soja la remocién de flores y vainas, y la exposicion bajo LD
mantiene el crecimiento vegetativo al momento que bajo SD las plantas estan senesciendo.
En forma similar en la especie de “dia corto” Xanthium stromarium L., la remocion de los
primordios florales y la exposicion bajo LD prolongar la vida de las plantas en relacion a las
plantas sin flores y en SD (Krizek et al. 1966). Por otro lado, en forma contraria en
Senecio articulatus (Haw.) Sch. Bip, especie de “dia corto” para la floracion (Schwabe
1970a), las hojas desprendidas de la planta y colocadas bajo LD mueren antes que en SD
(Schwabe 1970b). El conocimiento fragmentario expresado en esta seccion y en base a los
conocimientos mas consolidados de otras secciones, fomentan el desarrollo de un estudio
sobre el efecto de los fotoperiodos no inductivos posteriores a antesis en la senescencia
foliar y procesos asociados a la misma en especie de “dia corto” y “dia largo” para la

floracion.

1.9. OBJETIVOS E HIPOTESIS DE TRABAJO DE LA TESIS

El objetivo general de esta tesis fue “determinar si los fotoperiodos no inductivos
posteriores a antesis en especies de “dia corto” y “dia largo” para la floracion participan en la
regulacion de la senescencia foliar y procesos asociados a la misma, y dilucidar posibles
mecanismos subyacentes a esta respuesta”.

Para abordar el objetivo general se trabajé con los siguientes objetivos especificos e

hip6tesis derivadas de los mismos:

Objetivo 1. Establecer si existe una demora en el desarrollo reproductivo de frutos y
granos en especies de “dia corto”y “dia largo” bajo fotoperiodos no inductivos posteriores a

antesis.

9 En esta tesis se reemplaza la denominacién tasa de asimilacion neta (NAR) frecuentemente utilizada en la
fisiologia vegetal por coeficiente de asimilacion neta (CAN), para evitar una posible ambigliedad con la medicién
de asimilacion neta de diéxido de carbono a saturacion (An) y el célculo de su tasa de disminucion durante la
post-antesis.
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Hipodtesis 1: Bajo fotoperiodos no inductivos posteriores a antesis las especies de

“dia corto” y “dia largo” demoran su desarrollo reproductivo de frutos y granos.

Objetivo 2. Determinar si se modifica el ritmo de la degradacion de las clorofilas
foliares ante la exposicién a fotoperiodos no inductivos de la floraciébn en post- antesis en
especies de “dia corto”y “dia largo” para la floracion.

Hipotesis 2: La exposicion a fotoperiodos no inductivos de la floracién en especies de
“dia corto” y “dia largo” durante la post-antesis retrasan la degradacion de las clorofilas
foliares durante este periodo.

Objetivo 3. Registrar posibles cambios en la asimilacién neta de diéxido de carbono
en especies de “dia corto” y “dia largo” para la floracibn sometidas a fotoperiodos no
inductivos posteriores a antesis.

Hipotesis 3: La exposicion a fotoperiodos no inductivos de la floracién en especies de
“dia corto” y “dia largo” posteriormente a antesis prolonga la asimilacion neta de diéxido de

carbono.

Objetivo 4. Definir si existe un cambio en la concentracion de hormonas foliares
relacionadas con la senescencia de las hojas ante la exposicion a fotoperiodos no inductivos
en post- antesis en la especie de “dia corto” soja.

Hipétesis 4: En soja la exposicion a fotoperiodos no inductivos de la floracion en
post-antesis aumenta y disminuyen la concentracién de hormonas foliares relacionadas con

la demora y aceleracion respectivamente de la senescencia de las hojas.

Objetivo 5. Establecer si existe una modificacién en la produccién de la biomasa total
ante la exposicion a fotoperiodos no inductivos en post- antesis en especies de “dia corto”y
“dia largo” para la floracion.

Hipodtesis 5: La exposicion a fotoperiodos no inductivos de la floracién en especies de

“dia corto” y “dia largo” aumentan la produccién de biomasa total durante la post- antesis.

Objetivo 6. Definir si las tasas de crecimiento cambian ante fotoperiodos no
inductivos de la floracién en especies de “dia corto” y “dia largo” durante este periodo.
Hipotesis 6: Bajo fotoperiodos no inductivos de la floracion las tasas de crecimiento

cambian durante la post-antesis en especies de “dia corto” y “dia largo”.

Objetivo 7. Determinar si los posibles cambios de la senescencia y los procesos

asociados a la misma en fotoperiodos no inductivos posteriores a la antesis en especies de
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“dia corto” y “dia largo” estan unicamente asociados a cambios en el desarrollo reproductivo
de frutos y granos (efecto indirecto del fotoperiodo), o si también existen procesos
parcialmente independientes del desarrollo reproductivo de frutos y granos (efectos directos
del fotoperiodo).

Hipodtesis 7: En fotoperiodos no inductivos posteriores a la antesis en especies de
“dia corto” y “dia largo” parte del cambio en la senescencia foliar y los procesos asociados a
la misma serén vinculados al desarrollo reproductivo de frutos y granos (efecto indirecto) y
otra parte seran parcialmente independientes del desarrollo reproductivo de frutos y granos
(efecto directo).

1.10. ESTRUCTURA DE LA TESIS

Esta tesis, ademas de la presente introduccion general (Cap. |) esta formada por
cuatro capitulos de resultados (Il - V). En cada uno de ellos se explicitan las preguntas y
objetivos de investigacion especificos, los materiales y métodos utilizados para abordar los
objetivos, los resultados y la discusién de los mismos, y una conclusion de ese capitulo. En
los capitulos Il a IV se abordan todos los objetivos especificos, a excepcion del objetivo 4,
utilizando como casos de estudio las siguientes especies de “dia corto” para la floracién:
soja (Cap. Il y V), quinoa y amaranto (Cap. lll), y las siguientes especies de “dia largo”: trigo,
cebada, centeno y avena (Cap. IV). En el capitulo V, utillizando soja como caso
paradigmatico, también se aborda el objetivo especifico 4. En el capitulo VI a partir de la
contrastacion de las hipdtesis con los resultados obtenidos, se incluyen las principales
conclusiones alcanzadas, y se discute brevemente la posible contribucién de la presente

tesis al cuerpo de conocimientos de la disciplina.
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RETARDO DE LA SENESCENCIA FOLIAR, INCREMENTO DE LA BIOMASA Y DE LA
TASA DE CRECIMIENTO, Y AUMENTO DEL CONTENIDO DE NITROGENO EN SOJA
EXPUESTAS A DIAS LARGOS EN POST- ANTESIS

2.1. INTRODUCCION

La soja (Glycine max. L. Merr.) es el cuarto cultivo a nivel mundial en relacién al area
cultivada (129 millones ha afio?), con un comercio de granos! en el orden de los 121.000
millones de dolares anuales (FAOSTAT 2020). El interés en la soja por un lado radica en que
es el cultivo de verano que produce los granos con el mayor contenido proteinico y el segundo
en contenido de aceites (Sinclair & De Wit 1975; Hartman et al. 2011). Por otro lado, su
atractivo es que su cultivo se extiende desde los 46 © Norte a los 39 © Sur de latitud, lo que
muestra su amplia adaptacion a diferentes ambientes (Dardanelli et al. 2006; Zhang et al.
2007; Zhai et al. 2014; Mourtzinis & Conley 2017).

El principal factor ambiental que cambia con la latitud, ademas de la temperatura, es
el fotoperiodo. En soja la capacidad de percibir el cambio en el fotoperiodo y las diferentes
sensibilidades entre genotipos para inducir la floracion, ha permitido clasificar a las mismas
en grupos de madurez (GM?) (Langewisch et al. 2017; Li et al. 2017; Lin et al. 2021). Los GM
bajos (000-0) florecen indistintamente de la duracion del dia al que estan sometidos, en
cambio los GM medios (IlI-VI) y altos (VII-X) necesitan estar expuestos a fotoperiodos cortos
(SD) para promover la floracion, i.e., la floracibn no ocurre o se retrasa si se supera un
determinado umbral fotoperiédico (Borthwick & Parker 1938; Caffaro & Nakayama 1988,
Caffaro et al. 1988; Thomas & Vince-Prue 1997b; Zhang et al. 2001; Wu et al. 2015). Ademas
de promover la floracién, el fotoperiodo afecta el desarrollo posterior a la misma en soja
(Thomas & Raper 1976; Guiamet & Nakayama 1984a; Kantolic & Slafer 2001; Nico et al.
2015). En plantas expuestas a fotoperiodos no inductivos (i.e., dia largo para la soja)
posteriores a floracién/antesis® la duracion de las etapas del desarrollo reproductivo se alarga
(Guiamet & Nakayama 1984a; Caffaro & Nakayama 1988; Morandi et al. 1988; Asamadu et

1 Con el objetivo de mantener un lenguaje homogéneo y poder comparar entre las especies estudiadas en esta
tesis, se nombran las semillas (en soja) y las semillas fusionadas con pericarpio del fruto (en quinoa, amaranto,
trigo, cebada, avena y “centeno” Secale cereale L.) con el término “grano”.

2 Para una descripcién de los grupos de madurez en soja ver capitulo | (Introduccién General, objetivos e hipotesis
de trabajo) de esta tesis.

3 En soja, la floracién de acuerdo a la escala fenoldgica adoptada (Fehr & Caviness 1977) en esta tesis y
ampliamente utilizada en la literatura especializada, se determina en el momento de aparicion de una flor abierta
i.e., antesis (ver descripcion tabla 2.1); por lo cual en esta escala no existe una diferencia entre la observacion de
las flores (floracion) en la planta y su posterior apertura (antesis). Dado que en todas las especies utilizadas en
esta tesis los tratamientos fotoperiddicos se impusieron posteriormente a la antesis, para soja se adopta también
de aqui en mas el término post-antesis en lugar de post-floracién.
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al. 1998). En algunos casos esto es producto de un retraso en la transicion de los meristemas
(i.e., de aquellos meristemas que todavia no estan diferenciados) desde el estado vegetativo
al reproductivo (Caffaro & Nakayama 1988; Morandi et al. 1988), y en otros casos incluso hay
una reversion de los meristemas (i.e., meristemas ya diferenciados) desde el estado
reproductivo al vegetativo (Washburn & Thomas 2000; Han et al. 2006). También el incremento
en la duracion de la post- antesis en dias largos (LD) se explica por la disminucién en la tasa
de desarrollo reproductivo (Guiamet & Nakayama 1984b; Morandi et al. 1987; Nico et al.
2016), en el cual la elongacién de las vainas (i.e., frutos) y llenado de los granos se posponen,
y eventualmente la maduracion de los frutos se retrasa (Guiamet & Nakayama 1984b ; Kantolic
& Slafer 2001, 2005).

El retraso del desarrollo reproductivo de vainas y granos bajo LD post- antesis esta
asociado con el incremento en el peso del tallo y ramificaciones, y el aumento en el nUmero
de nudos a madurez de cosecha (Guiamet & Nakayama 1984a; Caffaro & Nakayama, 1988;
Kantolic & Slafer 2001, 2005; Nico et al. 2015). En GM medios (v.g., GM lll, IV) el aumento en
LD post-antesis del numero de nudos (sitios potenciales de generacién de vainas) se asocia
positivamente con el aumento en el nimero de vainas (Guiamet & Nakayama 1984a, b;
Caffaro & Nakayama 1988; Morandi et al. 1988; Kantolic & Slafer 2001, 2005; Kantolic et al.
2007, 2013; Nico et al. 2015, 2016) sin cambios en el nUmero de granos por vaina (Kantolic &
Slafer 2005; Kantolic et al. 2013). Consecuentemente con el aumento en el nimero de vainas
se incrementa el numero de granos por planta (Guiamet & Nakayama 1984 a, b; Morandi et
al. 1988) y por area de suelo (Kantolic & Slafer 2001, 2005; Kantolic et al. 2013; Nico et al.
2015) en condiciones semicontroladas y de campo respectivamente. En la mayoria de los
reportes, en los LD post-antesis junto al aumento del nimero de granos disminuyé el peso
individual de los mismos (Cure et al. 1982; Guiamet & Nakayamal984 a, b; Morandi et al.
1988, Kantolic & Slafer 2005; Kantolic et al. 2007, 2013), por lo que no siempre los LD
incrementaron el rendimiento del peso de granos por planta o area de suelo (Guiamet et al.
1984a, b; Morandi et al.1988; Nico et al. 2015).

Como se explicod previamente, bajo LD post-antesis se demora el desarrollo
reproductivo de vainas y granos prolongando la duracién de esta etapa, por lo que el
incremento en la biomasa acumulada podria ser explicado al menos en parte por una
asimilacién de carbono (C) y nitrégeno (N) por mas tiempo; esto implica un efecto del
fotoperiodo sobre la produccion de la biomasa, mediado por el desarrollo reproductivo de
vainas y granos, i.e., efecto indirecto del fotoperiodo. Sin embargo, en relacion al C en LD

post-antesis se reportd un aumento diario en el coeficiente de asimilacion neta (CAN?) durante

4 En esta tesis se reemplaza la denominacion tasa de asimilacion neta (NAR) por coeficiente de asimilacion neta
(CAN), para evitar una posible ambigiiedad con la medicién de asimilacion neta de dioxido de carbono a saturacion
(An) y el calculo de su tasa de disminucion durante la post-antesis.
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la primera parte del desarrollo reproductivo (Guiamet et al. 1986), lo que sugiere un efecto
sobre la generacién de biomasa al menos parcialmente independiente del desarrollo de las
vainas y granos (i.e., efecto directo del fotoperiodo). Se desconoce si el aumento de la
biomasa bajo LD post- antesis esta asociado Unicamente a una prolongacion en la asimilacion
de C (efecto indirecto del fotoperiodo) o también podria estar modificada la tasa de asimilacién
de C (efecto directo del fotoperiodo) durante el periodo reproductivo. Por otro lado, dado el
alto contenido de proteinas en el grano de soja (Sinclair & De Wit 1975), el incremento en el
rendimiento bajo LD post- antesis podria requerir un aumento de la fijacion biolégica de N
atmosférico y/o de la absorcion de N edéfico. Sin embargo, en condiciones semicontroladas,
se registrd que la imposicion de LD durante el llenado, aumentd el nUmero de granos por
planta disminuyendo el peso y la concentracién de N de las mismas (Cure et al. 1982). En
soja en un medio hidropénico desprovisto de N mineral, la tasa de asimilacién de N
(determinada Unicamente por la fijacién biolégica) aumenté en LD, pero a un ritmo menor que
el aumento de C, por lo que la concentracion de N en la biomasa reproductiva y también
vegetativa disminuy6 (Guiamet et al. 1986). Los anteriores reportes sugieren que el aumento
de biomasa bajo LD post- antesis seria acompafiado de una disminucién en la concentraciéon
de N; sin embargo, estos resultados se obtuvieron en condiciones semicontroladas y su
extrapolabilidad a condiciones de campo podria ser puesta en duda.

La mayor duracion de la etapa reproductiva sumado al aumento de biomasa bajo LD
post- antesis sugiere que las hojas demorarian su senescencia. Si bien no existen trabajos
especificos de la influencia del fotoperiodo sobre la senescencia foliar, se registra en forma
aislada sintomas de la demora de la misma en plantas de soja expuestas en LD en post-
antesis (Raper & Thomas 1978; Cure et al. 1982; Guiamet & Nakayama 1984a, b; Han et al.
2006). En condiciones semicontroladas los LD en post- antesis en soja demoraron la abscision
foliar (i.e., un sintoma de la senescencia de las hojas), evidenciado por el mantenimiento del
canopeo o area foliar por mas tiempo (Raper & Thomas 1978; Cure et al. 1982; Guiamet &
Nakayama 1984b). En estas mismas condiciones experimentales, las plantas expuestas bajo
LD post-antesis retuvieron una mayor cantidad de clorofilas y proteinas solubles foliares (i.e.,
sintomas de la demora de la senescencia) que las plantas en SD (Guiamet & Nakayama 1984
a); sin embargo, también los LD post-antesis no modificaron la concentracion de las clorofilas
foliares, o incluso disminuyeron la misma dependiendo de la edad de las hojas (Guiamet et al.
1986). En condiciones de campo solo se ha reportado un retardo en el “amarillamiento” de las
hojas bajo LD post- antesis (Han et al. 2006). La demora de la senescencia foliar, evidenciada
Unicamente por la degradacion de las clorofilas, no indica necesariamente que la hoja persista

realmente en la asimilacién de C (Thomas & Howard 2000; HOrtensteiner 2009). En soja en
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fotoperiodos naturales se ha reportado una demora de la senescencia foliar sin un
sostenimiento de la asimilacibn neta de didxido de carbono (An), lo que indica un
mantenimiento “cosmético” de las clorofilas (Guiamet et al. 1990). Se desconoce si bajo LD
post- antesis en condiciones de campo existe una demora de la degradacion de las clorofilas
acompafada por la persistencia en la An (i.e., demora funcional de la senescencia).
Considerando lo descrito anteriormente, los objetivos de este capitulo fueron
determinar si en cultivares de soja de GM intermedios en condiciones de campo la imposicion
de dias largos post-antesis: 1- Retarda la degradacion de las clorofilas y prolonga la
asimilacién neta de dioxido de carbono; 2- Aumenta la produccién de biomasa producto
Unicamente de un mayor tiempo de asimilacion y/o debido a un incremento en la tasa de
asimilaciéon de carbono; 3- Incrementa la asimilacion de nitrégeno y se altera la proporcion de

nitrégeno proveniente de la absorcion de N mineral y de la fijacion biol6gica de N.

2.2. MATERIALES Y METODOS
2.2.1. Cultivo de plantas y tratamientos fotoperiédicos

Se llevaron a cabo dos experimentos en condiciones de campo en La Plata, Argentina
(34° 55" S, 57° 58" 0O) en las campafias 2016-17 y 2018-19. En el primer experimento
(campafia 2016-17), realizado en la Estacién Experimental J. Hirschhérn (Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales (FCAyF), Universidad Nacional de La Plata (UNLP)) se
utilizaron dos cultivares (cvs.) de soja de crecimiento indeterminado (NS4619 y NS5019,
Nidera Semillas, Argentina) y en la segunda campafia (2018-19) realizada en el Instituto de
Fisiologia Vegetal (INFIVE- FCAyF y Facultad de Ciencias Naturales y Museo, UNLP-
CONICET) se incluyé solamente el cv. NS4619. Los cvs. NS4619 y NS5019 utilizados
corresponden a grupos de madurez IV y V respectivamente, de sensibilidad intermedia al
fotoperiodo para la floracién y de uso habitual en esta regién. El suelo fue un Argiudol vértico
(clasificacion segun USDA) de textura fina y una capa subyacente (a 40 cm de profundidad)
de arcilla expandible. Previo a la siembra, las parcelas fueron fertilizadas con el equivalente
de 100 kg ha' de superfosfato triple y 50 kg ha' de sulfato de calcio. Los granos fueron
inoculados con Bradyrhizobium sp. (NITRAP MAX — NITRAP SRL., Argentina) y sembrados
manualmente el 18 de noviembre del afio 2016 y el 7 de diciembre del afio 2018, en filas
separadas por 0.5 m y con una densidad de 30 plantas m2. Las parcelas fueron mantenidas
libres de competencia por malezas y de insectos mediante técnicas agronémicas
convencionales. La deficiencia hidrica fue evitada suplementando a las lluvias con riego por

goteo.
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El primer experimento (campafia 2016-17) tuvo un disefio en parcelas divididas, con
cultivares en la parcela principal y tratamientos en la subparcela (4 hileras de plantas, 2 m de
longitud por hilera). El segundo experimento (campafa 2018-19) tuvo un disefio en blogues
completamente aleatorizado, donde cada bloque (4 hileras de plantas de 3 m de longitud)
tenia un tratamiento. En ambos experimentos hubo 3 subparcelas o bloques como réplicas en
cada condicion fotoperiddica. Al inicio de la floracién/antesis (R1 segun Fehr & Caviness 1977-
Tabla 2.1) dos condiciones fotoperiddicas fueron impuestas: fotoperiodo natural (control,
fotoperiodo inductivo, SD) y fotoperiodo extendido (fotoperiodo no inductivo, LD). El
fotoperiodo extendido se gener6 alargando la duracion del dia con 4 h de luz artificial a partir
de la puesta del sol por ldmparas de diodos emisores de luz (LED). Las lamparas se ubicaron
en estructuras “porta lamparas”, lo cual permitié elevarlas a 1.6 m de altura desde el suelo
(Fig. 2.1). Para evitar posibles efectos del sombreo por parte de las estructuras, en los
tratamientos de SD también se montaron los soportes, pero estos no portaban lamparas. Las
lamparas generaban 8-9 umol fotones m2 s de radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
(RADIAPAR, Cavadevices, Argentina), y una relacion roja/rojo lejano (fluencia a
660nm/fluencia a 730 nm) igual a 1.4 (USB650, Red Tide, Ocean Optics, Estados Unidos)
(i.e., levemente superior a la luz solar directa) en el nivel superior (externo) del canopeo. La
densidad de flujo foténico fotosintético (PPFD) correspondiente al PAR generado por las
lamparas estaba por debajo del punto de compensacién en soja (ca. 41 umol fotones m?2 s
segun Gonzales et al. 2019), por lo que es insuficiente en términos fotosintéticos para
acumular fotosintatos. Los tratamientos fotoperidédicos dentro de cada parcela o entre bloques
estuvieron separados por al menos 2 m. En un experimento previo realizado en forma
exploratoria, no se detect6 ningun efecto de las lamparas (LD) en diversas variables tales
como dias a floracién, numero de flores y vainas, al disponer los tratamientos fotoperiédicos

con esta separacion.
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Tabla 2.1. Escala fenoldgica post- antesis adaptada a partir de Fehr & Caviness

(1977).

Estado fenologico (codigo fenoldgico) Descripcion

Inicio de floracion/antesis (R1) Una flor abierta (antesis) en cualquier
nudo del tallo.

Floracion/antesis completa (R2) Una flor abierta en uno de los 4 nudos
superiores del tallo.

Inicio de desarrollo de vainas (R3) Una vaina de 5 mm en uno de los 4
nudos superiores del tallo.

Vainas desarrolladas (R4) Una vaina de 20 mm en uno de los 4
nudos superiores del tallo.

Inicio de desarrollo de granos (R5) Una vaina con granos de 3 mm en uno
de los 4 nudos superiores del tallo.

Granos desarrollados (R6) Una vaina con granos llenando léculo
en uno de los 4 nudos superiores del
tallo.

Inicio de madurez (R7) Una vaina madura (color marrén con

granos sueltos en el l6culo) en
cualquier nudo del tallo.

Madurez de cosecha (R8- MC) 95 % de las vainas maduras, hojas
secas Yy/o abscindidas, tallo seco.

2.2.2. Mediciones ambientales y fenologia del cultivo

La temperatura del aire y la radiacion incidente fue medida diariamente a partir de una
estacion meteorologica ubicada a 500 m de los experimentos (Vantage Pro2, Davis
Instruments, Estados Unidos). La radiacion incidente diaria global fue transformada en
radiacién fotosintéticamente activa (PAR) mediante el factor de conversién 0.48 (Gosse et al.
1986; Andrade 1995; Ojeda et al. 2018). La PAR acumulada (PARac) durante un intervalo
fenoldgico o toda la post-antesis fue calculada mediante la suma de PAR diarios. En el PAR
diario no se tuvo en cuenta el PAR agregado por las lamparas por ser menor que el punto de
compensacion luminico (seccion 2.2.1.). La radiacién incidente interceptada por el cultivo fue
medida con un sensor lineal (ceptometro o “barra integradora”) de 1 m de longitud (BAR-RAD
100 - Cavadevices, Argentina), durante el mediodia (12- 13 h), ubicado a nivel del conopeo y
sobre el suelo, y con una orientacién perpendicular a los dos surcos centrales. La duracion
del fotoperiodo fue calculada a partir de la diferencia entre la salida y puesta del sol (i.e., sin
tener en cuenta los horarios de los crepusculos matutino y vespertino) segun el Servicio de
Hidrografia Naval, Argentina (www.hidro.gov.ar).

La fenologia del cultivo fue determinada cada 2-3 dias y la duracion de cada fase del
desarrollo se corrigi6 por la temperatura y se expreso en dia térmico (dt) a partir de la funcién
de tres segmentos lineal descrita por Piper et al. (1996). La temperatura media diaria utilizada
se calcul6 como Temperatura maxima + minima / 2. Las temperaturas cardinales utilizadas
en la funcién durante el desarrollo reproductivo fueron, temperatura base (7 ° C), 6ptima

inferior (25 °C) y superior (30 °C) y temperatura maxima (45 °C) (Boote et al. 1998).
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Figura 2.1. Vista general de experimento de manipulacion fotoperiédica en plantas de soja en
condiciones de campo campafia 2016-2017 y 2018-19. (A) y (B) Vista diurna y nocturna
respectivamente de estruturas “porta lamparas” de camparia 2018-2019, (C) vista nocturna de
tratamientos fotoperiddicos en campafia 2016-2017.

2.2.3. Determinacién de la senescencia foliar

En los experimentos de ambas campafias a partir de la antesis (R1) se identific6 con
una marca la hoja mas apical plenamente expandida; esta hoja estaba completamente
desarrollada sin sintomas de senescencia y expuesta a luz solar directa; en el foliolo central
de la misma se determiné durante toda la post- antesis semanalmente la evolucién de la
degradacion de las clorofilas foliares y la asimilacion neta de CO, (An) hasta su abscision,

como sintomas caracteristicos del desarrollo de la senescencia. El seguimiento de la
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degradacién de las clorofilas se realizé en forma no destructiva mediante la cuantificacion
indirecta de las clorofilas (“indice de verdor”) por medio del SPAD (SPAD 502, Konica-Minolta,
Japon), cuyas mediciones tuvieron una estrecha correlacion con el contenido de clorofilas
foliares (Ver Cap. V). Las mediciones de SPAD se realizaron en el foliolo central de cada hoja,
a partir de tres mediciones: en la regién basal, media y distal de cada foliolo. A los foliolos ya
abscindidos se les asigno un valor de “cero” de SPAD (degradacion maxima de clorofilas),
para poder analizar estadisticamente la abscisién foliar. A pesar que las hojas pueden
abscindir (dependiendo de la especie) con valores diferente de “cero” de SPAD, la posible
sobreestimacion de la senescencia a partir de la adopcién de este criterio al momento que la
hoja pierde conexién con la planta afecta a ambos tratamientos fotoperiddicos.

En el experimento 2 (campafa 2018- 19) una malla de nailon fue ubicada en el suelo
entre filas adyacentes, cubriendo 2 m de suelo para recoger las laminas foliares y peciolos
abscindidos. Esas mallas se revisaban diariamente, y las laminas foliares y peciolos
abscindidos se recogieron y se secaron a 60 ° C por al menos 15 dias (peso constante) para
su posterior pesada (balanza Mettler Toledo, Argentina). Con el peso de las laminas foliares
se calcul6é el porcentaje acumulado del canopeo abscindido relativo al total del peso del
canopeo abscindido durante toda la post- antesis. Este porcentaje de la absicion del canopeo
es la inversa de la retencién de las ldminas en la planta, que ademas de ser otro indicador de
la senescencia foliar, es un sintoma de la senescencia monocarpica® cuando ocurre la
totalidad de la abscisién de las hojas (i.e., 100 % de absicién del canopeo).

Las mediciones de An se realizaron con un analizador de gases por infrarrojos (IRGA,
CIRAS 2 Portable Photosyntesis Sistem, PP Systems, Estados Unidos) utilizando la camara
(“pinza”) PLC6. Cada medicion se realiz6 en dias soleados en la franja central del dia (entre
las 11- 14:30 h), periodo de mayor irradiancia y An (Thomas & Hill, 1937). La cuantificacion
de An se realizé a saturacion luminica (An saturacion o “capacidad fotosintética”), por lo que
la eleccion de los dias soleados posibilitd la aclimatacién luminica de las hojas previo a su
medicion. Las condiciones de la camara de medicion del IRGA fueron: PPFD (“irradiancia”)
1500 pumoles fotones m2 s (para asegurar la saturaciéon luminica en el caso de una especie
Cs como la soja), concentracion de C0O, 360 ppm, temperatura de 25 ° C y humedad 10
mbares. Con el fin de prevenir un sesgo temporal en las mediciones, estas se realizaron
alternando subparcelas o bloques de diferentes tratamientos fotoperiédicos. En el
experimento 1 ademdas se altern6 entre parcelas con diferentes cultivares. En cada
determinacién se cuantifico la An y el SPAD en 3-5 hojas (foliolo central) por tratamiento y

cultivar.

5 Senescencia a nivel de toda la planta (i.e., hojas, tallos, vainas), en plantas en las que existe un solo ciclo
reproductivo previo a la muerte de las mismas (Nooden et al. 2004)
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Se establecid el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas e inicio de avance
de la disminucién de la An como el primer dia térmico (dt) en que el valor de SPAD o An tenian
una tendencia clara y contindia a la disminucién de estas variables. A partir de estos inicios de
avance y degradacion maxima de clorofilas (SPAD “cero”) o An nula (0 pmoles CO, m? s?),
se calcularon las tasas de avance de degradacion de las clorofilas y tasa de avance de
disminucioén de la An ajustando una recta de regresién en este periodo. También se ajusto
una recta o curva de regresion (dependiendo del mejor ajuste) entre las tasas de avance de
la degradacion de las clorofilas y de la tasa de avance de la disminucion de la An, como un
indicador de la asociacion entre estos dos sintomas de la senescencia foliar

2.2.4. Muestreos destructivos y célculos de biomasa

En ambos experimentos, los muestreos destructivos de biomasa aérea se realizaron
en los dos surcos centrales en las subparcelas o bloques. En cada muestreo se coseché una
superficie correspondiente a 0.5 m? de superficie del suelo. Se realizaron tres muestreos en
el experimento 1 (campafia 2016-17) en los siguientes momentos: al inicio de floracion (R1 a
los 13 y 6 dias térmicos post- antesis (dtpa) en NS4619 y NS5019 respectivamente), al inicio
de desarrollo de granos (R5 para SD a los 41 y 34 tdpa en NS4619 y NS5019
respectivamente) y a madurez de cosecha (R8, MC). En el experimento 2 (campafa 2018-
19) se realizaron 4 muestreos, en R1 (0 dtpa), R5 (25 tdpa), llenado final de grano (R6, 41
dtpa), y en R8 (MC). Debe notarse que los estadios de desarrollo corresponden a los
tratamientos en SD, ya que el desarrollo reproductivo en LD esté retrasado tal como se
muestra en la tabla 2.3. Por lo tanto, el muestreo inicial se realizé en el mismo dia calendario
y misma fenologia (R1), los intermedios también a mismos dias calendarios, pero diferentes
fenologias, y el muestreo final (R8) se realiz6 a diferente dia calendario, pero igual estadio
fenoldgico.

En cada muestreo las plantas se analizaron individualizando tallos primarios de
ramificaciones (i.e., tallos secundarios), los cuales a su vez fueron divididas en parte
vegetativa y reproductiva. Se cuantificé el numero de ramificaciones, nudos, vainas (i.e.,
frutos) y granos. El area foliar (considera Unicamente laminas foliares) fue medida mediante
un integrador Licor 3100 Area Meter (Li-Cor, Estados Unidos). Luego del secado en estufa a
(60 ° C) de al menos 15 dias (para lograr peso seco), se pesaron (balanza Mettler Toledo,
Argentina) en forma separada la lamina foliar, peciolos junto a tallo primario o ramificacion
segun su origen, pericarpio (i.e., “pared de vainas” sin granos) y granos. Al peso conjunto de
tallos primarios, ramificaciones, peciolos y ldaminas se lo denominé “biomasa vegetativa”,
mientras que al peso conjunto de pericarpios y granos se lo denominé “biomasa reproductiva”.

El peso conjunto de biomasa vegetativa y reproductiva se denominé “biomasa total”. En el
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experimento 2 (campafia 2018- 19), como se describidé previamente una malla de nailon fue
ubicada en el suelo entre filas adyacentes, y se recogieron diariamente las laminas foliares y
peciolos abscindidos que se secaron a 60 °© C para su posterior pesada. El conjunto de
peciolos y ldminas abscindidas fue denominado “biomasa abscindida”. El peso individual de
las ramificaciones y granos se calcul6 a partir de la razén entre el peso de las ramificaciones
o granos y el nimero de las mismas por m? de superficie del suelo.

En ambos experimentos para estimar la particion de la biomasa producida en las
plantas (i.e., distribucién en biomasa vegetativa y de granos) se calcul6 el indice de cosecha
(HI) como la relacion entre el peso de los granos y la biomasa aérea total a madurez de
cosecha en un area determinada de 1 m? (Donald & Hamblin, 1976). Durante la post-antesis,
el incremento promedio de biomasa en un periodo de tiempo se calculd a partir de la tasa de
crecimiento del cultivo (CGR). Mientras que el incremento de biomasa promedio en relacion a
la biomasa existente y en relacion a la superficie fotosintética se calcularon a partir de la tasa
de crecimiento relativo (RGR) y el coeficiente de asimilacion neta (CAN) respectivamente.
Todos los anteriores indices de crecimiento fueron calculados segun las ecuaciones
(modificada®) en Radford (1967):

CGR = (P2—P31) / (dt2- dty)
RGR= (In P2 -1In Pl) / (dtz- dtl)
CAN= (P2 - P1) (In Afz - In Afy) / (Af2- Afy) (dtz- dty)

donde P es el peso de la biomasa, Af es el area foliar, dt es dia térmico, 1y 2 son subindices
que representan diferentes tiempos de muestreo.

A partir de la medicién del area foliar, se calculé el indice de area foliar (LAl = area
foliar/ area de suelo) y el area foliar especifica (SLA= area foliar/ peso lamina foliar).
También se calculd la relacion entre el peso del area foliar y la biomasa total (LWR, proporcion

del peso del area foliar). Todas las anteriores relaciones se calcularon segin Beadle (1985).

2.2.5. Mediciones y célculo del contenido de nitrégeno

En ambos experimentos se midié la concentracion (%) de nitrégeno (N) en muestras
secas mediante micro Kjeldhal (McKenzie & Wallace, 1954) en el laboratorio LABSPA-
CERZOS (Universidad Nacional del Sur — CONICET, Argentina). En ambas campafas se
analizaron las laminas foliares, peciolos en conjunto con tallo primario o ramificacion segun
su origen, y granos. Ademas, en el experimento 2 (campafia 2018-19) también se analizo el

contenido de N de las ldminas foliares y peciolos abscindidos (recolectadas tal como se

6 Las ecuaciones originales de Radford (1967) utilizan el tiempo en dias calendarios. En este capitulo de la tesis
el tiempo utilizado es el dia térmico (dt).
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describié previamente). La concentracion de N fue multiplicada por la materia seca producida
por m? de superficie de suelo para estimar el contenido de N en el cultivo. La acumulacién de
N en la biomasa vegetativa considera el contenido de este elemento en tallo, ramificaciones,
peciolos y ldminas foliares (al igual que en seccién 2.2.4). El contenido de N en la biomasa
reproductiva se determiné Unicamente en los granos (i.e., sin tener en cuenta el contenido de
N de los pericarpios); por lo que el contenido de este elemento en la biomasa total considera
el N acumulado en la biomasa vegetativa y de granos. Como una estimacion de la particion
del N en la planta, se calculé el indice de cosecha del nitrégeno (NHI), como la relacién entre
el contenido de nitr6geno en los granos y en la biomasa aérea total (Tamagno et al. 2017).
En el experimento 2 (campafia 2018-2019) se determind el porcentaje de N derivado
de la fijacion biol6gica de N2 (BNF) a partir del método de la abundancia relativa del isotopo*°N.
Este método se basa en la diferencia de la relaciéon de los isotopos N / **N entre el N
proveniente del suelo (v.g., NOs, NHs) y el N, atmosférico, usando como referencia un
genotipo de soja que no fija N2 atmosférico. Por lo tanto, su materia seca tiene la misma “firma”
isotépica (relacion N / °N) que la del suelo (Peoples et al. 1989). Para tal fin, en este
experimento, se intercalaron al azar tres hileras de una isolinea no modulante del cv. Bragg
(nod 139 - afr5 —mutant, Matthews et al. 1989). La abundancia del isotopo *°N fue medida
mediante espectrometria de masas (Flash 2000 elemental analyzer coupled to a Thermo Delta
V Advantage isotope ratio Mass Spectrometer, Estados Unidos) en el laboratorio LIECA —
IANIGLA (Facultad Regional San Rafael, Universidad Tecnoldgica Nacional — CONICET,
Argentina). El porcentaje de BNF fue calculada como en Peoples et al. (1989) siguiendo la

ecuacion:
% BNF = ((6 N Bragg - 6 1°N NS4619) / (6 N Bragg — B)) 100

donde & °N es la parte por mil de °N, Bragg es la variedad de referencia no “nodulante”,
NS4619 son las plantas expuestas bajo SD o LD, y B es la abundancia natural de **N en
plantas solo creciendo con fijacion bioldgica como fuente de N. El valor de B fue previamente
establecido como 1.032 por Collino et al. (2015). EI N tomado del suelo fue calculado como la
diferencia entre el nitrégeno total en planta menos el nitrdgeno proveniente de la BNF
(Santachiara et al. 2017).

2.2.6. Andlisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se modelaron a partir de modelos lineales mixtos (mlg)
o modelos lineales generalizados mixtos (mlgm), donde el factor fijo fue el tratamiento
fotoperiédico post-antesis y el factor aleatorio fue la parcela (campafia 2016-17) o el bloque

(campafia 2018-19). Ademas del efecto del tratamiento, se analizé la posible interaccién con

Tesis Doctoral — Lic. S. J. Kelly| 32



Capitulo Il

otras posibles fuentes de variacion (i.e., afio, cultivar). En ambas campafas cada tratamiento
tuvo 3 repeticiones (i.e., parcelas o bloques). Se comprobd la distribucion normal de los datos
a partir del Test de Shapiro Wilk (P 0.05), y en caso de cumplirlo se usé un mlg y en caso de
no cumplirla se utilizé un migm (Distribucién Poisson, Binomial negativa, Gamma) donde se
comprobé que no existiese sub o sobre parametrizacibn del modelado de los datos
(“desviance”/ grado de libertad = 1). También se comprobé la homogeneidad de la varianza a
partir de la prueba de Levene (P 0.05), en caso de no cumplirla al modelo se le agregd una
varianza heterogénea (funcion Var Ident). Los ANOVAS de los modelos mixtos se analizaron
a 3 niveles de significancia estadistica (P 0.05, 0.01, 0,001).

Las mediciones repetidas en el tiempo (contenido de clorofila determinado por SPAD
y An) se analizaron como datos longitudinales. Como factor fijo se utilizd el tratamiento
fotoperiédico post-antesis, el tiempo y la interaccion tratamiento-tiempo, y como factor
aleatorio la parcela o bloque. Se agreg6 una estructura de correlacion (simetria compuesta,
sin estructura, autorregresiva continua de orden 1) entre parcelas o bloques a lo largo del
tiempo y se model6 la varianza de ser necesario. Cuando existi6 mas de un modelo
longitudinal posible, se seleccioné el de menor valor de Akaike (AIC) (Di Rienzo et al. 2017).
Las contrastaciones lineales dentro de un mismo tiempo entre tratamientos fotoperiédicos se
analizaron a 3 niveles de significancia (P 0.05, 0.01, 0,001).

La tasa de avance de la degradacién de las clorofilas y la tasa de avance de
disminucién de la An se calculé mediante el ajuste de una recta de regresion. Para ello se
utilizaron como factores fijos el tratamiento, tiempo y sus interacciones, y como factores
aleatorios, la parcela o el blogque. Por otro lado, también para relacionar el avance de la
degradacién de las clorofilas y la tasa de avance de la disminucién de la An se ajustd una
recta o curva de regresion (dependiendo del mejor ajuste), donde se utilizé la variable SPAD
como covariable de la An. En este caso el factor fijo fue el tratamiento y el aleatorio
nuevamente la parcela o el bloque. En todos estos andlisis de regresién, se adjuntdé una
estructura de correlacion entre las parcelas o bloques y se model6 la varianza de ser necesario
(varianza heterogénea, exponencial, potencia, potencia corrida por una constante). A partir de
la eleccion del mejor modelo (criterio de AIC), se comprobd que cumpliera el supuesto de
distribucion normal y de distribucidn aleatoria de los residuos “estudentizados” en funcién de
los predichos. Se comprobd que las rectas o curvas ajustadas sean significativamente
diferentes de cero (i.e., asociacion significativa entre variables), y cumpliendo esto se calculd
el coeficiente de determinacion (r?) para cada tratamiento fotoperiédico post-antesis. Las
diferencias estadisticas entre tratamientos se analizaron a tres niveles de significancia (P 0.05,
0.01, 0.001).

El programa estadistico utilizado fue InfoStat version 2020 (Di Rienzo et al. 2020), que

implementa una interfaz amigable con R para la estimacion de los modelos mixtos a través de
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las funciones gls y Ime de la libreria nime (Pinheiro et al. 2020), funcién gim libreria stats (R
Core Team 2020) y glmer de la libreria Ime4 (Bates et al. 2011). Los graficos se realizaron

con el programa Excel version 2016 (Microsoft Office Professional Plus 2016).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Condiciones ambientales y respuestas fenoldgicas

En ambos experimentos durante la fase reproductiva para cada intervalo fenoldgico,
el fotoperiodo promedio fue de al menos 3 h mayor en el tratamiento en LD en comparacion
al tratamiento de SD (Tabla 2.2). Esto fue producto de que las 4 h de extension de luz se
agregaron al fotoperiodo natural (SD), el cual declina constantemente luego del solsticio de
verano (Fig. suplementaria 2.1), y de la mayor duracion de la post- antesis bajo LD (Tabla 2.3;
Fig. suplementaria 2.1); de esta forma, el fotoperiodo para cada etapa del desarrollo en LD
fue un poco menor de las 4 h estipuladas. Bajo LD en ambas campafias se prolongé la
duracion de varias de las etapas fenoldgicas. Cuantificados en “dias calendario”, los intervalos
fenolégicos R1-R3 y R3-R5 fueron mayores en LD; expresados en “dias térmico” (dt) también
fueron entre un 42-58 % y 26-30 % mas largos en relacién de SD (Tabla 2.3). La duracién del
intervalo R5-R8 expresado en dias calendario fue mayor bajo LD en relacién de SD; mientras
que al expresarlo en dt en la campafa 2016-17 la duracién en LD fue entre un 5-13% menor
que en SD, y en 2018-2019 fue apenas un 3.5 % mayor en LD en comparaciéon de SD (Tabla
2.3)

En ambas campanfas las temperaturas medias durante el intervalo R1- R3 y R3-R5
fueron similares entre tratamientos, sin embargo, durante R5-R8 fueron entre 3.9 - 5.3° C
significativamente menores bajo LD en relacidn de SD, producto que el estadio R8 se alcanzé
ya entrado el otofio en este tratamiento (Tabla 2.2; Fig. suplementaria 2.1). Por otra parte, en
ambos experimentos, la radiacion fotosintéticamente activa acumulada (PARac) durante los
intervalos R1-R3 y R3-R5 fue mas alta en el tratamiento LD en relacion de SD (42-58 % mayor
en R1-R3, y 14-31 % en R3-R5). En cambio, la PARac fue mayor en R5-R8 en SD (14-32%),
a consecuencia de que el intervalo fenol6gico R5-R8 ocurrié mas tardiamente en el afio (i.e.,

ingresando al otoiio) en LD (Tabla 2.2; Fig. suplementaria 2.1).
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Tabla 2.2. Fotoperiodo y temperatura promedio, y radiacion fotosintéticamente activa acumulada (PARac) durante diferentes intervalos
de la post-antesis en plantas de soja cvs. NS4619 y NS 5019 expuestas a tratamientos de fotoperiodo corto (SD) y largos (LD) en las
campanfas 2016-17 y 2018-19. R1, R3, R5y R8 corresponden a los estados fenoldgicos segun la escala fenolégica de Fehr & Caviness
(2977).

Fotoperiodo Temperatura PARac
(h) (°C) (MJ m?)
Campafa Tratamiento R1-R3 R3-R5 R5-R8 R1-R3 R3-R5 R5-R8 R1-R3 R3-R5 R5-R8
Cultivar
2016-17
NS 4619 SD 14.3 13.8 12.7 24.5 24.0 22.8 185.5 257.0 623.9
LD 18.0 17.0 15.7 24.2 25.0 175 443.5 299.9 437.9
ns ns **
NS 5019 SD 14.1 135 12.3 24.5 23.9 21.1 212.4 290.8 554.2
LD 17.9 16.9 155 24.1 24.0 17.2 366.6 364.9 386.3
ns ns **
2018-19
NS 4619 SD 13.7 13.3 12.3 23.4 24.2 22.8 106.4 196.3 510.7
LD 175 16.7 155 23.3 22.2 175 220.4 283.4 463.3
ns ns *x

Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia
estadisticamente significativa. La PARac se calcul6 por la sumatoria de radiacion global incidente diaria transformada por el factor 0.48 en cada intervalo. Ver
materiales y métodos para una descripcion mas detallada.
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Tabla 2.3. Duracién de los intervalos fenolégicos en “dias térmicos” y “dias calendario”
(entre paréntesis) en plantas de soja cvs. NS4619 y NS 5019 expuestas a tratamientos
de fotoperiodo corto (SD) y largos (LD) durante post-antesis en las campafias 2016-17 y
2018-19. R1, R3, R5y R8 corresponden al estadio reproductivo segun la escala fenolégica
de Fehr & Caviness (1977). Los datos consignados como “Dif.” corresponden a la
diferencia de duracién entre los tratamientos SD y LD.

Campafia Duracién intervalos fenoldgicos
Cultivar Tratamiento R1-R3 R3-R5 R5-R8 R1-R8
2016-17
NS4619 SD 15.2 (16) 19.2 (21) 54.0 (68) 88.4 (105)
LD 34.4 (37) 27.6 (29) 46.8 (80) 108.8 (146)
Dif. 19.2 (21) 8.4 (8) -7,2 (12) 20.4 (41)
NS5019 SD 15.9(17) 23.9(26) 51.8 (68) 91.6 (111)
LD 27.6 (30)  37.7(36) 41.7 (73) 107.0 (139)
Dif. 11.7 (13)  13.8 (10) -10.1 (5) 15.4 (28)
2018-19
NS4619 SD 7.1(8) 16.1 (18) 41.3 (59) 64.5 (85)
LD 15.9 (18)  23.0(28) 42.8 (75) 81.7 (121)
Dif. 8.8 (10) 6.9 (10) 1.5(16) 17.2 (36)

La Dif. se calculé como la duracién a LD menos la duracién a SD.

2.3.2. Degradacion de clorofilas foliares, abscisiéon foliar y asimilacién neta de

dioxido de carbono en dias largos en post-antesis

En ambos experimentos los valores de SPAD, adoptados como una medida
indirecta de la degradacion de las clorofilas foliares, disminuyeron mas lentamente en
plantas de soja expuestas bajo LD en relacion de SD (Fig. 2.2, 2.3). Bajo SD el inicio de
avance de la degradacion de las clorofilas (i.e., primer valor de SPAD a partir del cual
los valores de esta variable disminuyen progresivamente en el tiempo) antecedié al
tratamiento bajo LD en 23 y 11 dt en cvs. NS4619 y NS5019 respectivamente en el
experimento 1 (campafa 2016-17), y en 18 dt en el experimento 2 (campafia 2018-19)
(Fig. 2.2, 2.3). El inicio del avance de la degradacion de las clorofilas en plantas
expuestas bajo LD fue a los 85 y 72 dtpa en cvs. NS4619 y NS5019 en la campafia
2016-17, y 69 dtpa en la campafia 2018-19, correspondiente con el estadio fenolégico
R5-6 0 R6 (Fig. 2.2, 2.3). Ademas de un inicio de avance de degradacion de las clorofilas
mas tardio, se detect6 a partir de los 67 y 60 dias térmicos post-antesis (dtpa)
(correspondiente al estadio R6 para SD y a R4 para LD) en cvs. NS4619 y NS 5019 en
la campafia 2016-17 (Fig. 2.2), y a los 51 dtpa (R6 para SD y R5 para LD) en la campafia
2018-19 (Fig. 2.3), un aumento significativo de los valores de SPAD en los LD con

respecto a los SD. Por otro lado, también en el cv. NS 5019 (campafia 2016-17) la tasa
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de avance de degradacion de las clorofilas (calculada como la recta de regresion
ajustada entre en inicio de avance de la degradaciéon de las clorofilas y degradacion
maxima de clorofilas) fue menor bajo LD en comparacion de SD (Fig. 2.2).

En ambos experimentos la abscision de la hoja marcada (i.e., sintoma de la
senescencia foliar), se registro (i.e., valor “cero” de SPAD) previamente en las plantas
expuestas bajo SD en comparacién de las expuestas bajo LD (Fig. 2.2, 2.3). En el
experimento 1, la diferencia en la abscisién de la hoja marcada entre tratamientos estuvo
en el orden de 18-20 dt para ambos cvs., y en el experimento 2 fue de 12.5 dt (Fig. 2.2,
2.3). En la campafia 2018-19, donde periddicamente se recogieron las laminas foliares
abscindidas, se registré6 que a los 64.6 dtpa las plantas expuestas bajo SD habian
abscindido la totalidad del canopeo (i.e., todas las hojas) mientras que en plantas bajo
LD la pérdida se observé 17.1 dt mas tarde (Fig. suplementaria 2.2).

En el experimento 1 (2016-17) los méaximos valores de asimilacién neta de
dioxido de carbono (An) a saturacion luminica se registraron alrededor de los 41 y 34
dtpa en ambos tratamientos en NS4619 y NS5019 respectivamente, que se
corresponden con el estadio fenologico R5 para SD y R3-4 para LD (Fig. 2.2). En el
experimento 2 (2018-19) los maximos valores se registraron entre los 25-41 dtpa en
ambos tratamientos y se corresponden con el estadio fenoldgico R5-R6 para SD y R3-
R5 para LD (Fig. 2.3). El inicio de avance de la disminucion de la An fue igual entre
tratamientos (40.9 y 47.7 dtpa en NS4619 y NS5019 respectivamente) en la campafa
2016-17, en cambio se registr6 10.9 dt previo en tratamientos bajo SD en comparacion
de LD en la campafia 2018-19 (Fig. 2.2, 2.3). En la campafia 2016-17 en ambos cvs.
posterior a los 61 dtpa y en la campafia 2018-19 a partir de los 51 dtpa se comenzé a
registrar una mayor An en las plantas expuestas bajo LD en comparacién de las
expuestas bajo SD (Fig. 2.2, 2.3). La tasa de avance de disminucién de la An (calculada
como la recta de regresion ajustada entre en inicio de avance de la disminucion de An
y la An nula) fue significativamente menor en LD en comparacion de SD en la campafa
2016-17, mientras que no fue afectada por los tratamientos fotoperiédicos en la
campafa 2018-19 (Fig. 2.2, 2.3). En ambas campafas, la An persisti6 en los
tratamientos en LD al momento que la misma era nula en los SD; en la campafia 2016-
17 esa prolongacion de la duracion de la An fue de 20.0 y 14.6 dt en NS4619 y NS5019
respectivamente, mientras que en 2018-19 fue de 11.6 dt (Fig. 2.3y 2.3).
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Figura 2.2. Modificacién de la asimilacion neta de CO; a saturacién luminica (An) y contenido de clorofilas foliares (estimadas a partir del “indice de verdor”
SPAD) en plantas soja cvs. NS4619 y NS5019 expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en la campafia
2016-17. (A) y (C) cv. NS4619, (B) y (D) cv. NS 5019. En la parte superior del grafico las flechas () indican dia térmico de los estadios fenolégicos R3-4,
R5 y R7 segln Fehr & Caviness (1977) en SD y LD. Las ecuaciones representan la tasa de avance de disminucién de la An y de avance de degradacion de
las clorofilas (calculada entre en inicio de avance de la disminucién/degradacion estas variables y la An nula o degradacién maxima de clorofilas); entre
paréntesis () el coeficiente de determinacion (R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables para cada tratamiento; Debajo de las ecuaciones se
representa la probabilidad (P) de diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa. La barra () representa el error estandar
(SE) de la media; en caso de no observarse en el grafico se debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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En general en ambas campafas y tratamientos fotoperiddicos el inicio de avance
de la disminucién de la An antecedié en inicio del avance de la degradaciéon de las
clorofilas (a excepcion del tratamiento SD en NS 4619 en camparfia 2016-2017 donde
fue a los mismos dtpa). A pesar de esta diferencia, en ambos tratamientos la
disminucion de la An y de la degradacién de las clorofilas (calculadas entre el inicio del
avance y la An nula o la degradacibn maxima de clorofilas) se asociaron
significativamente mediante una curva de regresion exponencial (Fig. suplementaria
2.3). El célculo del coeficiente de determinacion (R?) para esas curvas mostré un ajuste
del 0.80 - 0.91 para SD y de 0.84 -0.98 para LD considerando ambas campafas y
cultivares (Fig. suplementaria 2.3).
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Figura. 2.3. Modificacion de la asimilacién neta de CO; a saturacion luminica (An) y contenido de
clorofilas foliares (estimadas a partir del “indice de verdor” SPAD) en plantas soja cv. NS4619
expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en la
campafia 2018-19. En la parte superior del grafico las flechas (|) indican dia térmico de los
estadios fenologicos R3-4, R5, R6 y R7 (segun Fehr & Caviness 1977) en SD y LD. Las ecuaciones
representan la tasa de avance de disminucién de la An y de avance de degradacién de las
clorofilas (calculada entre en inicio de avance de la disminucién/degradacion estas variables y la
An nula o degradacion maxima de clorofilas); entre paréntesis () el coeficiente de determinacion
(R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables para cada tratamiento; Debajo de las
ecuaciones se representa la probabilidad (P) de diferencia significativa entre tratamientos. Los
asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a P <
0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa. La
barra (I) representa el error estdndar (SE) de la media; en caso de no observarse en el gréfico se
debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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2.3.3. Desarrollo y crecimiento de d6rganos vegetativos en dias largos post-
antesis

El peso del “tallo principal” (incluye tallo y peciolos) y el peso de las
“ramificaciones” (incluye ramificaciones y peciolos) por area de suelo a madurez de
cosecha (R8) fue mayor en plantas expuestas bajo LD en relacion a las expuestas bajo
SD durante post-antesis (Tabla 2.4). En el experimento 1 (campafia 2016-17) los
mayores incrementos ocurrieron en las ramificaciones, i.e., el peso de las ramificaciones
se incrementé 190 y 180 %, mientras que el peso del tallo principal aumenté un 100 y
50 % en los tratamientos LD en relacibn a los SD para NS4619 y NS5019
respectivamente. En cambio, en el experimento 2 (campafa 2018-19), el peso del tallo
principal aumentd un 56 %, mientras que el peso de las ramificaciones de incrementd
un 23 %, bajo LD con respecto de SD. El nUmero de nudos del tallo principal en ambas
campafas, y el numero de nudos en las ramificaciones en la campafia 2016-17
(campafia donde se determiné esta variable) aumenté en las plantas expuestas en LD
con respecto a las expuestas en SD (Tabla 2.4). También el nUmero de ramificaciones
se incrementd en LD en un 170-190 % y en un 20 % en comparacion de SD en
experimento 1y 2 respectivamente (Tabla 2.4).En la campafia 2016-17 el aumento bajo
LD post-antesis del peso del tallo principal y ramificaciones sélo fue significativa a
madurez de cosecha, sin embargo en la campafia 2018-19 el peso del tallo principal y
ramificaciones comenzaron a ser significativamente mayores a partir de 25 dtpa (R5
para SD y R3-R4 para LD) (Fig. 2.4). En relacién al peso de las laminas foliares, solo se
observé un aumento significativo bajo LD post-antesis en la campafia 2018-19 a los 41
dtpa (R6 para SD y R5 para LD) (Fig. 2.4). En ambas campafas, la biomasa vegetativa
(incluye peso de tallo, ramificaciones, peciolos y laminas foliares) a madurez de cosecha
fue significativamente mayor bajo LD en relacion de SD. En el experimento de la
campafia 2018-19, el peso de laminas (362.4 g m?2vs. 284.2, P < 0.05) y peciolos
abscindidos (224.8 vs. 206.1 g m2, ns) durante todo el periodo de post- antesis fue
mayor en LD en relacién de SD. Teniendo en cuenta esta biomasa abscindida, la

biomasa vegetativa total fue un 32% mayor bajo LD en relacién de SD.
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Tabla 2.4. Numero de nudos en tallo principal, nimero de ramificaciones, nudos de ramificaciones y sus respectivos pesos seco a
madurez de cosecha (R8) en plantas soja cvs. NS4619 y NS5019 expuestas a tratamientos fotoperiddicos de dia corto (SD) y largo
(LD) en post- antesis en las campafias 2016-17 y 2018-19.

Tallo principal Ramificaciones
Campaiia Tratamiento Numero de Peso Numero de Numero de Peso Peso individual de
Cultivar nudos ramificaciones nudos ramificaciéon
(N° m2) (g m?) (N° m2) (N° m=2) (g m?) (g ra®)
2016-17
NS4619 SD 568 ¢ 213.4Db 117 b 293¢ 35.7¢c 0.31b
LD 747 a 441.8 a 319 a 1050 ab 105.1 b 0.34b
NS5019 SD 549 ¢ 2852 ab 113 b 591 bc 105.2b 092 a
LD 679 b 440.4 a 330 a 1564 a 299.6 a 0.91a
T *% * **% * * ns
CV. ns ns ns ns *k *k
T X cv. ns ns ns ns * ns
2018-19
NS4619 SD 415d 160.4 ¢ 150 c nd 58.4c¢c 0.39Db
LD 681 ab 258.1d 180d nd 72.3d 0.40b
T *% *% *k% nd *k%k ns
A * * *x nd ns ns
TxA ns * rkk nd ok ns

La fuente de variacién fue el tratamiento (T) y el cultivar (cv.) en la campafia 2016-17, y el tratamiento (T) y la campafia (A) en el 2018-2019. Los asteriscos *, ** y
*** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa. La sigla
“ra” corresponde a ramificaciones. Diferentes letras denotan diferencias significativas a P < 0.05 segun test de Fisher. nd: no determinado. Los pesos de tallo
principal y ramificaciones incluyen el peso de sus respectivos peciolos.
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Figura 2.4. Biomasa vegetativa (Ve), del tallo principal (Ta), ramificaciones (Ra) y de las ldminas foliares (Ho) en plantas de soja cvs. NS4619 y
NS5019 expuestas a tratamientos fotoperiédicos de dia corto (SD) y largo (LD) durante la post-antesis en la campafia 2016-17 y 2018-19. (A) y
(B) NS4619 y NS5019 en campafa 2016-17 respectivamente, y (C) NS4619 en campafia 2018-19. Biomasa vegetativa (Ve) incluye peso del
tallo, ramificaciones, peciolos y lamina foliar; tallo principal (Ta) + ramificaciones (Ra) incluye peso de tallo principal, ramificaciones y peciolos;
lamina foliar (Ho). En la parte superior de cada grafico R1, R3-R4, R5, R6 y R8 (segun Fehr & Caviness 1977) se corresponde con el estadio
fenologico de las plantas de cada tratamiento al momento del muestreo. Los muestreos iniciales (0,6,13 dias térmicos post-antesis, dtpa) e
intermedios (25, 34,41 dtpa) se realizaron a los mismos dias térmicos entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realizé alcanzado R8
por lo que difieren en los dias térmicos en que se realizd. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05,
0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (l) representa el error estandar de la media.
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El indice de area foliar (LAI) no difirié significativamente entre los tratamientos
en el experimento de la campafia 2016-17, pero en la campafia 2018-19 el LAI fue
significativamente mayor bajo LD en relacién de SD (Tabla suplementaria 2.1). Ese
incremento en el LAl bajo LD a los 25 y 41 dtpa no se correspondié con un aumento de
la absicion de las laminas foliares, ya que no hubo diferencias previo los 41 dtpa en el
porcentaje de laminas caidas entre tratamientos (Tabla Suplementaria 2.1; Figura
suplementaria 2.2). Independientemente del LAI, no hubo diferencia significativa en la
intercepcion de la radiacion (mayor siempre al 96 %, i.e., por encima del LAl critico)
entre SD y LD hasta el inicio de llenado de vainas (R5) en ninguno de los experimentos.
El area foliar especifica (SLA) no difirié entre tratamientos en ninguna de las campafias
(Tabla Suplementaria 2.1). La proporcion del peso del area foliar en relacion a la
biomasa total (i.e., LWR) fue un 15% mayor en LD en el experimento de la campafia
2016-17, mientras que en la camparfia 2018 - 19 solo fue significativamente mayor (26%)
a los 41 dtpf (Tabla suplementaria 2.1).

2.3.4. Desarrollo y crecimiento de vainas y granos en dias largos post- antesis

La dinamica en la generacion del nimero de vainas y granos durante la post-
antesis previo a madurez de cosecha (R8) varié entre campafias en los tratamientos
fotoperiddicos. En la campafia 2016- 17 en ambos cvs. en el muestreo realizado previo
a madurez de cosecha, a los mismos dtpa correspondientes a R5 para SD y R3-4 para
LD (i.e., producto de la demora en el desarrollo reproductivo), mostraron que el nimero
de vainas y granos por area de suelo fue significativamente menor bajo LD con respecto
de SD (Fig. suplementaria 2.4). En la campafia 2018-19 en los muestreos previos a R8,
el numero de vainas siempre fue mayor significativamente bajo LD con respecto de SD,
a pesar de la demora en el desarrollo reproductivo. En cambio, el nimero de granos fue
menor significativamente bajo LD con respecto de SD en el muestreo a los 25 dtpa (al
igual que en la campafia 2016-17), mientras que en los muestreos posteriores el nimero
de granos fue mayor significativamente bajo LD post-antesis (Fig. suplementaria 2.4).
En ambos experimentos el nUmero de vainas y granos a madurez de cosecha (R8) fue
mayor significativamente en plantas expuestas bajo LD con respecto a las expuestas
bajo SD en post-antesis (Tabla 2.5). En este muestreo (R8), el nimero de granos en LD
fue un 76 y 31% mayor que en SD en los cvs. NS4619 y NS5019 (2016-17) y un 35 %
en el cv. NS4619 (2018-19) respectivamente (Tabla 2.5). El mayor incremento en el
nimero de granos y vainas ocurrid en ramificaciones en la campafia 2016-17 y en el

tallo principal en la campafia 2018-19 (Tabla 2.5).
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En ambos experimentos la biomasa reproductiva (incluye peso de granos y del
pericarpio de las vainas) fue menor previo a madurez de cosecha bajo LD con respecto
de SD (Fig. 2.5) reflejando un desarrollo inicial mas lento de las vainas y granos en LD.
Sin embargo, a madurez de cosecha la biomasa reproductiva fue significativamente
mayor bajo LD con respecto de SD, producto del alto nUmero de vainas y granos
generados en LD (Tabla 2.5; Fig. 2.5, Suplementaria 2.4). El peso individual de los
granos a madurez de cosecha tendi6 a ser menor en LD en comparacion de SD
(significativamente menor en 2018-19) (Tabla 2.5). De la relacién entre el aumento en
el numero de granos y la tendencia a una disminucién del peso individual de las mismas,
surge que el peso de los granos por area del suelo (i.e., rendimiento) fue
significativamente mayor bajo LD en comparacion de SD en la campafia 2016-17 en
ambos cv, y tendi6 a ser mayor en LD (aunque no significativo) en la campafia 2018-19
(Fig. 2.5).

En ambas campafas, el indice de cosecha (HI) fue significativamente mayor (15-
27%) en plantas expuestas bajo SD en relacién a las expuestas en LD en post-antesis,
indicando que bajo dias largos la extension del fotoperiodo promovié mas el crecimiento
de la biomasa vegetativa que la acumulaciébn de biomasa reproductiva (Tabla
suplementaria 2.2). En la campafia 2018-19, la adicion de biomasa abscindida (i.e.,
conjunto de laminas y peciolos caidos) a estos calculos disminuy6 el HI en un 47-56 %
(dependiendo del tratamiento fotoperiédico) y se amplié un 13% la diferencia entre

plantas expuestas bajo SD y LD durante post-antesis (Tabla suplementaria 2.2).
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Tabla 2.5. Numero y peso de granos y pericarpio de las vainas en tallo principal y ramificaciones, y peso individual de granos a madurez de
cosecha (R8) en plantas de soja cvs. NS4619 y NS5019 expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) en post- antesis
en campana 2016-17 y 2018-19.

Tallo principal

Ramificaciones

Vainas Granos Vainas Granos
Peso individual
Campafa Tratamiento NUumero Peso Ndmero Peso NUumero Peso NUumero Peso granos
Cultivar (N°m?)  (gm?) (N°m?)  (gm?) (N°m2)  (gm?) (N°m-2) (g m?) (mg Gn™)
2016-17
NS4619 SD 864 b 93.67 b 1929 ab 303.5a 216 ¢ 20.8c 503 b 75.2c 155.7 a
LD 1115a 133.9a 2302 ab 322.3a 909 ab 101.1 a 1963 ab 305.8 ab 150.7 a
NS5019 SD 963 b 1145 ab 2325 a 354.1a 507 bc 49.1 bc 1019 ab 153.0 bc 155.8 a
LD 1087ab 113.3 ab 1850 b 256.0 a 1401 a 159.8 a 2655 a 398.0 a 145.6 a
T * ns ns ns * * * * ns
CV. ns ns ns ns ns * ns ns ns
T Xxcv. ns * i ns ns ns ns ns ns
2018-19
NS4619 SD 702 b 85.3b 1845 b 269.6 a 393 c 279¢c 762 b 83.1c 117.1b
LD 1438 ¢ 136.8 a 3328 a 302.9a 605 ab 38.9 ab 123 ab 80.2c 71.4c
T *%% *% *% nS * * * nS *
A ns ns ns ns ns ns ns ns **
TxA il ns * ns ns ns ns ns ns

El peso individual de granos considera toda la planta sin division entre tallo principal y ramificaciones. La fuente de variacion fue el tratamiento (T) y el cultivar (cv.) en la
campafia 2016-17, y el tratamiento (T) y la campafa (A) en el 2018-2019. La sigla “Gn” corresponde a granos. Los asteriscos *, **y *** denotan diferencia estadisticamente
significativa a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencias estadisticamente significativas. Diferentes letras denotan diferencias significativas a P <

0.05 segun el test de Fisher.
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Figura 2.5. Biomasa reproductiva (Re), de granos (Gn) y pericarpio de vainas (Va) en plantas de soja cvs. NS4619 y NS5019 expuestas a
tratamientos fotoperiddicos de dia corto (SD) y largo (LD) durante la post-antesis en las campafias 2016-17 y 2018-19. (A) y (B) NS4619 y
NS5019 en la campafa 2016-17 respectivamente, y (C) NS4619 en la campafia 2018-19. Biomasa reproductiva incluye peso de granos y
pericarpio de vainas. En la parte superior de cada grafico R3-R4, R5, R6 y R8 (segun Fehr & Caviness 1977) se corresponde con el estadio
fenolégico de las plantas de cada tratamiento al momento del muestreo. Los muestreos intermedios (25, 34, y 41 dias térmicos post-antesis,
dtpa) se realizaron a los mismos dias térmicos entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realizé alcanzado R8 por lo que difieren en
los dias térmicos en que se realizd. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001
respectivamente. La barra (I) representa el error estdndar de la media.
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2.3.5. Andlisis de crecimiento en dias largos post- antesis

La biomasa total (i.e., conjunto de biomasa vegetativa y reproductiva) a madurez
de cosecha (R8) fue significativamente mayor en las plantas expuestas bajo LD en post-
antesis en comparacion de aquellas expuestas bajo SD (Fig. suplementaria 2.5). Esto
podria ser producto simplemente de la persistencia de la asimilacion de carbono
asociada a la mayor duracién del periodo de post- antesis y/o a un aumento en la tasa
de acumulacion de carbono durante la etapa de post- antesis. De hecho, en ambos
experimentos tanto una mayor cantidad de dias asimilacion carbono, como un aumento
de la tasa promedio de crecimiento del cultivo (CGR) y de crecimiento relativo (RGR)
durante todo el periodo reproductivo fue registrado en las plantas expuestas bajo LD en
relacion a las expuestas bajo SD (Tabla 2.6). Los incrementos en las tasas de
acumulacién de carbono sucedieron en diferentes periodos de la post- antesis entre las
campanas. En la campafia 2016-17 en ambos cvs. la CGR y RGR fue significativamente
menor (20- 70 %) bajo LD en relacién de SD en el primer periodo considerado (i.e., 13
- 41 dtpa y 6-34 dtpa en NS4619 y NS5019 respectivamente) (Tabla 2.7). En cambio,
en el segundo periodo considerado (i.e., hasta madurez de cosecha), la CGR y RGR
decrecieron en los tratamientos de SD y aumentaron en los tratamientos de LD en
comparacion con el primer periodo. Este aumento de las tasas bajo LD en el segundo
periodo tuvo un incremento significativo del orden de 400 - 1600 % en relacién de SD
(Tablas 2.7). En la campafia 2018-19, durante los dos primeros periodos (i.e., 0 - 25y
25 - 41 dtpa), las plantas expuestas bajo LD tuvieron un incremento significativo de CGR
y RGR en relaciéon de SD (aumento RGR periodo 0 - 25 ns); esos aumentos en LD
fueron del 30-40 y 90-100% en relacion de SD en el primer y segundo periodos
respectivamente (Tabla 2.7). En forma opuesta en el uUltimo periodo (i.e., 41 dtpa -
madurez de cosecha) las tasas de crecimiento fueron mayores significativamente (50 -
100%) en el tratamiento SD en relaciéon de LD (Tabla 2.7).

El coeficiente de asimilacién neta (CAN), un estimador de la ganancia de
carbono en relacion a la fotosintesis del canopeo integrada en un periodo de tiempo,
tuvo iguales tendencias entre los tratamientos que las CGR y RGR, i.e., en los periodos
gue aumentaron estas tasas de crecimiento CAN acompafié este incremento. Por lo
tanto, en la campafia 2016-17, el CAN aument6 bajo SD en relacion de LD durante el
primer periodo; mientras que en la campafia 2018-19, el CAN se increment6 en el

tratamiento bajo LD en relacién de SD en los primeros periodos.
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Tabla 2.6. Tasa de crecimiento relativo (RGR) y tasa de crecimiento de cultivo
(CGR) durante todo el periodo reproductivo (R1-R8) en plantas de soja cvs.
NS4619 y NS5019 expuestas a tratamientos fotoperiédicos de dia corto (SD)
y largo (LD) en post- antesis en las campafias 2016-17 y 2018-19.

campafa RGR CGR
Cultivar Tratamiento (g gt dt?) (g m2 dt?)
2016-17 Periodo 13 dtpa - MC
NS4619 SD 0.006 ¢ 35¢
LD 0.011 ab 9.3ab

Periodo 6 dtpa - MC

NS5019 SD 0.008 bc 6.8 bc
LD 0.012a 129 a

T * *

Cv. ns *

T Xx cv. ns ns

2018-19 Periodo 0 dtpa - MC

NS4619 SD 0.015 ab 7.3 bc
LD 0.017 a 9.7a
SD +hp 0.024 a 158b
LD +hp 0.027 a 19.6 a

T *%k% *%k%k

A ns ns

TxA e ns

T+ hp ns *

Los 0, 6,13 dias térmicos post-antesis (dtpa) y madurez de cosecha (MC) corresponden a R1
y R8 (segun Fehr & Caviness 1977) respectivamente en ambos afios y tratamientos. SD+hp y
LD+hp incluye biomasa abscindida en la campafia 2018-19. La fuente de variacién fue el
tratamiento (T) y el cultivar (cv.) en la campafia 2016-17, y el tratamiento (T) y la campafa (A)
en el 2018-2019. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a
P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente
significativa. Diferentes letras denotan diferencias significativas a P < 0.05 segun test de Fisher.

El célculo de los indices de crecimiento en estadios tardios de la post- antesis
en soja es complejo debido a la abscision de las laminas foliares y peciolos, por lo que
el valor real del crecimiento del cultivo podria estar subestimado. Por lo tanto, en la
campafa 2018-19 donde la biomasa abscindida fue recolectada, también se calcularon
los indices de crecimiento agregando los érganos caidos durante la post-antesis. Las
tendencias generales y las diferencias entre tratamientos no cambiaron en relacion al
calculo de los indices sin considerar los érganos abscindidos; sin embargo, los indices
de crecimiento aumentaron en todos los periodos considerados (Tabla 2.6).
Especificamente en el Gltimo periodo (i.e., 41 dtpa - madurez de cosecha), que coincide
con la mayor abscision de peciolos y laminas foliares, se registraron los mayores
aumentos de CGR y RGR en ambos tratamientos (entre 400 - 590 % en comparacion

de mismos indices sin considerar biomasa abscindida) (Tabla 2.7). Por ultimo,
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considerando todo el periodo de post-antesis, la CGR y RGR teniendo en cuenta los
organos abscindidos aumenta entre 60-120 % en relacidon a las mismas tasas calculadas

sin tener en cuenta la biomasa abscindida (Tabla 2.6).
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Tabla 2.7. Tasa de crecimiento relativo (RGR), coeficiente de asimilacion neta (CAN) y tasa de crecimiento de cultivo (CGR) durante diferentes
periodos del desarrollo reproductivo en plantas de soja cvs. NS4619 y NS5019 expuestas a tratamiento fotoperiodico de dia corto (SD) y largo (LD)
en post- antesis en campafia 2016-17 y 2018-19.

Camparia RGR CAN CGR RGR CAN CGR RGR CGR
Cultivar Tratamiento (ggldtl) (gm2dtl) (g m2dtl) (ggldtl) (gm2dtl) (g m2dt?) (ggldtl) (gm2dt?)
2016-17 Periodo 13 — 41 dtpa Periodo 41 dtpa - MC
NS4619 SD 0.011b 1.1ab 70b 0.001 b 0.7c
LD 0.009 b 0.8b 5.2¢ 0.012 a 11.4b
Periodo 6 — 34 dtpa Periodo 34 dtpa—-MC
NS5019 SD 0.019 a l6a 136a 0.003 b 28¢c
LD 0.012b 10b 8.0b 0.014 a 158a
T * * * *% *%
CV. ns ns * ns *
T X cv. ns ns ns ns ns
2018-19 Periodo 0 -25 dtpa Periodo 25 — 41 dtpa Periodo 41 dtpa - MC
NS4619 SD 0.016 b 1.3ab 6.8b 0.014 b 1.7b 8.2b 0.01a 6.9 ab
LD 0.023 a 18a 9.2a 0.027 a 3.0a 178 a 0.005 b 4.7 ab
SD +hp 0.024 b 2.1b 11b 0.017 b 22b 10.1b 0.055 a 48.2 a
LD +hp 0.031a 2.7 a 13.7a 0.029 a 34a 20.0a 0.025b 28.4b
T nS nS * * * * * *%
A * * * ns ns
T X A * * * *% *%
T+ hp * * * * * * * *

0, 6 y 13 dias térmicos post-antesis (dtpa) corresponden a R1 (seguin Fehr & Caviness 1977); 34 y 41 dtpa en campafia 2016-17, y 25 dtpa en 2018-19 corresponden a R5 en SD
y R3-R4 en LD. 41 dtpa en 2018-19 corresponde a R6 en SD y R5 en LD; MC corresponde a R8 en ambos afios y tratamientos. SD+hp y LD+hp incluye biomasa abscindida en la
campafa 2018-19. La fuente de variacion fue el tratamiento (T) y el cultivar (cv.) en la campafia 2016-17, y el tratamiento (T) y la campafia (A) en el 2018-2019. Los asteriscos *,
** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa. Diferentes letras
denotan diferencias significativas a P < 0.05 segun test de Fisher.
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2.3.6. Acumulacién y fijaciéon bioldégica de Nz en dias largos post-antesis

En ambos experimentos el contenido de nitrdgeno (N) acumulado en la biomasa
vegetativa y total (en este caso conjunto de biomasa vegetativa y de granos) a madurez
de cosecha (R8) fue significativamente mayor en plantas expuestas bajo LD en post-
antesis que aquellas expuestas bajo SD (Tabla 2.8; Fig. 2.6). En el experimento de la
campafa 2016 -17 ademas se registréo un aumento del contenido de N en los granos en
los LD en comparacion de los SD, mientras que en la campafia 2018-19 no se
observaron efectos de los tratamientos fotoperiodicos (Tabla 2.8; Fig. 2.6). A excepcion
de una menor concentracion de N en los granos en la campafia 2018 - 19, la
concentracion de este elemento en la biomasa vegetativa y en los granos no estuvo
afectada por los tratamientos fotoperiddicos (Tabla 2.8). En la campafia 2018 - 19 se
determin6 el N contenido en laminas foliares y peciolos abscindidos. El contenido de
este elemento en las laminas foliares abscindidas también fue significativamente mayor
bajo LD en comparacion de SD (Tabla 2.9), lo que implica que las diferencias en el
contenido de N de la biomasa vegetativa entre los tratamientos fotoperiddicos fueron
mayores que las estimadas a partir del analisis de la biomasa sin tener en cuenta los
organos abscindidos a madurez de cosecha. El indice de cosecha de nitrégeno (NHI)
tanto considerando como no considerando la biomasa abscindida no tuvo diferencia
entre los tratamientos (Tabla 2.8).

En la campafia 2018-19 se determiné la fuente de nitrégeno, i.e., nitrégeno
mineral (v.g., NOs, NH,) tomado del suelo contra el nitrégeno atmosférico (N2) fijado por
rizobios simbibticos. En ambos tratamientos en el estadio R1 (i.e., inicio de los
tratamientos fotoperiddicos), la mayoria del N provenia de la absorcion de nitrégeno
mineral (Tabla suplementaria 2.3). Posteriormente (i.e., 41 dtpa y madurez de cosecha)
el nitrégeno proveniente de la fijacion biol6gica aumentd significativamente y alrededor
del 50 % del N provino de esta fuente, con una proporcion ligeramente menor (no
significativa) en las plantas expuestas bajo LD en post-antesis (Tabla suplementaria
2.3). Por lo tanto, el aumento de N en la biomasa en la madurez de cosecha (R8) bajo
LD fue sostenido en partes iguales tanto por la absorcién de nitrégeno del suelo como

por la fijacién biolégica de Na.
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Tabla 2.8. Contenido y concentracion (%) de nitrégeno en biomasa vegetativa, en granos, e
indice de cosecha de nitrdgeno (NHI) a madurez de cosecha (R8) en plantas de soja cvs.
NS4619 y NS5019 expuestas a tratamientos fotoperiddicos de dia corto (SD) y largo (LD) en
post- antesis en las campafas 2016-17 y 2018-19.

Biomasa vegetativa Grano NHI
Contenido Contenido
Camparia N de N N de N
Cultivar  Tratamiento (%) (g m?) (%) (g m?)
2016-17
NS4619 SD 1.10a 297c 6.34 a 23.32¢c 0.88 a
LD 0.87 a 497 b 534 a 27.92b 0.85a
NS5019 SD 1.05a 4.05b 6.13 a 29.33 a 0.88 a
LD 0.93a 7.25a 5.86 a 40.06 b 0.85a
T ns * ns * ns
Cv. ns ns ns *x ns
T X cv. ns ns ns ns ns
2018-19
NS4619 SD 1.19a 2.58¢c 6.23 a 21.40 a 0.89 a
LD 1.34 a 436 b 5.82 ab 22.61 a 0.86 a
SD +hp 0.71a
LD +hp 0.62 a
T ns * * ns ns
A ns ns ns ns ns
TxA ns ns ns ns ns
T +hp ns

La biomasa vegetativa incluye tallos, ramificaciones y sus respectivos peciolos. SD+hp y LD+hp incluye biomasa
abscindida en la campafia 2018 - 19. La fuente de variacion fue el tratamiento (T) y el cultivar (cv.) en la campafia
2016 - 17, y el tratamiento (T) y la campafa (A) en el 2018-2019. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias
estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente
significativa. Diferentes letras denotan diferencias significativas a P < 0.05 segin test de Fisher.
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Figura 2.6. Contenido de Nitrdgeno en tallo (Ta), ramificaciones (Ra), laminas foliares (Ho), granos (Gn) y biomasa total (BiTo) en plantas de soja cvs. NS4619
y NS5019 expuestas a tratamientos fotoperiddicos de dia corto (SD) y largo (LD) durante la post-antesis en las campafias 2016-17 y 2018-19. (A) y (B) NS4619
y NS5019 en la campafa 2016-17 respectivamente, y (C) NS4619 en la campafa 2018-19. Ta + Ra incluye biomasa de tallo principal, ramificaciones y sus
correspondientes peciolos; Ho corresponde a biomasa de laminas, Gn a biomasa de granos; BiTo corresponde incluye Ta+ Ra, Ho y Gn. En la parte superior
de cada grafico R1, R3-R4, R5, R6 y R8 (segun Fehr & Caviness 1977) se corresponde con el estadio fenoldgico de las plantas de cada tratamiento al momento
del muestreo. Los muestreos iniciales (0,6,13 dias térmicos post-antesis, dtpa) e intermedios (25, 34,41 dtpa) se realizaron a los mismos dias térmicos entre
tratamientos; en cambio el muestreo final se realizo alcanzado R8 por lo que difieren en los dias térmicos en que se realizd. Los asteriscos *, ** y *** denotan
diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (l) representa el error estandar de la media.
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Tabla 2.9. Contenido y concentracion (%) de nitrdgeno en laminas foliares abscindidas,
peciolos abscindidos, biomasa total abscindida durante todo el desarrollo reproductivo
(R1-R8) en plantas de soja cv. NS4619 expuestas a tratamientos fotoperiddicos de dia
corto (SD) y largo (LD) en post-antesis en campafia 2018-19.

Biomasa total

Peciolos Laminas o
abscindida
Cambpafia N Contenido N Contenid N  Contenido
P Tratamiento (%) de N (%) o deN %)  deN
Cultivar =2 2 -2
(gm?) (gm?) (gm?)
2018-19
NS4619 SD 1.12 2.28 2.23 6.75 1.68 9.03
LD 1.29 2.41 2.71 11.34 2.00 13.74
ns ns ns * ns *

Biomasa total abscindida incluye peciolos y laminas foliares abscindidos. Los asteriscos *, ** y *** denotan
diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de
diferencia estadisticamente significativa.

2.4. DISCUSION

2.4.1. Demora del desarrollo reproductivo de las vainas y granos, y de la
senescencia foliar en dia largo post-antesis

La exposicion de soja bajo LD en post- antesis gener6 una demora del desarrollo
reproductivo de las vainas y granos lo que eventualmente prolongé la duracién del
periodo de post-antesis, lo cual es consistente con reportes previos (Thomas & Raper
1976; Guiamet & Nakayama 1984a, b; Morandi et al. 1988; Asamadu et al. 1998;
Summerfield et al. 1998; Han et al. 2006; Kantolic & Slafer, 2001; 2005; 2007; Nico et
al. 2015, 2016). Consecuentemente con la demora del desarrollo reproductivo (de
vainas y granos) y la prolongacion de la post-antesis existio un retraso de la senescencia
foliar en plantas expuestas bajo LD. Uno de los sintomas indicadores de la demora de
la senescencia foliar fue el retardo en la degradacién de las clorofilas foliares en las
plantas de soja expuestas bajo LD en post-antesis. En las plantas de soja bajo SD post-
antesis, se comenz0 a evidenciar el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas
a los 47-56 dtpa cuando las mismas se encontraban en R6 (i.e., llenado medio del
grano). En ese mismo momento, las plantas bajo LD (que se encontraban en R4 y R5),
no mostraban cambios notorios en la degradacion de las clorofilas; recién a los 64-79
dtpa y alcanzado el estadio fenolégico R5-6 o R6, bajo LD post-antesis se comenz6 a
evidenciar el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas. Ademas del inicio mas

tardio en la degradacién de las clorofilas bajo LD, en este tratamiento la degradacién
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méxima de clorofilas (i.e., SPAD valor “cero”) fue posterior que en las plantas expuestas
bajo SD (Fig. 2.2, 2.3). En definitiva, estas observaciones sugieren que la exposicién de
soja bajo LD en post-antesis demora la senescencia de las hojas asociado al retraso del
desarrollo reproductivo de las vainas y granos. Sin embargo, Han et al. (2006), han
registrado una demora en el “amarillamiento” del canopeo en plantas expuestas bajo LD
en post-antesis donde las vainas fueron removidas, por lo cual no se puede descartar
un efecto adicional sobre la senescencia foliar de los LD independiente del desarrollo
reproductivo (ver Capitulo V donde se explora esta hipétesis).

Junto a la degradacién mas lenta de las clorofilas foliares, se registré que en las
plantas expuestas bajo LD persistié durante mas tiempo la asimilacion de diéxido de
carbono (An) (i.e., otro sintoma caracteristico de la demora de la senescencia foliar;
Wittenbach 1983; Crafts-Brandner & Egli 1987a, b; Guiamet et al. 1990) que en las
plantas expuestas bajo SD en post-antesis (Fig. 2.2, 2.3). Esa prolongacion en la An
durante la post-antesis en LD, respondié en la campafia 2016 - 17 a una tasa mas lenta
de la disminucién de la An y en la campafia 2018 - 19 a un inicio més tardio del avance
de la disminucién de la An. En consecuencia, del inicio tardio o la tasa mas lenta de
disminucion de An, la asimilacion nula se registré primero en las plantas expuestas bajo
SD en relacién a las expuestas bajo LD en post-antesis. El sostenimiento de la An junto
con la menor degradacion de las clorofilas foliares bajo LD post-antesis, sugieren que la
demora de la senescencia de las hojas es del tipo funcional (i.e., “no cosmético”)
(Thomas & Smart 1993; Thomas & Howarth 2000; Hortensteiner 2009). Por Gltimo, si el
efecto del LD post-antesis fuera mediado completamente por el desarrollo reproductivo
de las vainas y granos, la disminucién de la An seria asincrénica en relacién a los dias
térmicos post-antesis, pero sincronica comparando el mismo estadio fenoldgico. En las
plantas expuestas bajo SD, el inicio del avance de la disminucién de la An comenzé
durante R5, en cambio el inicio del mismo se registr6 previo a R5 bajo LD (inicio y final
de R4 en campafia 2016 - 17 y 2018 - 19 respectivamente). Esta asincronia en el estadio
fenoldgico entre ambos tratamientos (i.e., R5 en SD y R4 en LD) para el inicio del avance
de la disminucién de la An podria sugerir un efecto del fotoperiodo sobre la senescencia
foliar no mediado por el desarrollo reproductivo de las vainas y granos (i.e., efecto
directo), en forma similar a la demora del “amarillamiento” del canopeo reportado por
Han et al. (2006). Esta posible participacion directa del fotoperiodo sobre la senescencia

se profundiza en el capitulo V de esta tesis.
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2.4.2. Aumento en la produccién de biomasa e incremento en las tasas de

acumulacion de carbono en dia largo post- antesis

La exposicion bajo LD posteriores a antesis aumento la produccion de biomasa
a madurez de cosecha (R8) en relacion a la exposicion bajo SD. La mayor produccion
de biomasa bajo LD se podria explicar exclusivamente por una tasa de acumulacién de
carbono similar entre tratamientos, pero con un periodo mas extenso de acumulacion
de biomasa producto de la demora del desarrollo reproductivo de las vainas y granos
(i.e., un efecto indirecto del fotoperiodo sobre la produccion de biomasa). Alternativa o
complementariamente, la mayor produccion de biomasa también podria ser explicada
independiente (al menos parcialmente) de la demora del desarrollo reproductivo (y una
mayor extension del periodo de acumulacién) por un aumento en la tasa de acumulacién
diaria de carbono (i.e., efecto directo del fotoperiodo sobre la produccion de biomasa).
En ambas campaifias, la CRG y la RGR, que pueden utilizarse como estimadores de la
acumulacién del carbono diario, integrado en un periodo de tiempo a partir del cambio
del peso (ca. 45 % de los tejidos vegetales es C, Bloom & Smith 2015), fue mayor
durante toda la post-antesis (R1-R8) en plantas expuestas bajo LD en relacion de SD.
Por lo tanto, el aumento en la produccion de biomasa bajo LD post-antesis podria
asociarse a la demora del desarrollo reproductivo de las vainas y granos y la
prolongacién en la duraciéon de la acumulacién de carbono (efecto indirecto del
fotoperiodo), y también al incremento diario de la produccion de biomasa (efecto directo
del fotoperiodo).

El incremento bajo LD post-antesis de las RGR y CGR, podria interpretarse al
menos en parte, por un aumento del area de asimilacion (IAF) y/o de un aumento de la
asimilacién integrada en el tiempo por parte del area foliar (reflejado por el CAN) (Koller
et al. 1970; Radford 1978; Wilson 1981; Beadle 1985). En el primer afio de campafia no
existié diferencia en el IAF entre tratamientos y en el segundo afio aument6 bajo LD con
respecto de SD. A pesar de este aumento en LD en el segundo afio, no existido un
incremento de la intercepcién de la radiacion entre tratamientos; la intercepciéon bajo SD
fue del 96 % (intercepcidn critica: 95 % en soja, Well 1991; Board et al. 1997) hasta el
inicio del llenado de grano (R5), y no aumentd mas alla de ese valor en respuesta al
aumento del IAF en LD. En cambio, en general el CAN tuvo la misma tendencia que las
tasas de crecimiento (RGR y CGR). En la campafia 2016-17 durante los primeros
estadios reproductivos la ganancia de carbono fue menor bajo LD con respecto de SD,
y esto coincide con una disminucion del CAN en este periodo. En la campafia 2018-
2019, durante los primeros estadios reproductivos la ganancia de carbono fue mayor

bajo LD con respecto de SD, y nuevamente esto coincide con un incremento en CAN.
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Todo lo considerado anteriormente sugiere que el mecanismo subyacente por el que los
LD post-antesis incrementan el CRG y RGR, estaria mas vinculado a un aumento de la
asimilacion integrada en el tiempo (CAN), que a una modificacion en el area de
asimilacion (IAF).

En la soja después de la antesis los procesos de asimilaciébn de carbono
disminuyen, el crecimiento vegetativo se detiene y la mayoria de los recursos se
canalizan hacia el crecimiento de las vainas y granos (Leopold et al. 1959; Lindoo &
Nodden 1976; Sinclair & de Wit 1976; Crafts-Brandner & Egli 1987a, b; Caffaro &
Nakayama 1988; Noodén et al. 2004). Los cambios anteriores pueden interpretarse
durante la post- antesis como una competencia por fotoasimilados (carbono), entre el
crecimiento vegetativo y el reproductivo (Leopold et al. 1959; Lindoo & Nodden 1976;
Crafts-Brandner et al. 1984c; Miceli et al. 1995), por lo que el desarrollo mas lento de
las vainas y granos bajo LD simplemente postergaria esta competencia por el carbono.
Efectivamente, observando toda la post- antesis (R1-R8) bajo LD se gener6 mas
biomasa vegetativa que bajo SD; sin embargo, en los primeros estadios de la etapa la
post- antesis, donde en LD se evidencia méas la demora del desarrollo reproductivo de
las vainas y granos, no siempre existié un incremento de la biomasa vegetativa. En la
campafa 2016 - 17, donde hubo una acentuada disminucion en la biomasa reproductiva
bajo LD, esto no fue acompafiado con un incremento de biomasa vegetativa en relacion
de SD. En la campafia 2018 - 19 el aumento de la biomasa vegetativa bajo LD durante
los primeros estadios reproductivos de vainas y granos fue acomparfiado inicialmente
con la disminucién de la biomasa reproductiva, pero posteriormente se siguiod
incrementando la biomasa vegetativa (previo a madurez de cosecha) sin afectar el
incremento de la biomasa reproductiva al compararlo con SD (Fig. 2.4, 2.5). En este
sentido, reportes previos muestran que la ausencia de vainas (por desfrutado), y la
exposicion bajo LD, aumentaron la biomasa vegetativa (Caffaro & Nakayama 1988). Por
otro lado, si el retraso en el crecimiento de vainas y granos fuera simplemente el
resultado de la competencia entre el crecimiento vegetativo y el reproductivo, entonces
la ganancia de carbono diaria (estimada por CRG y RGR como se explico previamente)
en las primeras etapas reproductivas deberian permanecer relativamente constantes;
es decir, la ganancia de carbono seria similar, aunque distribuida (i.e., particionada) de
manera diferente entre los crecimientos vegetativos y reproductivos. Sin embargo, la
ganancia de carbono diario estuvo afectada en plantas bajo LD en los primeros estadios
reproductivos (CGR y RGR disminuy6 y se increment6 en campafia 2016-17 y 2018-19
respectivamente en relacion de SD) (Tabla 2.7). En definitiva, a partir de estos
resultados, los efectos de los LD post-antesis sobre la generacién y particién de carbono

no serian explicados por una mera demora en la competencia entre la biomasa
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vegetativa y reproductiva (producto del retraso en el desarrollo reproductivo de las
vainas y granos), sino que también podria estar involucrado un efecto del LD que no
tiene vinculacién con la demora del desarrollo reproductivo de las vainas y granos (ver

Capitulo V donde se profundizara esta hipétesis).

2.4.3. Aumento en la asimilacion de N en dia largo post- floracién

En soja en ambas campafas la exposicion bajo LD durante la post- antesis
aumento el contenido de (N) en relacion a las plantas expuestas bajo SD. Solo en
condiciones semicontroladas y en periodos especificos de la post- antesis se ha
determinado el contenido de N bajo LD. En estos estudios durante el periodo R1- R6
(Guiamet et al. 1986) y en R5- R7 (Cure et al. 1982), aumento el contenido de N en las
plantas expuestas bajo LD producto de una prolongacion en la asimilacién de N. Por lo
tanto, el registro del aumento del contenido de N en condiciones de campo y con la
extension del fotoperiodo durante toda la post- antesis, resultan una novedad. Por otro
lado, en LD post- antesis, se habia reportado una disminucién en la concentracién de N
tanto en la biomasa vegetativa y reproductiva hasta R6 (Guiamet et al. 1986).
Contrariamente, en otro estudio se observé un aumento en la concentracion de N en
biomasa vegetativa (durante el llenado de granos) y se encontré la misma concentracion
o una disminucién en los granos dependiendo del cultivar (Cure et al. 1982). En general
en ambas campafias, la concentracién de N en la biomasa vegetativa y de granos no
fue afectada por el fotoperiodo, lo que sugiere la mayor acumulacién de N en LD post-
antesis aument6 en la misma medida que se incremento6 la acumulaciéon de biomasa
(i.e., no hubo efecto de “dilucién”).

En soja se determin6 que el 36-68 % del contenido de N en la planta a madurez
a nivel mundial (Salvagiotti et al. 2008) y el 45- 58 % en Argentina (Di Ciocco et al. 2008)
proviene de la fijacién biolégica de N (FBN). En la campafia 2018-19 donde se determin6
la FBN, el 49-53% del N acumulado durante la post- antesis procedié de la fijacion
biol6gica de nitrégeno (FBN), y este valor porcentual no fue afectado por el fotoperiodo.
En plantas de soja creciendo en un sistema hidroponico sin N mineral, los LD hasta el
llenado medio de grano (R6) aumentaron la FBN y consecuentemente el contenido de
N en las plantas (Guiamet et al. 1986). Por lo tanto, los aumentos bajo LD del contenido
de N en las plantas, podrian estar sostenidos tanto por la absorcién de N y/o por la FBN

dependiendo de la fuente de N disponible.
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2.5. CONCLUSIONES

En relacion a los objetivos planteados en este capitulo y los resultados
encontrados, en soja los LD post-antesis demoraron el desarrollo reproductivo de las
vainas y granos, y consecuentemente incrementaron la duracion de esta etapa.
Conjuntamente con la prolongacién de la etapa de post- antesis, la degradacion mas
lenta de las clorofilas foliares y la persistencia en la asimilacion de diéxido de carbono
(An), indicaron una demora del tipo funcional de la senescencia de las hojas en los LD
post-antesis. En LD post- antesis también aumentd la biomasa, y esto fue producto tanto
de una prolongacién en el tiempo de asimilacibn de carbono (efecto indirecto del
fotoperiodo), como de un incremento de la tasa de asimilacion diaria de carbono (efecto
directo del fotoperiodo). Junto al incremento de la biomasa, bajo LD post-antesis
aumento el contenido de N sin cambios en su concentracion, sostenido tanto por la

fijacion bioldgica de N como por la absorcién mineral de N.
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MODULACION DE LA DEGRADACION DE CLOROFILAS, MANTENIMIENTO DE LA
ASIMILACION NETA DE DIOXIDO DE CARBONO Y AUMENTO DE BIOMASA EN
QUINOA Y AMARANTO (AMARANTHACEAE) BAJO FOTOPERIODOS LARGOS EN
POST-ANTESIS

3.1. INTRODUCCION

Las Amaranthaceae Juss. “quinoa” (Chenopodium quinoa Willd.) y “amaranto”
(Amaranthus cruentus L.) son dos pseudocereales que en los Ultimos afios estan
adquiriendo mayor relevancia como cultivos. Por un lado, se ha producido una expansion del
cultivo de quinoa, pasando de ser producida en 8-11 paises en 1980 a 76 paises en 2018
(Bazile et al. 2016; Alandia et al. 2020), lo que incrementd su produccion a nivel mundial en
el periodo 2011-2021 en 62.800 toneladas anuales (FAOSTAT 2020). Este aumento en el
aérea cultivada es posibilitado por la capacidad de adaptacion de la quinoa a diferentes
condiciones ambientales (Jacobsen et al. 1994; Bertero et al. 2004; Ruiz et al. 2016). Por
otro lado, el cultivo de amaranto se esta realizando actualmente en zonas marginales
(donde otras especies no tienen buenos rendimientos), debido a su tolerancia a suelos
salinos y con baja disponibilidad hidrica (Valenzuela-Soto & Mufos-Clares 1994; Wang et al.
1999; Lavini et al. 2016; Aderibigbe et al. 2020; Pulvento et al. 2021). El incremento en la
produccién de estos pseudocereales también estd siendo impulsado por sus propiedades
nutracéuticas/nutricionales, en particular por tener granos! de alto contenido de proteinas,
especialmente ricos en aminoacidos esenciales para la dieta humana, y también porque
posibilitan la produccién de harinas libres de gluten (Galwey 1992; Gorinstein et al. 2002;
Schoenlechner et al. 2010; Mir et al. 2018; Joshi et al. 2018).

Ante la expansion de estos cultivos, las plantas de quinoa y amaranto se exponen a
nuevas latitudes con diferentes condiciones de irradiancias, temperatura y fotoperiodo (Risi
& Galwey 19914, b; Bertero et al. 1999a, 2004; Mattson & Erwin 2005; Gonzales et al. 2009;
Steffensen et al. 2011; Kandel et al. 2021). En particular el fotoperiodo es uno de los
principales factores ambientales que modula uno de los procesos del desarrollo mas
notorios, como es la induccién floral (Koller et al. 1977a; Angus et al. 1982; Bertero et al.
1999a, b; Christiansen et al. 2010). Ambas especies estan descriptas como especies de “dia
corto” en relacion a la floracion, lo cual significa que superado un determinado fotoperiodo
critico la duracion del tiempo a floracion aumenta (respuesta cuantitativa) o bien la floracion
no sucede (respuesta cualitativa) (Fuller 1949; Koller et al. 1977a; Thomas& Vince-Prue
1997b; Bertero et al. 1999a, b).

1 En estas tesis en quinoa y amaranto se denomina “grano” a la fusién entre la semilla y el pericarpio del fruto.
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Dado que quinoa y amaranto son especies de “dia corto” para la floracion, la
exposicion bajo dias largos (LD) (i.e., fotoperiodo que no inducen la floraciébn o bien la
demoran) impuesto desde la germinacibn o primeros estadios vegetativos,
consecuentemente demora los dias a floracion (Fuller 1949; Koller et al. 1977a, b;
Henderson et al. 1998; Bertero et al. 1999a; Gélinas & Seguin 2008; Christiansen et al.
2010).También se ha reportado que los LD previos a floraciéon producen otros efectos a nivel
de la biomasa vegetativa tales como un aumento en el nimero de nudos y hojas (Koller et
al.1977a, b; Bertero et al. 1999a, 2000 ; Christiansen et al. 2010; Ribeiro et al. 2017), e
incremento en largo de ramificaciones y de la altura de las plantas (Koller et al. 1977b;
Angus et al. 1982; Whitehear et al. 2002; Wang et al. 2006; Christiansen et al. 2010; Ribeiro
et al. 2017); a nivel de la biomasa reproductiva los LD previos a floracién enlentecen el
desarrollo y llenado de granos (i.e., conjunto de semillas y pericarpio fusionado)
(Christiansen et al. 2010; Bendevis et al. 2014a), y en esta condicion fotoperiddica también
se incrementa la tasa de crecimiento relativo y la biomasa aérea (Fuller 1949; Angus et al.
1982; Mattson & Erwin 2005). Ademas de los efectos previos a floracion, en una minoria de
trabajos y en forma fragmentaria, también se han reportado efectos de los LD aplicados
durante la floracion y en la antesis de las flores (Koller et al.1977b; Bertero et al. 1999a;
Bendevis et al. 2014a; Isobe et al. 2016, 2018).

La exposicibn de quinoa bajo LD durante la floracion (previo a antesis) en
condiciones semicontroladas, prolongé el periodo de floracion y los primeros estadios del
crecimiento de los granos (Bertero et al. 1999a; Bendevis et al. 2014a). Sin embargo, en
condiciones de campo (a partir de fechas contrastantes de siembra) donde el fotoperiodo y
la temperatura varian conjuntamente, en general se registré que los LD y calidos
disminuyeron la duracién de la post- floracién en relacién a los SD y frios (Isobe et al. 2016).
Por otro lado, los LD durante la floraciéon incrementaron la generacion de biomasa aérea
tanto en cv. sensibles como insensibles (i.e., neutros) al fotoperiodo para la induccion floral
(Bendevis et al. 2014b). En los LD impuestos en floracion se produjo una mayor biomasa
vegetativa (Bendevis et al. 2014a) y también impuestos durante la antesis aumentaron la
altura de las plantas (Christiansen et al. 2010). Los LD afectaron el desarrollo reproductivo,
disminuyendo el nimero (Bendevis et al. 2014b; Isobe et al. 2018), tamafio (Bertero et al.
1999 a; Isobe et al. 2018) y el peso de los granos por planta (Bendevis et al. 2014a, b; Isobe
et al. 2018). Solo en un cv. insensible al fotoperiodo para la induccion floral, los LD en
floracibn aumentaron la biomasa reproductiva (i.e., conjunto de granos y perigonios)
(Bendevis et al. 2014a) y el peso de los granos por planta (Bendevis et al. 2014b). En
amaranto los LD posterior a floracion aumentaron el nimero y largo de las ramificaciones
(Koller et al. 1977b). En esta especie, no se ha reportado el efecto aislado del fotoperiodo en

el desarrollo de la biomasa reproductiva; pero en condiciones de campo se registré que los
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LD y célidos durante la post-floracion aumentaron tanto el nimero como el peso de los
granos en comparacion de los SD y frios (De Troiani et al. 2004; Zubillaga et al. 2019). A
partir de lo anterior se puede hipotetizar que en estos pseudocereales existe un efecto del
fotoperiodo posterior a la antesis, y seria relevante analizar experimentalmente si los LD en
post- antesis modifican la duracion de esta etapa y la produccion de la biomasa.

En diferentes especies de SD para la floracién, tales como “soja” (Glycine max (L.)
Merr), “arroz” (Oriza sativa L.), “sorgo” (Sorghum bicolor (L.) Moench) se asocia la demora
de la senescencia foliar a la ausencia de estructuras reproductivas (v.g., por remocion de
frutos y semillas, uso de lineas estériles) (Leopold et al. 1959; Lindoo & Nooden 1977;
Biswas et al. 1980; Crafts-Brandner & Egli 1987b; Khana-Chopra & Sinha 1988; Kim et al.
2011b), y/o el retardo en el desarrollo de los frutos y granos (v.g., restriccion mecénica de
su desarrollo) (Crafts-Brandner & Egli 1987a; Egli et al. 1987; Miceli et al. 1995). En
particular en soja, en el capitulo Il de esta tesis se reporté que bajo LD post- antesis se
demoran el desarrollo reproductivo de las vainas (i.e., frutos) y granos, y esto podria explicar
en parte (ver Cap. Il y V) la demora en la degradacion de las clorofilas foliares y la
persistencia en la asimilacién de dioxido de carbono (i.e., demora de la senescencia de tipo
“funcional”’; Thomas & Howarth 2000). En quinoa como se describié previamente existen
reportes de la demora del desarrollo reproductivo en LD post-floracién, sin embargo, estos
no fueron asociados con la senescencia de las hojas. En relacién a las senescencias foliar,
solo existe (en mi conocimiento) un reporte de la demora de la senescencia de las hojas en
LD post-antesis, evidenciado por la mayor duracién del canopeo de las plantas (i.e.,
abscision foliar retrasada) en comparacion de las plantas expuestas bajo SD (Cristiansen et
al. 2010). Por lo tanto, en quinoa y amaranto puede ser relevante entender el efecto de los
LD en post-antesis sobre el desarrollo reproductivo de los granos y su posible vinculacién
con la senescencia foliar.

En base a lo expuesto anteriormente, los objetivos de este capitulo fueron determinar
si la exposicion bajo LD luego de antesis en quinoa y amaranto modifican: 1- el desarrollo
reproductivo de los granos; 2 - la degradacion de las clorofilas foliares y la asimilacion neta
de diéxido de carbono; y 3 - la tasa de produccién y la cantidad de biomasa vegetativa y

reproductiva producida en este periodo.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Condiciones de cultivo y material vegetal

Se llevaron a cabo 3 experimentos en condiciones semicontroladas de invernaculo
durante los afios 2017, 2018 y 2019 en el Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE - Facultad

de Ciencias Naturales y Museo, Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, Universidad
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Nacional de La Plata — CONICET; Argentina, 34° 55" S, 57° 58°0). Las especies utilizadas
en el afio 2017 fueron quinoa (Chenopodium quinoa Willd) cultivar (cv.) Baer | (Semillas
Baer) y cv. Kankolla (F. Flores), y amaranto (Amaranthus cruentus L.) cv. Don Guiem
(Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria). En el afio 2018 se utilizaron Quinoa (Q.) cv.
Baer |, Q. cv. Kankolla y amaranto (A.) cv. Don Guiem, y en el afio 2019 solo se analizé Q.
cv. Kankolla. Se seleccionaron estos cvs. de quinoa por estar adaptados a diferentes
condiciones ambientales; los cv. Baer | y cv. Kankolla corresponden a ecotipos de nivel del
mar (adaptados a 36-39 © Lat. Sur, 0-500 m.s.m.) y altiplano (adaptados a 15-17 ° Lat. Sur,
ca. 4000 m.s.m.) respectivamente, sensu Tapia et al. (1979). El cv. de amaranto se
selecciono por ser de uso habitual en esta region.

Para la germinacién los granos se embebieron con agua destilada en vermiculita y
permanecieron en camara termostatizada (24 © C) y oscuridad. Una vez ocurrida la
germinacion visible (i.e., emergencia de la radicula) se las traspasoé a invernculo, donde se
trasplantaron en contenedores de 7 L con un sustrato de tierra negra. El traspaso a
invernaculo se efectu6 durante la segunda mitad de mayo, febrero y primera mitad de
febrero para los afios 2017, 2018 y 2019 respectivamente. Los contenedores fueron
agrupados en bloques y rodeados con contenedores con plantas similares con el objetivo de
reducir los efectos de borde. El sustrato se fertilizé con 10 g pl* de una mezcla granulada de
nitrégeno, fosforo, potasio, azufre, magnesio y trazas de boro, hierro, zinc y manganeso
(Nitrofull Emergence, BERTINAT, Argentina) al momento del pasaje al invernaculo y en la
antesis de cada especie. Durante todo el ensayo el riego fue realizado cada 1-3 dias
dependiendo de la demanda evapotranspiratoria. La temperatura del invernaculo fue
controlada durante los 3 experimentos y en promedio fue de 19.5 + 4.1/ 15.7 £+ 2.5 °C

diurna/ nocturna.

3.2.2. Tratamientos fotoperiédicos

Las plantas desde el pasaje a invernaculo hasta la antesis se expusieron al
fotoperiodo natural para lograr la floracion. Una vez alcanzada la antesis comenzaron los
tratamientos fotoperiédicos post-antesis. Para tal fin las plantas se dividieron en dos grupos
(bloques), los cuales fueron sometidas al fotoperiodo natural, correspondiente a tratamiento
fotoperiodico de “dia corto” (SD, inductivo), y a la otra mitad se las expuso bajo un
tratamiento fotoperiddico de “dia largo” (LD, no inductivo). El tratamiento LD se gener6
agregando al fotoperiodo natural (al momento de la puesta de sol) una fuente de luz artificial
durante 4 h. En forma complementaria a los tratamientos fotoperiddicos descriptos, se

realizaron cuatro ensayos, donde las plantas fueron mantenidas durante pre-antesis y post-
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antesis bajo SD (SDSD) o LD (LDLD) con el objetivo de corroborar que los cultivares
utilizados son sensibles y respondian al cambio del fotoperiodo (Tabla suplementaria 3.1)

La fuente de luz artificial fue un tubo de diodo emisor de luz (LED) ubicado a 1.6 m
sobre el nivel del suelo. Las mediciones de la radiacion fotosintéticamente activa (PAR)
emitida por el tubo LED se realizaron a los 0.23 (borde superior de los contenedores), 0.8 y
1.3 m sobre el nivel del suelo, arrojando una densidad de flujo foténico fotosintético (PPFD)
de 1, 2 y 4 umoles de fotones m2 s respectivamente (sensor PAR lineal BAR-RAD 100 -
Cavadevices, Argentina). Los valores mencionados de PPFD estan por debajo del rango de
punto de compensacién luminico citados para quinoa (i.e., 21 — 54 pmoles fotones m? s;
Geissler et al. 2015; Gonzéalez et al. 2018, 2019) y amaranto (i.e., 36 — 168 umoles fotones
m2 s, Hand et al. 1993; Jhaet al. 2008; Pietrini et al. 2017), por lo que no agregaron
radiacion en términos fotosintéticos. La relaciéon roja/rojo lejana (fluencia 660 nm/fluencia
730 nm) de la fuente de luz artificial fue de 1.4 (USB650, Red Tide, OceanOptics, Estados

Unidos), por lo que fue similar (levemente mayor) a luz solar directa.

3.2.3. Determinaciones ambientales y fenoldgicas

El fotoperiodo a lo largo de los experimentos se calculé como la diferencia entre la
salida y puesta del sol (i.e., sin tener en cuenta los horarios de los creplsculos matutino y
vespertino), segun el Servicio de Hidrografia Naval Argentina (www.hidro.gov.ar). La
radiacién solar global incidente se midié cada 5 minutos y se integré a lo largo del dia,
mediante un piranémetro ubicado a 40 m de altura y a 500 m del invernaculo incorporado a
una estacion meteorolégica (Vantage Pro2, Davis Instruments, Estados unidos)
(Departamento de Sismologia e Informacién Meteoroldgica, Facultad de Ciencias
Astrondmicas y Geofisicas, Universidad Nacional de La Plata). La radiaciéon solar global
incidente se transform6 a PAR incidente con el factor 0.48 (Gosse et al. 1986, Andrade
1995, Ojeda et al. 2018). El PAR acumulado (PARac) durante toda la etapa de post-antesis
fue calculado como la suma del PAR incidente diario. En el célculo del PAR acumulado
diario no se tuvo en cuenta el PAR agregado por las lamparas por ser menor al punto de
compensacion luminico, tal como se describié anteriormente (Seccién 3.2.2). A pesar que el
PAR incidente es una medicion que no estima la intercepcién per se, puede ser tomada
como una medida orientativa de la radiacion a la que estuvieron sometidas las plantas
durante post- antesis (como en Hipps et al. 1983; Andrade 1995).

La determinacion fenoldgica se realiz6 para quinoa segun Sosa-Zuniga et al. (2016)
y en el caso de amaranto segun Martines-Nufiez et al. (2019) (Tabla 3.1). En el experimento
2017 la fenologia se determiné al inicio de los tratamientos fotoperiddicos (antesis) y a los
45, 81 y 63 dias post- antesis (dpa) en Q. Baer, Q. Kankolla y A. Don Guiem

respectivamente cuando se finaliz6 el ensayo en ambos tratamientos. En los experimentos
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2018 y 2019 la fenologia se determind periédicamente (5-7 dias) desde el inicio del
tratamiento (antesis) hasta la madurez de cosecha. El fin de antesis e inicio de madurez de
cosecha, fueron usados para determinar la duracion de los periodos de antesis, generacion-
llenado de granos, y maduracion de grano. La madurez de cosecha se consideré cuando
tanto los granos de la inflorescencia principal como los de las ramificaciones estaban
maduros (Tabla 3.1). Para ser considerado un cambio del estado fenolégico, mas del 50 %
de la poblacion (bloque) en estudio tenia que tener un cambio en la fenologia. La duracién
de las etapas fenoldgicas se expresé en dias calendarios sin correccion por la temperatura,
ya que la misma fue practicamente constante a lo largo de la post- antesis.

Tabla 3.1. Escala fenoldgica post- antesis para quinoa y amaranto adaptada a
partir de Sosa-Zuniga et al. (2016) y Martinez-Nuiez et al. (2019).

Estado fenolégico (cédigo fenolégico) Descripcién

Inicio de antesis (At) Inflorescencia del tallo portando
flores con anteras expuestas.

Fin de antesis (At) Inflorescencia del tallo portando
flores con anteras senescentes.

Grano acuoso (Ac) — lechoso (Le) Inicio de generacion y de llenado

granos en inflorescencia del
tallo. Granos con exudacion de
liguido acuoso o blanquecino.

Grano pastoso (Pa) Llenado de grano en
inflorescencia del tallo. Granos
de consistencia pastosa
humeda, ceden ante la presion.

Grano duro (Du) Final de llenado de grano en

inflorescencia del tallo. Grano de
consistencia dura y himeda que
no cede ante la presion.
Madurez de cosecha (MC) Grano maduro (consistencia:
duro y seco) en inflorescencias
del tallo y ramificaciones. Talloy
hojas secas y deshidratadas,
mayoria de hojas abscindidas.

3.2.4. Determinaciones de la senescencia foliar

El desarrollo de la senescencia en las hojas durante la post-antesis se determiné a
partir de la medicién de la degradacion de las clorofilas foliares, de la disminucion de la
asimilacion neta de didxido de carbono (An) a saturacion luminica y de la abscision foliar. La
cuantificacion de la degradacion de las clorofilas foliares durante la post- antesis se realizé
mediante mediciones no destructivas y destructivas. Las determinaciones no destructivas se
efectuaron en el experimento 2018 y 2019 mediante la cuantificacion indirecta de las
clorofilas (“indice de verdor”) por medio del SPAD (SPAD 502, Konica-Minolta, Japon).
Como una medida de la degradacion de las clorofilas a nivel del canopeo, se determiné la

mitad superior del tallo principal (a partir del conteo de nudos), y en las hojas ubicadas en
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ese segmento se registrd el indice de verdor en el periodo entre la antesis y la abscisién
foliar. Para esta determinacién a nivel del conopeo solo se consideraron las hojas de la
mitad superior del tallo principal que ya estaban presentes al inicio del experimento (i.e., las
hojas generadas posterior al inicio del tratamiento no se tuvieron en cuenta). Por otro lado,
también se sigui6 la evolucion de la degradacién de las clorofilas en hojas individualizadas
en el tallo principal. Para individualizar las hojas se tomé como referencia la hoja mas apical
plenamente expandida (hoja completamente desarrollada y sin sintomas de senescencia) al
inicio del experimento (designada como “hoja 0”) y a partir de esta se midieron hojas
inmediatamente inferiores y superiores, cuya notacion fue -1,-2, +1, +2 y +3. Todas estas
hojas estuvieron expuestas a luz solar directa durante el experimento. En cada hoja se
realizaron 3 mediciones sucesivas: en el segmento basal, medio y distal, con una
periodicidad de 5-7 dias hasta el momento de la abscision. Por razones de cuantificacion en
el caso de las hojas abscindidas se les adjudicé arbitrariamente un valor “cero” de SPAD
(degradacion méaxima de clorofilas). A pesar que las hojas pueden abscindir con valores
positivos de SPAD, la posible sobreestimacion de degradacion de las clorofilas a partir de la
adopcion de este criterio afecta a ambos tratamientos fotoperiédicos (i.e., no aporta una
fuente de variacién entre tratamientos).

Por otro lado, a partir de mediciones destructivas de las hojas y las absorbancias de
las clorofilas se determiné en forma directa la concentracion de las mismas en forma
espectrofotométrica. Para ellos se extrajeron discos de 0.5 cm de didmetro que se colocaron
en 1 ml de N, N - dimetilformamida por 72 horas en oscuridad. Los discos se extrajeron en el
experimento 2018 de los Q. cv. Baer | y A. cv. Don Guiem y en el experimento 2019 en Q.
cv. Kankolla; Las extracciones de los discos se realizaron en todos los cvs. en la hoja de
posicion +1 al momento de la antesis y en tiempos posteriores durante la post- antesis. Se
calculé la absorbancia en el espectrofotometro (UV-160A, Shimadzu, Japén) con una luz
monocromética de longitud de onda correspondiente a 664 nm y 647 nm (maximas
absorbancias de la clorofila a y b respectivamente). A partir de estos valores de
absorbancia, se calcularon las concentraciones de clorofilas totales en las hojas de la

siguiente manera (Inskeep y Bloom, 1985):

Clorofilas Totales (ug cm): (17.90 * Absorbancia 647 nm) + (8.08 * Absorbancia 664
nm)

La modificacién en la asimilacién neta de dioxido de carbono (An) durante la post-
antesis en el experimento 2018 y 2019 se realiz6 con un analizador de gases por infrarrojos
(IRGA, CIRAS 2 Portable Photosynthesis Sistems, PP systems, Estados Unidos) utilizando
la camara (“pinza”) PLC6. Las mediciones se realizaron en la hoja 0, con una periodicidad

de 6-7 dias, durante las 11- 14:30 h del dia (periodo en el dia de mayor irradiancia y An;
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Thomas & Hill, 1937). La cuantificacion de An se realizé a saturacion luminica (Asa O
capacidad fotosintética), por lo que en dias nublados previos a la medicién las hojas eran
aclimatas durante 20- 30 min, con ldmparas dicroicas con una irradiancia similar a la
utilizada en la camara de medicion. Las condiciones de la camara de medicion del IRGA
fueron: PPFD (“irradiancia”) 1500 pmoles de fotones m2 s, concentracién de CO. de 360
ppm, temperatura 25 © C y humedad 10 mbares. Las mediciones de An en cada planta se
discontinuaron en el momento de la abscision de la hoja medida, cuyo valor fue asignado
entonces como O umoles CO, m2 s (An nula). En el transcurso de las mediciones, se
fueron alternando los cultivares y tratamientos, para evitar sesgos temporales durante la
franja horaria utilizada. La irradiancia de 1500 pmoles de fotones m2 s incidentes en la
camara de medicion fue suficiente para lograr la Asa en todas las especies. El amaranto es
una especie con metabolismo fotosintético Cs, por lo que requiere mayores irradiancias para
alcanzar la Asa (Sage & Pearce 1987a; Ye et al. 2020). Por lo tanto, el cv. Don Guiem de
amaranto se expuso a irradiancias crecientes de 1500, 1750 y 2000 pmoles de fotones m? s
1y se comprobé que no existieron cambios significativos en la An (i.e., se alcanzaba la
saturacion), por lo que las mediciones durante la post-antesis se realizaron a 1500 umoles
de fotones m? s,

Se determiné como el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas (a partir de
SPAD) y el inicio de avance de la disminucién de la An el primer valor de SPAD o An (segln
corresponda) en el cual la tendencia a la disminucion de estas variables se hacia continua.
A partir de estos inicios de avance y la degradacién maxima de clorofilas (i.e., SPAD 0) y An
nula, se calcularon las tasas de avance de degradacién de las clorofilas y tasa de avance de
la disminucién de la An ajustando una recta de regresion en este periodo. También en este
periodo, y como un indicador de la asociacion entre dos sintomas de la senescencia foliar,
se ajustd una recta o curva de regresion entre los valores de SPAD y An.

Como otro sintoma indicador de la senescencia foliar, las hojas abscindidas durante
toda la etapa de post- antesis se recogieron con una periodicidad de 2-3 dias y rapidamente
se las colocaba en estufa de secado a 60 °C por al menos por 15 dias (para lograr peso
constante). Posterior al secado se las pesé (Mettler Toledo, Argentina) y con este dato se
calcul6 el porcentaje acumulado de canopeo abscindido en el trascurso de la post-antesis
relativo al total del peso del canopeo abscindido durante toda la post- antesis. El porcentaje
de canopeo abscindido es la inversa de la retencion de las hojas en planta a lo largo del
tiempo y es otro indicador estimativo de la senescencia foliar. Ademas, la abscision foliar de
todo el canopeo (i.e., 100 % de abscision del canopeo) en un sintoma de la senescencia

monocarpica en plantas?.

2 Senescencia a nivel de toda la planta (i.e., hojas, tallos, frutos), en plantas en las que existe un solo ciclo
reproductivo previo a la muerte de las mismas (Nooden et al. 2004).
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3.2.5. Determinacién y andlisis de biomasa

En el experimento 2018 y 2019 en todas las especies se realizaron dos muestreos
destructivos, los cuales fueron al inicio del tratamiento (antesis) y otro a madurez de
cosecha (MC). Adicionalmente, en A. cv. Don Guiem y en Q. cv. Kankolla del experimento
2018 y 2019 respectivamente se realiz6 un muestreo a los 45 dias post-antesis (dpa). En
ambas especies las plantas se dividieron en tallo principal y ramificaciones. Las
ramificaciones incluyeron tanto las ramificaciones axilares y como las ramificaciones extra-
axilares (i.e., ramificaciones que se generan en la axila de otra ramificacion preexistente). En
cada una de ellas se individualizaron el tallo principal o ramificacion, las hojas, el raquis de
las inflorescencias, los granos (conjunto de semilla y pericarpio fusionado) y perigonio (i.e.,
recubrimiento del grano no fusionado al mismo). En quinoa y amaranto la lamina foliar y el
peciolo no abscinden independientemente entre ellos por lo cual su conjunto se definié
como ‘hoja”. Una vez realizada la separacion del material se colocé en una estufa de
secado (60 °C) durante al menos 15 dias (para lograr peso seco) y posteriormente se peso
(Mettler Toledo, Argentina). La sumatoria del peso de tallo, ramificaciones, raquis de las
inflorescencias y hojas se denomind “biomasa vegetativa”, y la sumatoria de peso de
semillas y perigonio se denomind “biomasa reproductiva”; la adicion de ambas biomasas se
denomind “biomasa total”. Las hojas abscindidas, tal como se mencioné en la seccion 3.2.4.,
fueron recolectadas y pesadas, y la sumatoria del peso de estas hojas se denominé
“biomasa abscindida”.

Por otro lado, en cada muestreo también se contabilizé el nimero de nudos del tallo
principal, ramificaciones y semillas. El nimero de grano se cuantificé en su totalidad cuando
fue inferior a 2000 granos en toda la planta. Cuando el niumero de granos superé esta
cantidad, se contabilizaron 2000 granos y se calcul6 el nimero total granos por planta a
partir de la relacién: Nimero de grano pl * = (Peso de granos pl ! * 2000 granos) / (peso
de 2000 granos). También se calcul6 el peso individual de grano, como la relacion entre el
peso de grano pl * y nimero de granos pl ™.

A partir del peso de la biomasa total se calculé la tasa promedio de crecimiento
absoluto por planta (AGR), que estima el cambio de biomasa de la planta entre 2 muestreos
sucesivos (Hunt 1990), y la tasa promedio del crecimiento relativo (RGR) por planta que es
un estimador de la biomasa acumulada en relacion a la biomasa presente en un periodo de
tiempo (Radford 1967):

AGR = (Pz- Pl) / (Tz - Tl)
RGR = (In P, — In Pl)/ (Tz - Tl)
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Donde P es el peso de la biomasa aérea, T es tiempo en dias calendarios, 1 y 2 son
subindices que representan diferentes tiempos de muestreo.

Por otro lado, se calculdé la particibn de la biomasa en biomasa vegetativa y
reproductiva por planta utilizando el indice de cosecha modificado (HI)®> de Donald &
Hamblin (1976). Para ello se tuvieron en cuenta el peso de grano o la biomasa reproductiva,
y la biomasa total o la biomasa total adicionando la biomasa abscindida por planta segun:
Particion a grano/ a biomasa reproductiva = (Peso grano o Biomasa reproductiva) /
(Biomasa total o biomasa total + biomasa abscindida)

3.2.6. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron a partir de modelos lineales mixtos (mlg) o
modelos lineales generalizados mixtos (mlgm), donde el factor fijo fue el tratamiento
fotoperiddico post-antesis y el factor aleatorio fue el contenedor (cada contenedor tenia una
planta). En todos los experimentos los muestreos destructivos y no destructivos tuvieron al
menos 5 repeticiones por tratamiento. Se comprobd la distribucion normal de los datos a
partir del Test de Shapiro Wilk (P 0.05), en caso de cumplirlo se us6 un mlg y en caso de no
cumplirla se utilizé6 un migm (Distribucién Poisson, Binomial negativa, Gamma) donde se
comprobé que no existi6 sub o sobre parametrizacion del modelado de los datos
(desviance/grado de libertad = 1). También se comprobd la homogeneidad de la varianza a
partir de la prueba de Levene (P 0.05), en caso de no cumplir la mimas, al modelo se le
agreg6 una varianza heterogénea (funcion Var ldent). Los ANOVAS de los modelos mixtos
se analizaron a 3 niveles de significancia estadistica (P 0.05, 0.01, 0.001).

Las mediciones repetidas en el tiempo (i.e., determinaciones directa e indirecta de
contenido de clorofilas y An) se analizaron como datos longitudinales. Como factor fijo se
utilizé el tratamiento fotoperiddico post-antesis, el tiempo y la interaccién tratamiento-tiempo,
y como factor aleatorio el contenedor. Se agregd una estructura de correlacién (simetria
compuesta, sin estructura, autorregresiva continua de orden 1) entre contenedores a lo largo
del tiempo y se model6 la varianza de ser necesario. Cuando existi6 mas de un modelo
longitudinal posible, se seleccion6 el de menor valor de Akaike (AIC) (Di Rienzo et al. 2017).
Las contrastaciones dentro de un mismo tiempo entre tratamientos fotoperiddicos se
analizaron a 3 niveles de significancia (P 0.05, 0.01, 0.001).

La tasa de avance de la degradacion de las clorofilas y la tasa de avance de

disminucién de la An se calculé mediante el ajuste de una recta de regresion. Para ello se

3 El célculo original de indice de cosecha (HI) de Donald & Hamblin (1976) solo considera la biomasa de granos,
y la biomasa aérea no incluye la biomasa abscindida ya que las especies utilizadas para el calculo son cereales
donde la abscision foliar no sucede. En este capitulo se considerdé ademas de la biomasa de granos, la biomasa
reproductiva que incluye los granos y perigonios; Por otro lado, también en este capitulo se tuvo en cuenta la
biomasa abscindida.
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utilizaron como factores fijos el tratamiento, tiempo y sus interacciones, y como factores
aleatorios el contenedor. Por otro lado, para relacionar el avance de la degradacion de las
clorofilas y la tasa de avance de la disminucion de la An se ajusté una recta o curva de
regresion (dependiendo del mejor ajuste), donde se utilizé la variable SPAD como covariable
de la An. En este caso el factor fijo fue el tratamiento y el aleatorio fue el contenedor. En
estos analisis de regresion, se adjunté una estructura de correlacién entre los contenedores
y se model6 la varianza de ser necesario (varianza heterogénea, exponencial (var Exp),
potencia (var Power), potencia corrida por una constante (var Const Power)). A partir de la
eleccion del mejor modelo (criterio de AIC), se comprob6é que cumpliera el supuesto de
distribucion normal y de distribucion aleatoria de los residuos “estudentizados” en funcién de
los predichos. Las diferencias estadisticas entre tratamiento se analizaron a tres niveles de
significancia (P 0.05, 0.01, 0.001). Se comprob6 que las rectas o curvas ajustadas sean
significativamente diferentes de cero (i.e., asociacion significativa entre variables), y
cumpliendo esto se calculdé el coeficiente de determinacion (R?) para cada tratamiento
fotoperiédico post-antesis. También se determind la asociacion entre el indice de verdor
SPAD (determinacion indirecta de clorofilas) y la concentracion de clorofilas foliares
(determinacién directa de clorofilas por extraccidbn y espectrofotometria) a través del
coeficiente de correlacion de Pearson.

El programa estadistico utilizado fue InfoStat versién 2020 (Di Rienzo et al. 2020),
que implementa una interfaz “amigable” con R para la estimacion de los modelos mixtos a
través de las funciones gls y Ime de la libreria nime (Pinheiro et al. 2020), funcién gim
libreria stats (R Core Team 2020) y glmer de la libreria Ime4 (Bates et al. 2011). Los graficos

se realizaron con el programa Excel version 2016 (Microsoft Office Profesional Plus 2016).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Fenologia y condiciones ambientales durante post-antesis

En el experimento del afio 2017 la antesis se alcanzd después del solsticio de
invierno (i.e., 21 de junio, minimo fotoperiodo del afio) por lo cual las especies estuvieron
sometidas a un fotoperiodo creciente durante post-antesis (Fig. suplementaria 3.1). En
cambio, en los experimentos de los afios 2018 y 2019 todas las especies alcanzaron la
antesis antes del solsticio de invierno (Fig. suplementaria 3.1). En el experimento 2018 en
quinoa (Q.) cv. Baer, las plantas de ambos tratamientos alcanzaron la madurez de cosecha
(MC) antes del 21 de junio y por lo tanto estuvieron expuestas en post-antesis a
fotoperiodos decrecientes. En cambio, en Q. cv. Kankolla y amaranto (A.) cv. Don Guiem en

ambos tratamientos la madurez de cosecha fue posterior al 21 de junio, por lo cual
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estuvieron expuestas durante post- antesis a fotoperiodos decrecientes seguidos de
fotoperiodos crecientes. En el experimento 2019 en Q. cv. Kankolla también la madurez de
cosecha fue después del 21 de junio, por lo cual en ambos tratamientos la post-antesis tuvo
una fase decreciente seguida de una creciente (Fig. suplementaria 3.1). En todos los
experimentos a pesar del cambio natural de fotoperiodo a lo largo del afio, los tratamientos
bajo LD en post-antesis tuvieron 4 h adicionales de luz en relacién a los de SD, y el rango de
fotoperiodo (i.e., variacion entre el fotoperiodo minimo y méaximo durante post- antesis) en
ambos tratamientos fue del orden de 0.8 - 2.7 h, a excepcion de Q. cv. Kankolla del
experimento 2018 bajo LD donde fue un poco mayor (Tabla 3.2, Tabla suplementaria 3.2).

En el experimento del afio 2017 (el cual fue finalizado previo a madurez de cosecha)
a los 45, 81 y 63 dias post- antesis (dpa) en Q. cv. Baer, cv. Kankolla y A. cv. Don Guiem
respectivamente, las plantas expuestas bajo LD tuvieron una demora en el desarrollo
fenoldgico en relacion a las expuestas bajo SD (Tabla suplementaria 3.2). Esta demora fue
mas evidente en Q. cv. Kankolla en relacion a Q. cv. Baer y A. cv. Don Guiem (Tabla
suplementaria 3.2). En el experimento 2018 y 2019 (donde las plantas alcanzaron la
madurez de cosecha) la duracion en dias del periodo inicio de antesis a madurez de
cosecha fue mayor en las plantas expuestas bajo LD en relacion a las expuestas bajo SD
(Tabla 3.2). En Q. cv. Baer y A. cv. Don Guiem esta diferencia fue de 16 dias y en Q. cv.
Kankolla fue de 141 y 61 dias en el afio 2018 y 2019 respectivamente (Tabla 3.2). En ambos
experimentos y en todas las especies/cultivares, la exposicion bajo LD prolongé la duracion
del periodo de antesis, generacion - llenado de grano y maduraciéon de granos (Fig.
suplementaria 3.2). En Q. cv. Baer, tanto los periodos de antesis como el de madurez de
grano fueron los que mas se incrementaron, entre un 50-57 % de mayor duracién bajo LD
en relacion de SD (Fig. suplementaria 3.2). En Q. cv. Kankolla en ambos experimentos, el
periodo que experimentd una mayor prolongacion fue la maduracion de grano, que tuvo una
duracion entre un 77- 465 % mayor bajo LD en comparacion de SD (Fig. suplementaria 3.2).
En A. cv. Don Guiem se observo un incremento similar en todos los periodos en los LD en
relacion de SD (Fig. suplementaria 3.2).

En el experimento de los afios 2018 y 2019 consecuentemente con la mayor
duracion de la post- antesis las plantas expuestas bajo LD tuvieron un mayor PAR
acumulado (PARac) en relacion a las plantas bajo SD. En el experimento del afio 2018 el
PAR acumulado fue entre 20-24% mayor en Q. cv. Baer y A. cv. Don Guiem expuesto bajo
LD en comparacion de SD (Tabla 3.2). Por otro lado, en Q. cv. Kankolla el incremento en el
PAR acumulado en post- antesis fue entre un 100- 400% mayor bajo LD en relacién de SD

en ambos afos (Tabla 3.2).
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Tabla 3.2. Duracién, rango de fotoperiodo y radiacién fotosintéticamente activa
acumulada (PARac) en plantas de quinoa cv. Baer, cv. Kankolla y amaranto cv. Don
Guiem expuesta a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante
post-antesis en experimentos de los afios 2018 y 2019.

Afo Tratamiento Duracién antesis- Rango de PARac

Especie/ madurez de cosecha fotoperiodo

cultivar (d) (h) (MJ m2)

2018

Q. Baer SD 54 10.2-11.8 243.8
LD 70 13.9-15.8 303.6

Q. Kankolla SD 53 9.8-10.6 205.3
LD 194 13.8-17.9 1046.4

A. D.Guiem SD 118 9.8-11.0 442.7
LD 134 13.8-15.5 530.2

2019

Q. Kankolla SD 100 9.8-10.9 374.8
LD 161 13.8-16.4 742.0

La PARac se calculd por la sumatoria de radiacion global incidente diaria transformada por el factor 0.48
en cada intervalo. Ver materiales y métodos para una descripcion mas detallada.

3.3.2. Senescencia foliar durante la etapa post-antesis

En los experimentos de los afios 2018 y 2019, la degradacion de las clorofilas
foliares (estimada en forma indirecta a partir del “indice de verdor” SPAD) en todas las
especies/cultivares estuvo demorada en las plantas expuestas durante post-antesis bajo LD
en comparacion a las expuestas bajo SD. A nivel de las hojas ubicadas en la mitad superior
del tallo principal (i.e., estimador de la degradacién de clorofilas en la mitad superior del
canopeo), el retraso en la degradacion de las clorofilas bajo LD en comparacion de SD, se
comenzé a evidenciar inicialmente en A. cv. Don Guiem (a 9 dias post-antesis, dpa), luego
en Q. cv. Baer (a los 22 dpa) y finalmente en Q. cv. Kankolla (a los 35 y 42 dpa en
experimento 2018 y 2019 respectivamente) (Fig. 3.1). Por otro lado, la abscision de las hojas
de la mitad superior del canopeo estuvo demorada en 18 dias bajo LD en comparacion de
SD en Q. cv. Baer y entre 30-34 dias en Q. cv. Kankolla en ambos afios; mientras que en A.
cv. Don Guiem al momento de finalizar el experimento en ambos tratamientos fotoperiédicos
la abscision de las hojas ubicadas en la mitad superior del canopeo no era total (Fig. 3.1).

En hojas individualizadas en el tallo principal también se evidencié una demora de la
degradacion de las clorofilas (SPAD) y la abscision foliar en todas las especies/cultivares
expuestas bajo LD en comparacion de SD en post- antesis. Sin embargo, estos sintomas de
la demora de la senescencia en LD en post- antesis se manifestaron de diferente forma
entre las especies/cultivares. En Q. cv. Baer en general no se registr6 cambio entre
tratamientos en el inicio de avance de la degradacién de las clorofilas (i.e., primer valor de

SPAD en el cual la tendencia a la disminucién se hace continua) ni en la tasa de avance de
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la degradacion de las clorofilas (i.e., calculada como la recta de regresion ajustada entre en
inicio de avance de la degradacion de las clorofilas y degradacion maxima de clorofilas) en
las hojas individualizadas en el tallo principal (Fig. 3.2). A pesar de ello, todas las hojas
individualizadas en el tallo abscindieron al menos 6 dias mas tarde en los tratamientos bajo
LD en comparacion de SD (Fig. 3.2). En ambos afios (2018, 2019) en Q. cv. Kankolla en
todas las hojas individualizadas en el tallo principal, el inicio de avance de degradacion de
las clorofilas no difirié entre tratamientos, en cambio la exposicion bajo LD durante post-
antesis disminuyo significativamente la tasa de avance de la degradacion de las clorofilas en
comparacion de la exposicion bajo SD (Fig. 3.3; Fig. Suplementaria 3.3). También se
registré que bajo LD la abscision de hojas individualizadas en el tallo principal se postergo
entre 16-35 dias (dependiendo de la hoja) en relacion de SD (Fig. 3.3; Fig. Suplementaria
3.3). Por otro lado, en A. cv. Don Guiem en la mayoria de las hojas individualizadas en el
tallo principal (-2,-1,+1,+2) el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas fue entre
16-22 dias (dependiendo de la hoja) més tardio bajo LD en comparacién de SD (Fig. 3.4);
ademas en las mayoria de las hojas individualizadas (-2,-1 y 0) se registré una disminucion
en la tasa de avance de la degradacién de las clorofilas y una abscision foliar mas tardia

bajo LD en comparacion de SD (Fig. 3.4).
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Figura 3.1. Modificacién del contenido de clorofilas foliares (estimada a partir de indice de “verdor” SPAD) en la mitad superior del
canopeo en plantas de quinoa cv. Baer, cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuestas a tratamientos de fotoperiodos cortos
(SD) y largos (LD) durante post-antesis en experimento de afio 2018 y 2019. (A) Q. cv. Baer, (B) Q. cv. Kankolla, (C) A. cv. Don
Guiem en experimento del afio 2018, y (D) Q. cv. Kankolla en experimento del afio 2019. En la parte superior del gréfico la flecha
(}) indica estadios fenolégicos de Antesis (At), grano Acuoso (Ac), Lechoso (Le), Pastoso (Pa) y Duro (Du) segun escala fenolégica
de Sosa-Zuniga et al. (2016) y Martinez-Nufiez et al. (2019) para quinoa y amaranto respectivamente. LoS asteriscos *, ** y ***
denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns diferencia no
significativa. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el grafico se debe a que el
valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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Figura 3.2. Modificacién del contenido de clorofilas foliares (estimada a partir de indice de “verdor” SPAD) en hojas individualizadas en el tallo principal en
plantas de quinoa cv. Baer expuestas a tratamientos de fotoperiodos cortos (SD) y largos (LD) durante post- antesis en experimento del afio 2018. (A) SPAD
de hoja 0, (B) hoja +1, (C) hoja +2, (D) hoja +3 y (E) hoja +4. En la parte superior del grafico la flecha (]) indica estadios fenoldgicos de Antesis (At), grano
Acuoso (Ac), Lechoso (Le), Pastoso (Pa) y Duro (Du) segun escala fenoldgica de Sosa-Zuniga et al. (2016). Las ecuaciones representan la tasa de avance de
degradacion de las clorofilas (calculada entre en inicio de avance de la degradacion y la degradacién maxima de clorofilas); Entre paréntesis () el coeficiente
de determinacion (R?) y la probabilidad de relacién nula entre variables para cada tratamiento; Debajo de las ecuaciones se representa la probabilidad (P) de
diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y
0.001 respectivamente, y ns diferencia no significativa. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el grafico se
debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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Consistentemente con la demora de la degradacion de las clorofilas
determinadas por el “indice de verdor’ (SPAD) la concentracion de clorofilas foliares
totales en todas las especies/cultivares fueron mayores bajo LD post-antesis en
relacién de SD (Fig. Suplementaria 3.4). En Q. cv. Baer (afio 2018) y Q. cv. Kankolla
(afio 2019) la concentracion de clorofilas totales fue significativa mayor a los 28 y 43
dpa (determinacion final) respectivamente en los LD en comparacion de los SD (Fig.
Suplementaria 3.4). En cambio, en A. cv. Don Guiem (afio 2018) la concentracion de
clorofilas totales comenzé a ser significativamente mayor tempranamente (16 dpa) y
se mantuvo con esta tendencia hasta la Ultima determinacion (72 dpa) (Fig.
Suplementaria 3.4). El coeficiente de correlacion de Pearson entre en indice de verdor
(SPAD) y la concentracion de clorofilas foliares fue de 0.86-0.93, 0.75-0.80 y 0.95-0.95
(SD-LD) en Q. cv. Baer, Q. cv. Kankolla 'y A. cv. Don Guiem respectivamente.

La abscision foliar de todo el canopeo (i.e., indicador de la senescencia foliar y
monocarpica) durante el periodo de post-antesis estuvo retrasada en todas las
especies/cultivares expuestas bajo LD en comparacion de SD (Fig. Suplementaria
3.5). En Q. cv. Baer la abscision foliar de todo el canopeo se alcanzé a los 54 dpa en
SD, momento en que las plantas expuestas a LD retienen el 18.5 % de las hojas; la
abscision total del canopeo bajo LD ocurri6 16 dias mas tarde que en SD (Fig.
Suplementaria 3.5). En Q. cv. Kankolla la diferencia fue mayor, al momento de la
abscision foliar total del canopeo en las plantas expuestas bajo SD, las plantas
expuestas en LD retiene un 74.2 % y un 40.1 % de las hojas y la abscision foliar total
del canopeo demora 141 y 61 dias mas que bajo SD en el experimento 2018 y 2019
respectivamente (Fig. Suplementaria 3.5). En A. cv. Don Guiem a los 98 dpa
(momento en que se registrod la Ultima abscision foliar), las plantas expuestas bajo SD
retenian el 61.5 % de las hojas que constituyen el canopeo mientras que bajo LD se

retenia un 10% mas (Fig. Suplementaria 3.5).
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Figura 3.3. Modificacién del contenido de clorofilas foliares (estimada a partir de indice de “verdor” SPAD) en hojas individualizadas en el tallo principal en
plantas de quinoa cv. Kankolla expuestas a tratamientos de fotoperiodos cortos (SD) y largos (LD) durante post- antesis en experimento del afio 2018. (A)
SPAD de hoja 0, (B) hoja +1, (C) hoja +2, (D) hoja +3, (E) hoja +4 y (F) hoja +5. En la parte superior del grafico la flecha (|) indica estadios fenolégicos de
Antesis (At), grano Acuoso (Ac), Lechoso (Le), Pastoso (Pa) y Duro (Du) segun escala fenolégica de Sosa-Zuniga et al. (2016). Las ecuaciones representan la
tasa de degradacion de las clorofilas (calculada entre en inicio de avance de la degradacion y la degradacion maxima de clorofilas); entre paréntesis () el
coeficiente de determinacion (R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables para cada tratamiento; debajo de las ecuaciones se representa la
probabilidad (P) de diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a
P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns diferencia no significativa. La barra (I) representa el error estdndar (SE) de la media; en caso de no observarse
en el gréfico se debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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Figura 3.4. Modificacién del contenido de clorofilas foliares (estimada a partir de indice de “verdor” SPAD) en hojas individualizadas en el tallo principal en
plantas de amaranto cv. Don Guiem expuestas a tratamientos de fotoperiodos cortos (SD) y largos (LD) durante post- antesis en experimento del afio 2018.
(A) SPAD de hoja -2, (B) hoja -1, (C) hoja 0, (D) hoja +1 y (E) hoja +2. En la parte superior del grafico la flecha () indica estadios fenologicos grano Acuoso
(Ac), Lechoso (Le), Pastoso (Pa) y Duro (Du) segun escala fenoldgica de Martinez-Nufiez et al. (2019). Las ecuaciones representan la tasa de degradacion
de las clorofilas (calculada entre en inicio de avance de la degradacion y la degradacién méxima de clorofilas); Entre paréntesis () el coeficiente de
determinacion (R?) y la probabilidad de relacién nula entre variables para cada tratamiento; debajo de las ecuaciones se representa la probabilidad (P) de
diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y
0.001 respectivamente, ns diferencia no significativa. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el grafico se

debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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En el experimento de los afios 2018 y 2019 en todas las especies/cultivares la
An (asimilaciéon de CO; a saturacion luminica) se sostuvo por mas tiempo durante la
post- antesis en las plantas expuestas bajo LD en comparacion de SD (Fig. 3.5). El
inicio de la disminucién de la An (i.e., primer valor de An en el cual la tendencia a la
disminuciéon se hace continua) no cambi6é entre tratamientos en la mayoria de
especies/cultivares, a excepcion de Q. cv. Baer donde el inicio de la disminucién de An
se demoro al menos 14 dias bajo LD en comparacion de SD (Fig. 3.5). La tasa de
disminucion de la An durante post-antesis (i.e., calculada por la recta de regresion
ajustada entre el inicio del avance de la disminucion de An y An nula) fue
significativamente menor en la mayoria de las especies/cultivares expuestas bajo LD
en relacion de SD, a excepcion de Q. cv. Baer donde no existio diferencia entre los
tratamientos. Por otro lado, la An nula se registré bajo LD post-antesis 6, 13-27 (afio
2018-2019) y 20 dias posterior en Q. cv. Baer, Q. cv. Kankolla y A. cv. Don Guiem
respectivamente que en SD (Fig. 3.5).

En ambos tratamientos y en todas las especies/cultivares en general el inicio
de avance de la disminucién de la An antecedi6 al inicio de avance de la degradacion
de las clorofilas (Fig. 3.3, 3.5; Fig. suplementaria 3.3); la excepcién se registr6 en
ambos tratamientos fotoperiédicos en Q. cv. Baer y bajo SD en A. cv. Don Guiem,
donde el inicio de avance de diminucion de An y de degradacion de las clorofilas
ocurrié al mismo tiempo (Fig. 3.2, 3.4, 3.5). A pesar del desfasaje en estos inicios, las
tasas de avance de disminucion de An y la tasa de avance de la degradacion de las
clorofilas se asociaron significativamente mediante una recta (para Q. cv. Baer y A. cv.
Don Guiem) o una curva de regresidon exponencial (para Q. cv. Kankolla) (Fig.
suplementaria 3.6). El calculo del coeficiente de determinacién (R?) fue superior al 0.82
y 0.71 para esas rectas y curvas de regresion ajustadas respectivamente en ambos

tratamientos (Fig. suplementaria 3.6).
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Figura 3.5. Modificacién de la asimilacion neta de diéxido de carbono a saturacién luminica (An) en plantas de quinoa cv. Baer, cv. Kankolla y
amaranto cv. Don Guiem expuestas a tratamientos de fotoperiodos de dia cortos (SD) y largos (LD) durante post-antesis en los experimentos
de 2018 y 2019. (A) Q. cv. Baer, (B) Q. cv. Kankolla, (C) A. cv. Don Guiem en el experimento del afio 2018, y (D) Q. cv. Kankolla en el
experimento del afio 2019. En la parte superior del gréfico la flecha (|) indica estadios fenolégicos de Antesis (At), grano Acuoso (Ac), Lechoso
(Le), Pastoso (Pa) y Duro (Du) segun escala fenolégica de Sosa-Zuniga et al. (2016) y Martinez- Mufiez et al. (2019) para quinoa y amaranto
respectivamente. Las ecuaciones representan la tasa de avance de disminuciéon de la An (calculada entre en inicio de avance de la
disminucién de An y An nula); Entre paréntesis () el coeficiente de determinacion (R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables para
cada tratamiento; Debajo de las ecuaciones se representa la probabilidad (P) de diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, **
y *** denotan la probabilidad de diferencia estadisticamente significativa a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns diferencia no
significativa. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el grafico se debe a que el valor del SE
es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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Figura 3.6. Vista general de plantas de quinoa cv. Baer y cv. Kalkolla y amaranto cv. Don Guiem expuestas a tratamientos
fotoperiodicos de dia corto (SD) y largo (LD) en post- antesis en el experimento del afio 2018. (A) Q. cv. Baer, a los 49 dias post-antesis
(dpa), (B) Q. cv. Kankolla a los 60 dpa, y (C) A. cv. Don Guiem a los 70 dpa.
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3.3.3. Modificaciéon de la biomasa vegetativa durante post- antesis

En el experimento del afio 2019 en el muestreo realizado a los 45 dpa en Q. cv.
Kankolla (correspondiente al estado fenologico de grano duro y pastoso para SDy LD
respectivamente) las plantas expuestas bajo LD tuvieron un aumento significativo del
200% en la biomasa vegetativa (i.e., peso conjunto de tallo principal, ramificaciones y
hojas) en relacién a las plantas bajo SD (Fig. 3.7). Consistentemente con el aumento
de la biomasa vegetativa, bajo LD el peso de tallo principal, tallo de ramificaciones,
peso de hojas y area foliar por planta se incrementé un 200, 34, 199 y 258 %
respectivamente con respecto de SD (Fig. 3.7; Tabla suplementaria 3.3). El peso de
hojas del tallo principal no varié entre tratamientos, en cambio el peso de hojas de
ramificaciones aumentd 231% bajo LD con respecto de SD (Fig. 3.6). Por otro lado, en
A. cv. Don Guiem (experimento del afio 2018) en el muestreo realizado a los 45 dpa
(correspondiente al estado fenolégico de grano acuso-lechoso para ambos
tratamientos) no se registraron cambios en la biomasa vegetativa entre los
tratamientos fotoperiédicos (Fig. 3.7; Tabla suplementaria 3.3). En este tiempo de
muestreo el nimero de nudos del tallo principal y namero de ramificaciones en
ninguno de las dos especies tuvo cambios entre los tratamientos (Tabla suplementaria
3.3).

En los experimentos de los afios 2018 y 2019 a madurez de cosecha (MC)
todas las especies/cultivares expuestas bajo LD tuvieron una biomasa vegetativa
significativamente mayor que las plantas expuestas bajo SD (Fig. 3.7). En Q. cv. Baer
y A. cv. Don Guiem esos aumentos en LD fueron 29 y 13 % respectivamente en
relaciéon de SD; mientras que en Q. cv. Kankolla los incrementos bajo LD fueron del
200 y 150 % en experimento del afio 2018 y 2019 respectivamente en comparacion de
SD. En concordancia con el aumento de biomasa vegetativa, el peso del tallo principal
en Q. cv. Baer fue un 36% mayor en las plantas expuestas bajo LD en comparacion de
SD; en cambio en A. cv. Don Guiem el increment6 (de un 66%) se registré en el peso
del tallo de las ramificaciones en los LD en relacion de los SD (Fig. 3.7). Por otro lado,
en Q. cv. Kankolla en ambos afios tanto el peso del tallo principal como del tallo de las
ramificaciones se incrementaron en el orden del 160-180 y 150-220 %
respectivamente bajo LD post-antesis en comparacion de SD (Fig. 3.7). El nimero de
nudos por plantas aumenté en 4-5 en Q. cv. Baer y Q. cv. Kankolla bajo LD post-
antesis en comparacion de SD en experimento del afio 2018; en cambio en A. cv. Don
Guiem del afio 2018 y Q. cv. Kankolla del afio 2019 no se observé diferencia entre
tratamientos (Tabla suplementaria 3.4). El nimero de ramificaciones no tuvo cambios

entre tratamiento fotoperiddicos en ninguno de las especies/cultivares en ambos
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experimentos (Tabla suplementaria 3.4). A madurez de cosecha en ambos cv. de
quinoa y tratamientos fotoperidédicos todas las hojas estuvieron abscindidas. La
biomasa abscindida (i.e., peso de hojas) durante post-antesis no vario
significativamente en Q. cv. Baer; sin embargo, en Q. cv. Kankolla fue un 120 y 56 %
mayor en plantas expuestas bajo LD en comparacién de SD en el experimento del afio
2018 y 2019 respectivamente (Fig.3.7). En A. cv. Don Guiem a MC persistieron hojas
en el tallo principal y ramificaciones, y tanto el peso de esas hojas (4.5y 4.8 g pl?! para
SD y LD respectivamente) como el peso de las hojas abscindidas durante post-
antesis no variaron entre tratamientos (Fig.3.7).
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Figura 3.7. Biomasa vegetativa (Ve), de tallo principal (Ta) y de ramificaciones (Ra), hojas de tallo principal (HoTa) y ramificaciones (HoRa), y biomasa
abscindida (hp) en plantas de quinoa cv. Baer y cv. Kankolla y amaranto cv Don Guiem expuesto a tratamientos fotoperiddicos de dia corto (SD) y largo (LD)
durante post-antesis en experimento de afio 2018 y 2019. (A) Q. cv. Baer, (B) Q. cv. Kankolla, (C) A. cv. Don Guiem en el experimento del afio 2018, y (D) Q.
cv. Kankolla experimento del afio 2019. Biomasa vegetativa incluye peso de tallos y hojas; biomasa abscindida incluye las hojas abscindidas. En la parte
superior del grafico se indica estadios fenoldgicos de Antesis (At), grano Acuoso (Ac), Lechoso (Le), Pastoso (Pa), Duro (Du) y madurez de cosecha (MC)
segun escala fenolégica de Sosa-Zuniga et al. (2016) y Martinez-Nufiez et al. (2019) para quinoa y amaranto respectivamente. Los muestreos iniciales (0 dias
post-antesis, dpa) e intermedios (45 dpa) se realizaron a los mismos dpa entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realiz6 alcanzado la MC por lo que
difieren en los dpa en que se realizé. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La
barra (I) representa el error estadndar de la media.
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3.3.4. Modificacion de biomasa reproductiva durante la etapa post- antesis

En el muestreo realizado previo a madurez de cosecha a los 45 dpa en A. cv.
Don Guiem (afio 2018) y Q. cv. Kankolla (afio 2019), no se registraron diferencias
significativas de la biomasa reproductiva por planta (i.e., incluye peso de granos y
perigonios de la inflorescencia del tallo principal y de las ramificaciones) entre
tratamientos (Fig.3.8). Sin embargo, en Q. cv. Kankolla el peso del perigonio por planta
aumento significativamente un 170% bajo LD en comparacion de SD; mientras que el
peso individual de los granos por planta fue un 56 % significativamente menor bajo LD
en relacién de SD (Fig.3.8; Tabla suplementaria 3.5). Consistentemente en Q. cv.
Kankolla el peso del perigonio asociado a ramificaciones (i.e., perigonio de
inflorescencias de ramificaciones) fue mayor bajo LD en comparacién de SD, y el peso
individual de granos asociadas a tallo principal (i.e., peso de grano de inflorescencia
de tallo principal) y asociados a ramificaciones (i.e., peso de grano de inflorescencias
de ramificaciones) fue menor bajo LD en comparaciéon de SD (Fig. 3.8; Tabla
suplementaria 3.5).

A madurez de cosecha (MC) en Q. cv. Baer y A. cv. Don Guiem no existié
diferencia en la biomasa reproductiva por planta entre tratamientos, en cambio en el Q.
cv. Kankolla las plantas expuestas bajo LD tuvieron un aumento significativo de 140 y
90% en los afios 2018 y 2019 respectivamente en comparacién de las plantas
expuestas bajo SD (Fig. 3.8). Consistentemente con el aumento de la biomasa
reproductiva en Q. cv. Kankolla, el peso de los granos se incrementé un 60 % en
ambos afios, y el peso del perigonio un 320 y 150 % en 2018 y 2019 respectivamente
en plantas expuestas bajo LD en relaciéon de SD (Fig. 3.8). En A. cv. Don Guiem el
peso de los granos por planta también fue mayor significativamente bajo LD en
relacion de SD. En todas las especies/cultivares el nUmero de granos por planta
aumento significativamente 71-75 (afio 2018-2019), 39 y 16 % en Q. cv. Kankolla, Q.
cv. Baer y A. cv. Don Guiem respectivamente en plantas expuestas bajo LD en
comparacion de SD (Tabla 3.3). El peso individual de los granos en general no cambi6
entre los tratamientos, a excepcion de Q. cv. Baer en el cual los granos bajo LD fueron
un 28 % menos pesados que a SD (Tabla 3.3).

En la biomasa reproductiva asociada a inflorescencia de tallo principal se
registraron cambios significativos entre tratamientos en ambos cvs. de quinoa. En el
Q. cv. Baer las plantas expuestas bajo LD tuvieron un aumento de un 48% en el
numero de los granos con un peso individual de los mismos menor que en SD (Fig.
3.8; Tabla 3.3 y suplementaria 3.6). En Q. cv. Kankolla en ambos experimentos la

biomasa reproductiva, el peso de granos y de perigonios asociados a la inflorescencia
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principal se incrementaron bajo LD entre un 145-147, 58-123, 261-303% (dependiendo
del afo) respectivamente en comparacion de SD (Fig. 3.8). También, el nUmero de
granos de inflorescencia principal aumenté entre 83-128% (afio 2018-2019) en LD en
relacién de SD, sin modificacion en el peso individual de los granos entre tratamientos
(Tabla 3.3 y suplementaria 3.6). En la biomasa reproductiva asociada a las
inflorescencias de las ramificaciones se observaron diferencias significativas en Q. cv.
Kankolla y en A. cv. Don Guiem. En Q. cv. Kankolla (en experimentos de ambos afios)
la biomasa reproductiva, peso de los granos, peso de perigonio y numero de granos
de inflorescencia de ramificaciones fueron entre 86-130, 62-71, 250-340 y 58-64 %
(dependiendo del afio) respectivamente mayor en plantas expuestas bajo LD en
comparacion de SD (Fig. 3.8; Tabla 3.3). Por otro lado, en las inflorescencias de las
ramificaciones del A.cv. Don Guiem también las plantas expuestas bajo LD
aumentaron 65, 59, 76, 60 % la biomasa reproductiva, el peso de los granos, de los
perigonios y numero de granos respectivamente en relaciéon de SD (Fig. 3.8; Tabla
3.3). En ninguna especie/cultivar existio diferencia en el peso individual de los granos

de las ramificaciones entre tratamientos (Tabla suplementaria 3.6).

Tabla 3.3. Numero de granos por planta, de inflorescencias de tallo principal y de
ramificaciones, y peso individual de semillas a madurez de cosecha (MC) en plantas
de quinoa cv. Baer, cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuestas a tratamientos
de fotoperiodos de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en los
experimentos de 2018 y 2019.

Afo Tratamiento NUamero NUamero Namero Peso
Especie/ de de de individual
Cultivar granos granos granos de
por de de grano
planta tallo ramificaciones
principal
(N° pIt) (N° pI) (N° pIh) (mgGn
2018
Q. Baer SD 3738 1982 1756 2.50
LD 5193 2938 2255 1.80
* * ns *
Q. Kankolla SD 3119 1095 2024 2.33
LD 5336 2008 3328 2.21
*%% * * nS
A. D.Guiem SD 15075 11449 3626 0.72
LD 17542 11720 5822 0.71
* ns * ns
2019
Q. Kankolla SD 6311 500 5811 1.82
LD 11081 1142 9939 1.72
*% *% *% ns

El peso individual de grano por planta considera en conjunto la inflorescencia del tallo y las
ramificaciones. Las siglas “pl” y “Gn” corresponden a planta y grano respectivamente. Los asteriscos *, **
y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns
ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 3.8. Biomasa reproductiva (Re), de grano (Gn) y de perigonio (Pe) en plantas de quinoa cv. Baer y cv. Kankolla y amaranto cv Don Guiem expuesto a
tratamientos fotoperiddicos de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en los experimentos de 2018 y 2019. (A) Q. cv. Baer, (B) Q. cv. Kankolla, (C)
A. cv. Don Guiem en el experimento del afio 2018, y (D) Q. cv. Kankolla en el experimento del afio 2019. Re, Gn y Pe corresponden a inflorescencia de tallo
principal y ramificaciones; ReTa, GnTa y PeTa corresponden a inflorescencia del tallo primario; ReRa, GnRa y PeRa corresponden a inflorescencias de
ramificaciones. Biomasa reproductiva incluye biomasa granos y biomasa de perigonios. En la parte superior del grafico se indica estadios fenoldgicos de
Antesis (At), grano Acuoso (Ac), Lechoso (Le), Pastoso (Pa), Duro (Du) y madurez de cosecha (MC) segun escala fenol6égica de Sosa-Zuniga et al. (2016) y
Martinez-Nufiez et al. (2019) para quinoa y amaranto respectivamente. Los muestreos iniciales (0 dias post-antesis,dpa) e intermedios (45 dpa) se realizaron
a los mismos dias post-antesis entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realizé alcanzado la MC por lo que difieren en los dias post-antesis en que
se realizé. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (1) representa el

error estandar de la media.
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3.3.5. Modificacion de las tasas de crecimiento y particion de biomasa

total durante post- antesis

En el muestreo previo a madurez de cosecha (MC) realizado a los 45 dpa en A.
cv. Don Guiem (afio 2018) y Q. cv. Kankolla (afio 2019), no se registraron diferencias
significativas de la biomasa total por planta (i.e., conjunto de biomasa vegetativa y
reproductiva) entre tratamientos (Fig. 3.9). La particion de biomasa en granos y en la
biomasa reproductiva (i.e., conjunto del peso de granos y perigonios) calculada con el
indice de cosecha (HI) modificado no varié entre tratamientos en A. cv. Don Guiem
(Tabla suplementaria 3.7). En cambio, en Q. cv. Kankolla la particién hacia granos y
biomasa reproductiva fue significativamente menor en plantas expuestas bajo LD en
relacién de SD (Tabla suplementaria 3.7).

A madurez de cosecha (MC) en Q. cv. Baer no existio diferencia significativa en
la biomasa total por planta entre tratamientos (Fig. 3.9). En cambio, en Q. cv. Kankolla
bajo LD post-antesis la biomasa total por planta se incrementé un 169 y 111 % en el
afio 2018 y 2019 respectivamente en relacion a los SD (Fig. 3.9). Consecuentemente
con el incremento en la biomasa total por planta, también la biomasa total asociada a
tallo y asociada a ramificaciones aument6 en los LD en comparacion de los SD (Fig.
3.9). Por otro lado, en A. cv. Don Guiem la biomasa total por planta aument6
significativamente un 13% bajo LD en comparacion de SD, y este aumento también se
registré bajo LD en la biomasa total asociada a ramificaciones (del 65 %) (Fig. 3.9). La
adicion de la biomasa abscindida a la biomasa total aumenté la biomasa total entre un
4-25% por planta a madurez de cosecha en ambos tratamientos, aunque las
diferencias estadisticas entre los mismos no variaron (Fig. 3.9). La particion de
biomasa a granos y en biomasa reproductiva por planta no varié significativamente en
los cultivares Q. cv. Baer y A. cv. Don Guiem (Tabla 3.4). Sin embargo, en Q. cv.
Kankolla la particion de biomasa en granos, sin tener en cuenta o teniendo en cuenta
la biomasa abscindida fue significativamente menor bajo LD en relacion de SD. En
este cv. en general la particibn de biomasa en biomasa reproductiva no fue afectada
por los tratamientos fotoperiddicos (Tabla 3.4).

En Q. cv. Baer y A. cv. Don Guiem no existi6 cambio significativo ni en la tasa
de crecimiento absoluto (AGR) ni en la tasa de crecimiento relativo (RGR) durante la
post-antesis entre tratamientos (Tabla 3.5 y suplementaria 3.8). Sin embargo, en Q. cv.
Kankolla las tasas de crecimiento estuvieron modificadas entre tratamientos
fotoperiédicos; en el experimento del afio 2018, la RGR considerando y sin considerar
la biomasa abscindida fue menor significativamente bajo LD en relacién de SD (Tabla

3.5). En cambio, en el experimento del afio 2019, en general la RGR no varié entre
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tratamientos (a excepcion del aumento de RGR entre los 45 dpa y MC), no obstante la

AGR considerando y no considerando la biomasa abscindida durante toda la post-

antesis y entre

los subperiodos antesis - 45 dpa y 45 dpa-

MC fueron

significativamente mayores bajo LD en comparacién de SD (Tabla 3.5 y suplementaria

3.8).

Tabla 3.4. Particiobn de biomasa en granos y en biomasa reproductiva a madurez de
cosecha (MC) en plantas de quinoa cv. Baer, cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem
expuestos a tratamientos de fotoperiodos de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-
antesis en los experimentos de 2018 y 2019.

Afio Tratamiento Peso de Biomasa Peso de Biomasa
Especie/ Granos/ reproductiva/ granos/ reproductiva/
cultivar biomasa Biomasa biomasa biomasa
total total total + total
abscindida + abscindida
2018
Q. Baer SD 0.57 0.67 0.46 0.54
LD 0.51 0.63 0.44 0.54
ns ns ns ns
Q.Kankolla SD 0.38 0.54 0.33 0.48
LD 0.24 0.49 0.22 0.44
* ns * ns
A. D.Guiem SD 0.27 0.46 0.25 0.43
LD 0.28 0.45 0.26 0.43
ns ns ns ns
2019
Q.Kankolla SD 0.58 0.69 0.46 0.54
LD 0.46 0.63 0.38 0.53
*%% * * nS

La Biomasa total incluye biomasa reproductiva y vegetativa, biomasa reproductiva comprende el peso de
granos y pericarpios, y biomasa abscindida al peso de hojas abscindidas. Los asteriscos *, ** y *** denotan
diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de
diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 3.9. Biomasa total por planta (Bi To), de tallo principal (Bi To Ta), de ramificaciones (Bi To Ra) en plantas de quinoa cv. Baer y cv. Kankolla y
amaranto cv Don Guiem expuestos a tratamientos fotoperiédicos de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en los afios 2018 y 2019. (A) Q. cv.
Baer, (B) Q. cv. Kankolla, (C) A. cv. Don Guiem en el experimento del afio 2018, y (D) Q. cv. Kankolla experimento del afio 2019. La Biomasa total incluye
peso de tallos, de hojas, de granos y pericarpios; Bi To + hp corresponde a biomasa total mas la biomasa abscindida durante la post-antesis. En la parte
superior del gréafico se indica los estadios fenologicos de Antesis (At), grano Acuoso (Ac), Lechoso (Le), Pastoso (Pa), Duro (Du) y madurez de cosecha
(MC) segun escala fenoldgica de Sosa-Zuniga et al. (2016) y Martinez-Nufiez et al. (2019) para quinoa y amaranto respectivamente. Los muestreos iniciales
(O dias post-antesis, dpa) e intermedios (45 dpa) se realizaron a los mismos dias post-antesis entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realizo
alcanzado la MC por lo que difieren en los dias post-antesis en que se realiz6. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a
P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (I) representa el error estandar de la media.
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Tabla 3.5. Tasa de crecimiento relativo (RGR) y tasa de crecimiento absoluto (AGR) en el
periodo comprendido entre antesis y madurez de cosecha (MC) en plantas de quinoa cv. Baer,
cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuesta a tratamiento de fotoperiodo de dia corto (SD)
y largo (LD) durante post-antesis en experimento de afio 2018 y 2019.

Afio Tratamiento RGR AGR RGR + hp AGR + hp
Especie/ (mg g*d?) (mg pl*td?) (mg g*d?) (mg pltd?)
Cultivar
2018
Q. Baer SD 5.49 81.23 9.47 155.18
LD 541 82.32 7.58 125.07
ns ns ns ns
Q. Kankolla SD 46.30 336.39 48.55 382.42
LD 17.70 262.10 18.23 290.04
*%% nS *k% ns
A. D.Guiem SD 10.71 242.39 11.28 266.40
LD 10.35 253.85 10.66 268.12
ns ns ns ns
2019
Q. Kankolla SD 8.64 129.96 10.84 177.93
LD 9.53 209.16 10.62 253.78
ns * ns *

La RGR y AGR no considera la biomasa abscindida; la RGR + hp y AGR + hp considera la biomasa “abscindida” (hp).
Biomasa “abscindida” incluye hojas abscindidas durante el periodo de post-antesis. La sigla “pl” corresponde a planta.
Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente,
y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.

3. 4. DISCUSION

3.4.1. Retardo del desarrollo reproductivo de los granos en dias largos durante
post- antesis

La exposiciéon de plantas de quinoa y amaranto durante post- antesis bajo LD
demord el desarrollo reproductivo de los granos. Consecuentemente con la demora del
desarrollo reproductivo de los granos el periodo comprendido entre antesis y madurez
de cosecha se prolongd bajo LD. En quinoa y amaranto en condiciones
semicontroladas se report6 que los LD desde la emergencia de las plantas (i.e., previo
a antesis) alargaban la duracién de la post-antesis (Christiansen et al. 2010; Huang et
al. 2020). También en estas condiciones experimentales en quinoa los LD desde la
floracion (i.e., previo a antesis), prolongaban el periodo de floracion y la etapa inicial
del llenado de los granos (Bertero et al. 1999a; Bendevis et al. 2014a; Isobe et al.
2018). En forma contraria, en condiciones de campo las plantas de quinoa expuestas
a fotoperiodos mas largos y calidos durante la post-floracion disminuyeron la duracion
de esta etapa en relacion de las plantas en fotoperiodos méas cortos y frios (Isobe et al.
2016). En los trabajos mencionados los efectos sobre la duracion de la post-antesis

por un lado no se pueden escindir del efecto de los LD previo a antesis y tampoco de
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los efectos de la temperatura en post- antesis. Por otro lado, tampoco queda claro si la
demora en los primeros estadios de desarrollo reproductivo se puede extrapolar a
estadios mas tardios de la post-antesis. Por lo tanto, el efecto aislado de LD posterior
a antesis demorando el desarrollo reproductivo de los granos y prolongando la
duracién de toda esta etapa en quinoa y amaranto presentado en este capitulo
representa un aporte novedoso.

Tanto en quinoa como amaranto ademas de prolongarse toda la etapa de la
post-antesis, la duracion de los periodos de antesis, generacion y llenado de granos, y
maduracion de granos se alargaron en las plantas expuestas bajo LD (Fig.
suplementaria 3.2). Sin embargo, al comparar las especies se observa que en ambos
cvs. de quinoa la duracibn mas afectada (i.e., de mayor prolongacion) fue la
maduracion del grano, mientras que en amaranto todas las etapas estuvieron
afectadas en forma similar; la anterior observacion sugiere que en quinoa luego de la
antesis podria existir una etapa mas sensible al cambio de fotoperiodo, como se
registré6 previo a la antesis (Bertero et al. 1999 a), mientras que en amaranto la
sensibilidad seria similar durante toda la post-antesis. Por ultimo, en quinoa los cvs.
adaptados a menores latitudes y mayores altitudes (ecotipo del altiplano, sensu Tapia
et al. 1979) son mas sensibles a la induccién floral por parte del fotoperiodo que los
cvs. adaptados a mayores latitudes y menores altitudes (ecotipo de nivel del mar)
(Bertero et al. 1999b). Por lo tanto, en condiciones semicontroladas donde solo vari6 el
fotoperiodo (i.e., mismas altitudes), se registré que los LD alargan mas la duracién de
la etapa de pre-floracion en los ecotipos del altiplano que en los ecotipos de nivel de
mar (Bertero et al. 1999b). En este capitulo se registré que en Q. cv. Kankolla (ecotipo
del altiplano) adaptada a lat. 12 © Sur la duracion de la post-antesis bajo LD se
prolongé mucho mas que en Q. cv. Baer (ecotipo nivel del mar) adaptado a Lat. 38 ©
Sur. En su conjunto, los anteriores resultados sugieren, que las diferentes
sensibilidades al fotoperiodo (segun el cv.) previo a floracién, persisten posterior a la

antesis.

3.4.2. Demora de la senescencia foliar en dia largos durante post-antesis

En quinoa y amaranto la exposicion bajo LD post- antesis demord la
senescencia foliar en relacion de SD. La demora de la senescencia foliar por un lado
se vio evidenciada por la menor degradacion de las clorofilas en plantas expuestas
bajo LD. En Q. cv. Kankolla la disminucién en la degradacién de las clorofilas se
explica a partir de la menor tasa de avance de la degradacion de las clorofilas foliares;
mientras que en A. cv. Don Guiem se asoci6 tanto a la menor tasa de avance de la

degradacion de las clorofilas como a un inicio tardio de la degradacion de las mismas
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bajo LD. Por otro lado, la exposicion bajo LD durante post-antesis demordé la abscision
foliar tanto en quinoas como amaranto. Otro sintoma caracteristico del avance de la
senescencia foliar es la disminucion de la asimilacion neta de diéxido de carbono (An)
(Wittenbach 1982,1983; Crafts-Brandner & Egli 1987a, b; Guiamet et al. 1990; He et al.
2002; Bascufian-Godoy et al. 2018b). Bajo LD durante la post-antesis en plantas de
guinoa y amaranto persistié durante mas tiempo la An que en plantas expuestas bajo
SD (i.e., la An nula se registr6 antes bajo SD). En Q. cv. Baer la mayor persistencia en
LD puede vincularse al inicio tardio del avance de la disminucion de la An, mientras
que en Q. cv. Kankolla 'y A. cv. Don Guiem a una tasa de avance de disminucion de la
An menor que en SD. La demora en la degradacion de las clorofilas en conjunto con la
persistencia en la An, sumado a la correlacion significativa entre la tasa de avance de
degradacion de clorofilas y la tasa de diminucién de An indican que la demora de la
senescencia foliar bajo LD fue del tipo funcional (i.e., no cosmético) (Thomas & Smart
1993; Thomas & Howarth 2000; Morita et al. 2009). Este resultado, es coincidente con
la demora del tipo funcional de la senescencia foliar bajo LD en post-antesis en otra
especie de “dia corto” como lo es soja, registrado en el Cap. Il de la presente tesis.

En quinoa y amaranto la demora de la senescencia foliar bajo LD post-antesis
fue acompafiada por el retraso en el desarrollo reproductivo de los granos. En
diferentes especies de “dia corto” el desarrollo de los granos se asocia a la progresion
de la senescencia foliar, vinculado sobre todo a la removilizacién del nitrégeno (N)
desde las hojas hacia los granos en crecimiento (Sinclair & de Wit 1976; Egli et al.
1978; Warembourg et al. 1982; Martignone et al. 1987; Tabuchi et al. 2007; van
Oosterom et al. 2010; Wu et al. 2018). Tanto en cv. de quinoa sensibles o neutros al
fotoperiodo para la induccion floral, como en otros cv. de A. cruentus (i.e., misma
especie que A. cv. Don Guiem) y en A. hypochondriacus x A. hybridus (i.e., hibrido con
especies de cercania filogenética a A. cruentus) se reportd la removilizacién de N
desde las hojas y tallo hacia los granos durante el desarrollo de los mismos
(Aufhammer et al. 1995; Bendevis et al. 2014b). Consecuentemente en quinoa bajo
fotoperiodo natural frente a una mayor disponibilidad de N (i.e., por fertilizacion) se
retras6 la degradacion de clorofilas foliares y la disminucion de An posterior a la
floracion (Bascufian-Godoy et al. 2018a, b). También en Amaranthus retroflexus L. y A.
powellii S. Watson, el aumento de la concentracion de N en las hojas se correlacion6
positivamente con el aumento de las clorofilas foliares y de la An (Sage & Pearcy
1987; Sage et al. 1987; Hunt et al. 1985). Los anteriores trabajos y los resultados de
este capitulo sugieren que la demora de la senescencia bajo LD post-antesis, podria
ser producto de un retraso en la removilizacién de nitrégeno a los granos producido

por el retardo en su desarrollo. Este mecanismo seria un efecto indirecto del
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fotoperiodo sobre la senescencia foliar, i.e., el efecto del LD post-antesis estaria
mediado por la demora en el desarrollo reproductivo de los granos. En Q. cv. Kankolla
el efecto indirecto del fotoperiodo parece explicar gran parte de la demora de la
senescencia foliar, ya que la misma se comenzé a evidenciar en el momento que fue
clara la diferencia en el desarrollo reproductivo de los granos (Fig. 3.3; Fig.
suplementaria 3.2, 3.3). Sin embargo, en Q. cv. Baer y A. cv. Don Guiem algunos
sintomas de la demora de la senescencia foliar, como una menor degradacién de las
clorofilas foliares en algunas hojas (Fig. 3.1, 3.2, 3.4) y una mayor An (Fig. 3.4), se
comenzaron a registrar bajo LD previo al retraso del desarrollo reproductivo de los
granos (Fig. suplementaria 3.2). Estos resultados sugieren que los LD en post-antesis
también podrian estar participando en la demora de la senescencia de las hojas de
forma directa, i.e., no mediado por el desarrollo reproductivo de los granos. Un
enfoque experimental similar al realizado en el capitulo V, i.e., remocién de frutos,
seria necesario en quinoa y amaranto para profundizar en el estudio de esta posible

respuesta.

3.4.3._Modificacién en la produccion de biomasa en dias largos durante post-
antesis

A madurez de cosecha (MC) las plantas de quinoa y amaranto expuestas bajo
LD post-antesis produjeron mas biomasa vegetativa que las plantas expuestas bajo
SD. En Q. cv. Kankolla el aumento de la biomasa vegetativa se correspondi6 al
incremento bajo LD del peso del tallo principal, del tallo de las ramificaciones y de las
hojas de ambos tipos de tallo (i.e., las hojas a MC dada la abscision total del canopeo
se corresponden a las hojas abscindidas). En cambio, el aumento en la biomasa
vegetativa en Q. cv. Baer se vincul6 principalmente con el aumento en el peso del tallo
principal, mientras que en A. cv. Don Guiem con el mayor peso del tallo de las
ramificaciones en los LD. En A. retroflexus, la exposicion bajo LD posterior a la
floracién, demoré el desarrollo reproductivo en las ramificaciones (i.e., aparicion de las
inflorescencias), lo que prolong6 el crecimiento vegetativo generando que los tallos de
ramificaciones sean mas largos (Koller et al. 1977b). También en soja los LD post-
antesis retardaron la transicion de los meristemas (i.e., de aquellos no diferenciados)
desde un estado vegetativo a uno reproductivo (Caffaro & Nakayama 1988; Morandi et
al. 1988) o incluso existi6 una reversion de los meristemas desde el estado
reproductivo al vegetativo (Washburn & Thomas 2000; Han et al., 2006), que se asocio
con el alargamiento del crecimiento vegetativo y consecuente incremento de la
biomasa vegetativa (Guiamet & Nakayama 1984a; Caffaro & Nakayama 1988; Kantolic

& Slafer 2001). Considerados estos datos en su conjunto, la demora en el desarrollo
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reproductivo (seccion 3.4.1) y el aumento de la biomasa vegetativa bajo LD post-
antesis en quinoa y amaranto, podria estar indicando una transiciéon demorada de los
meristemas de un estado vegetativo a uno reproductivo, lo que posibilita un mayor
periodo de crecimiento vegetativo.

A madurez de cosecha en plantas de Q. cv. Kankolla expuestas bajo LD en
post-antesis aumentd la produccién de la biomasa de perigonios, granos, Yy
consecuentemente de la biomasa reproductiva por planta. En cambio, bajo LD post-
antesis solo se increment6 la biomasa de granos en A. cv. Don Guiem y la biomasa de
perigonios en Q. cv. Baer por planta. Tanto en quinoa como amarantos los LD post-
antesis incrementaron el niumero de granos por planta, sin registrarse en general un
efecto del fotoperiodo sobre el peso individual de los mismos (a excepcion del menor
peso individual de los granos en LD en Q. cv. Baer). Por lo tanto, el aumento en el
peso de los granos por planta bajo LD en Q. cv. Kankolla y A. cv. Don Guiem se debio
mas al aumento en el nimero de granos generados durante post-antesis que a un
cambio en el peso individual de los granos. Este efecto de los LD en post-antesis es
consistente con los reportes en quinoa y amaranto en fotoperiodos naturales, donde el
aumento del peso de los granos por planta, se asocid mas con el incremento en el
namero de los granos que con el peso individual de los mismos (Bertero & Ruiz 2008;
Rivelli et al. 2008; Curti et al. 2014, Lesjak & Calderini 2017; Zubillaga et al. 2019;
Tovar et al. 2020, Gomez et al. 2021). Finalmente, en relaciéon a la generacion del
namero de granos, en condiciones de campo donde varié en conjunto el fotoperiodo y
la temperatura, a dias mas largos y calidos se incrementé el nimero de granos en
relacién a dias mas cortos y frios, y este efecto fue mas pronunciado (i.e., aumento
mas el nimero de granos) en los ecotipos de nivel del mar que en los ecotipos del
altiplano (Isobe et al. 2016). En este capitulo, donde se aislé el efecto del fotoperiodo
(i.e., temperatura similar entre tratamientos) también bajo LD post-antesis se
reportaron incrementos en el numero de granos por planta en ambos ecotipos; sin
embargo, en Q cv. Kankolla (ecotipo del altiplano) el efecto fue méas pronunciado que
en Q. cv. Baer (ecotipo nivel del mar). Este Ultimo resultado sugiere una mayor
sensibilidad al fotoperiodo (en relacion a la generacién del nimero de granos) en Q.
cv. Kankolla (adaptada a bajas latitudes) que en Q. cv. Baer (adaptada a altas
latitudes); ademas concuerda con la mayor sensibilidad al fotoperiodo (determinada
por la duracién de una determinada etapa fenoldgica) registrada previo a floracion
(Bertero et al. 1999b) y posterior a antesis (seccion 4.3.1) en los ecotipos adaptados a
bajas latitudes en relacion a los adaptados a altas latitudes.

La produccion de biomasa total a madurez de cosecha en Q. cv. Kankolla y A.

cv. Don Guiem aument6 ante la exposicion bajo LD en post-antesis. El aumento de la
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biomasa bajo LD post-antesis puede interpretarse a partir de la demora en el
desarrollo reproductivo de los granos lo que incrementa la cantidad de dias que las
plantas producen biomasa. Esa mayor duracion de la post-antesis en LD expone a las
plantas a una mayor cantidad de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) incidente
acumulada durante esta etapa. Una mayor PAR incidente acumulado junto con la
mayor persistencia del canopeo (i.e., senescencia demorada) posibilitaria una mayor
PAR acumulada interceptado durante este periodo y el consecuente aumento en la
produccion de biomasa total. En diferentes especies de “dia corto” se ha documentado
la relacion entre una mayor PAR acumulada interceptado en un periodo y el aumento
en la produccién de biomasa (Andrade 1995; Ruiz & Bertero 2008; Nico et al. 2015).
Ademas de una mayor cantidad de PAR acumulada, bajo LD post- antesis existié una
demora funcional de la senescencia foliar; esto implica que esa PAR “adicional” (i.e.,
en relacién de SD) es utilizada en la mayor asimilacion de carbono integrada en el
tiempo, lo que también explica el incremento de la biomasa total bajo LD post-antesis.
Este efecto del LD en el aumento de la biomasa a través de la demora del desarrollo
reproductivo de los granos es un efecto indirecto del fotoperiodo. Por otro lado, si el
incremento de biomasa bajo LD se pudiera explicar solo por la demora del desarrollo
reproductivo de los granos y la consecuente prolongacion de la etapa post-antesis
(i.e., efecto indirecto del fotoperiodo), las tasas de produccion de biomasa diarias no
variarian significativamente entre tratamientos, sino que simplemente variaria la
cantidad de dias en que se produjo biomasa. En Q. cv. Kankolla, la tasa de
crecimiento relativo (RGR) y tasa de crecimiento absoluto (AGR) dos estimadores de
la produccion de biomasa diaria variaron entre los tratamientos. Bajo LD en el
experimento del afio 2018 la RGR disminuyé considerando toda la post-antesis;
mientras que en el experimento del afio 2019 la AGR aumento al considerar tanto la
totalidad de la duracién de la post-antesis como en subperiodos de la misma. Si bien
esa variacion de las tasas de produccion de biomasa diaria entre afios escapa de los
objetivos de este capitulo, parece claro que al menos en Q. cv. Kankolla el aumento de
la biomasa total no parece explicarse solo por la prolongacién de la etapa post-antesis
(i.e., mas cantidad de dias acumulando biomasa). Esto sugiere que el fotoperiodo
ademas de un efecto indirecto sobre el aumento de la biomasa, tendria un efecto
directo, i.e., no mediado por el desarrollo reproductivo de los granos. En soja, la otra
especie de “dia corto” utilizada en esta tesis, se registraron resultados similares en
relacion a un efecto indirecto y directo del fotoperiodo en la produccion de la biomasa

total durante post-antesis (ver Cap. Il y V).
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3. 5. CONCLUSIONES

Los LD aplicados en la etapa posterior a antesis en quinoa y amaranto retrasan
el desarrollo reproductivo de los granos prolongando la duracién de esta etapa.
Acompafiando la mayor duracion del periodo de post-antesis por un lado existe una
demora funcional de la senescencia foliar asociada a la demora en el desarrollo
reproductivo, i.e., un efecto indirecto del fotoperiodo sobre la senescencia; sin
embargo, algunos sintomas de la demora de la senescencia no se asociaron
Unicamente a la demora del desarrollo reproductivo de los granos, lo que sugeriria
también un efecto directo del fotoperiodo sobre la senescencia foliar, efecto que es
necesario seguir estudiando. Por otro lado, bajo LD el incremento de la biomasa se
asocia a un mayor periodo de produccion de biomasa producto de la demora del
desarrollo reproductivo de los granos (efecto indirecto), y también al menos en uno de
los cv. de quinoa a una modificacion en la tasa de produccioén diaria de biomasa

(efecto directo).
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RETARDO FUNCIONAL DE LA SENESCENCIA FOLIAR Y AUMENTO DE LA BIOMASA EN
LOS CEREALES DE INVIERNO TRIGO, CEBADA, AVENA Y CENTENO EXPUESTOS A DIA
CORTO DURANTE EL PERIODO DE POST-ANTESIS.

4.1. INTRODUCCION

Los cereales de invierno trigo (Triticum aestivum L.), cebada (Hordeum vulgare L.)
avena (Avena sativa L.) y centeno (Secale cereale L.) en conjunto producen 952.2 millones
de toneladas afio* de granos?! en el mundo (FAO STAT 2020); a razén de 3.1- 3.8 kcal gt de
grano (USDA 2021; Welch 2006, 2011) y un requerimiento energético de 2240-2880 kcal dia’
1 en adultos sanos (FAO/OMS/UNU 2001) esta produccién equivale a la energia necesaria
para cubrir las necesidades alimentarias de 2.9-4.5 miles de millones de personas afio™. Esto
marca la importancia de estos cereales en la alimentacion actual y también advierte sobre la
necesidad de comprender el funcionamiento de estos cultivos ante cambios en el ambiente.

Entre los principales factores ambientales que modulan el crecimiento y desarrollo de
los cereales de invierno estan la temperatura y el fotoperiodo. La temperatura por un lado
modifica el ritmo de crecimiento en el ciclo de la planta (Klinck & Sim 1977; Hammes &
Marshall 1980; Porter et al. 1987; Savin & Nicolas 1995; Kernich & Halloran 1996; Peltonen-
Sainio et al. 2011), y por otro lado existen cultivares en estas especies que necesitan un
periodo de bajas temperaturas para volver competente al apice para la floracion,
requerimiento conocido como vernalizacion (Chouard 1960; Coffman & Fray 1961; Hartman
1964; Manupeerapan et al. 1992; Trevaskis 2010). En relacién a la respuesta de la floracion
y vinculado con el requerimiento fotoperiddico, estos cereales son especies de “dia largo”, ya
que es necesario un niumero de dias superando un determinado umbral fotoperiddico (i.e.,
fotoperiodo critico) para que la floracion no se retrase (spp. “dia largo” cuantitativas) o suceda
(spp. “dia largo” cualitativas) (Aspinall 1966; Sampson & Burrows 1972; Thomas & Vince Prue
1997b; Alqudah et al. 2014; Kippes et al. 2020).

En estos cereales la mayoria de los estudios se han focalizado en comprender el
efecto del fotoperiodo previo a antesis, posiblemente porque el nUmero de granos, el mayor
determinante del rendimiento en estas especies (Chmielewski & Kohn 2000; Slafer et al. 2014;
Mahadevan et al. 2016; Alvarez Prado et al. 2017), queda determinado en esta etapa (Fischer
1985; Arisnabarreta & Miralles 2008a; Mahadevan et al. 2016; Kottmann et al. 2016). Se ha
reportado que los fotoperiodos no inductivos para la induccion floral para estas especies (i.e.,
dias cortos, SD) alargan la duracion de la etapa de pre-antesis (Hammes & Marshall 1980;
Fowler 1983; Bleken & Skejelvag 1986; Angus et al. 1981; Slafer & Rawson 1995; Peltonen-

1 En estas tesis en los cereales de invierno se denomina “grano” a la fusidn entre la semilla y el pericarpio del fruto.
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Sainio et al. 2003; Alzueta et al. 2014; Peréz-Giamarco et al. 2018). Asociado a la prolongacion
de la etapa pre-antesis bajo SD, en trigo y cebada aument6 el nimero de macollos por planta
(Miralles & Richard 2000; Gonzalez et al. 2003a), el niumero de hojas en el tallo principal
(Guitard 1960; Allison & Daynard 1976; Slafer & Rawson 1995; Miralles & Richard 2000;
Miralles et al. 2007; Peréz-Giamarco et al. 2018), el nimero de espiguillas (Halse & Weir 1970;
Allison & Daynard 1976; Miralles et al. 2000; Peréz-Giamarco et al. 2018), de flores fértiles
por espiga (Miralles et al. 2000; Gonzalez et al. 2003a, b, 2005a, b; Peréz-Giamarco et al.
2019) y granos (Gonzalez et al. 2005a). Por otro lado, en avena y centeno la exposicion bajo
SD en pre-antesis aumento la biomasa aérea (Klinck & Sim 1977; Kantar & Porter 2014). En
avena también se observd un aumento en el nimero de las paniculas hasta antesis que se
correspondi6 con un aumento del rendimiento (Klinck & Sim 1977).

En estas especies la percepcion del fotoperiodo posterior a antesis y los cambios que
el mismo puede producir en esta etapa han recibido menos atencién que los estudios en pre-
antesis; ademas los resultados en post-antesis son disimiles en los distintos trabajos
publicados. Por un lado, en ensayos en condiciones de campo, donde a partir de diferentes
fechas de siembra se imponen SD en el periodo post-antesis (i.e., dias mas cortos que en
fechas sucesivas de siembra), pero asociados con menores temperaturas (otofio-primavera),
la tasa de desarrollo disminuy6 lo que generd una mayor duracién de las etapas posteriores
a antesis (Marcello & Single 1971; Angus et al.1981; Colville & Frey 1986; Porter et al. 1987,
Chmielewsky & Kohn 2000; Alzueta et al. 2014). La prolongacion de la etapa post-antesis se
asocié mayor o totalmente a la influencia de la temperatura (i.e., baja temperatura) y no a un
efecto del fotoperiodo (i.e., SD) (Marcello & Single 1971; Angus et al.1981; Porter et al. 1987;
Chmielewsky & Kohn 2000; Alzueta et al. 2014). Por otro lado, en condiciones
semicontroladas, donde se modific6 exclusivamente el fotoperiodo, si se registraron algunos
efectos del mismo en la post-antesis. En trigo se ha reportado que los SD post-antesis
aumentaron la duracién de esta etapa y disminuyen la biomasa vegetativa y reproductiva
(Thorne et al. 1968). En forma contraria en trigo, Han et al. (2005) no observaron efecto en la
duracion de la post-floracion ante la exposicion en SD en este periodo. En cebada los SD
post-antesis alargan la duracion de esta etapa, sin modificar la biomasa reproductiva en el
tallo principal, en cambio disminuyé el nUmero de macollos que generaron espigas (i.e.,
incrementd el nimero de macollos estériles), y en aquellos que la produjeron disminuyé el
numero y peso de los granos (Guitard 1960). Finalmente, en avena los SD post- antesis
aumentaron la duracion de este periodo y de la biomasa aérea, en conjunto con una
disminucion en el nimero de paniculas y semillas por planta y un incremento el peso individual
de los granos (Klinck & Sim 1977). Por lo tanto, a partir de los resultados previamente

mencionados no se deberia descartar un posible efecto del fotoperiodo posterior a la antesis,
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y seria pertinente poder establecer la influencia de los SD post-antesis sobre el desarrollo y
la produccion de biomasa en esta etapa.

El llenado de los granos en estos cereales depende de la removilizacion de asimilados
acumulados en la biomasa en pre-antesis (Peterson et al. 1975; Wych et al. 1982; Bonnet &
Incoll 1992; Ellen 1993a, b; Gebbing et al. 1998) y de la actividad fotosintética principalmente
de hojas pero también de tallos y espigas o panoja durante la post-antesis (Jennings & Shibles
1968; Evans & Rawson 1970; Johnson et al. 1975; Takeda & Udagawa 1976; Blum 1985; Bort
et al. 1994; Tambussi et al. 2007, 2021; Maydup et al. 2010; Serrago et al. 2013). Junto con
el llenado de los granos avanza la senescencia foliar, evidenciada por la degradacién de las
clorofilas y/o la diminucién de la asimilacion de diéxido de carbono (Feller & Erirsmann 1978;
Feller 1979; Evans 1983; Uprety & Sirohi 1987; Jukanti & Fisher 2008; Jukanti et al. 2008;
Gaju et al. 2014; Gregersen et al. 2008; Distelfeld et al. 2014; Zhao et al. 2021). La anterior
asociacion permite suponer que una demora en el desarrollo de los granos (0 su ausencia)
retardaria la senescencia foliar; sin embargo, no siempre se observo esta relacion. En trigo
no se registr6 modificacion de la duracién del area foliar verde y area total verde (conjunto de
organos con clorofila) en el tallo principal ante la remocién de los granos (Slafer & Miralles
1992; Slafer & Savin 1994). En forma contraria, en otros trabajos se observé gue los granos
ejercieron un efecto sobre la senescencia foliar, ya que la remocién de los mismos (Feller et
al. 1979; Biswas & Mandal 1988) o su ausencia (cultivares estériles) (Khana-Chopra & Shina
1987; Semwal & Khanna-Chopra 2018) demoraron la degradacion de las clorofilas en las
hojas. Por otro lado, la remocidn de los granos no afecté la asimilacion de diéxido de carbono
(Blum et al. 1988; Labrafia & Araus 1991) o incluso la misma disminuyé (King et al. 1967,
Rawson et al. 1976; Blum et al. 1988). En cebada la extraccion de las flores aumenté la
duracién del area verde junto a una disminucién inicial de la asimilacién de dioxido de carbono
en la hoja bandera; aunque en estadios posteriores la asimilacién de dioxido se recuperd y se
incrementd a valores por encima de las plantas donde las flores no fueron removidas
(Nosberger & Thorne 1965). Por otro lado, en esta especie la remocién de los granos no afect
la duracion del area foliar verde (Dreccer et al. 1997). En avena la remocion del 50-75 % de
las espiguillas aumenté ligeramente la asimilacién de diéxido de carbono en la hoja bandera
(Criswel & Shide 1972). Por ultimo, existe un solo reporte (en mi conocimiento) en el cual bajo
SD en post-antesis en plantas de trigo se demor6 el desarrollo de los granos junto a una mayor
duracion de la superficie foliar (Thorne et al. 1968). Por lo tanto, en los trabajos anteriores no
queda claro si el desarrollo del grano afecta la senescencia foliar y si el fotoperiodo en post
antesis podria modificar alguno de estos procesos.

Finalmente, posterior a la antesis en una misma planta conviven el tallo principal y
macollos con diferentes estados de desarrollo y jerarquia (Aspinall 1961, 1966; Aspinall &
Paleg 1964; Friend 1965; Laude et al. 1967; Thorne et al. 1968; Power & Alessi 1987; Gu &
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Marshall 1988). El estado fenoldgico del tallo principal y macollos determina la percepcion y
sensibilidad a cambios en el fotoperiodo (Klinck & Sim 1976; Slafer & Rawson 1995; Miralles
& Richard 2000; Miralles et al. 2000; Gonzales et al. 2003a; Algudah et al. 2014). En trigo los
SD post-antesis disminuyeron el peso de tallo, nimeros y peso de granos tanto en tallo
principal (i.e., desarrollo mas avanzado) como en macollos (i.e., desarrollo menos avanzado)
(Thorne et al. 1968). En cambio, en cebada los SD post-antesis no tuvieron efecto en la
biomasa reproductiva del tallo principal, sin embargo, disminuyeron la misma en los macollos
(Guitard 1960). A partir de los anteriores resultados seria relevante indagar si los cambios en
el fotoperiodo afectarian de igual forma a macollos con diferente estado de desarrollo
existentes en una misma planta.

De acuerdo a lo expuesto previamente, los objetivos primarios de este capitulo fueron
determinar si la exposicion bajo SD en post-antesis en trigo, cebada, avenay centeno afectan:
1 - El desarrollo reproductivo en post-antesis; 2 - el progreso de la senescencia foliar; 3 - La
produccion de biomasa vegetativa y reproductiva. Como objetivo secundario se busco
establecer si los posibles cambios bajo SD post-antesis se observan en tallo principal y en
macollos con diferentes estadios de desarrollo y jerarquia.

4.2. MATERIALES Y METODOS
4.2.1. Condiciones de cultivo y cultivares

Se realizaron tres experimentos en condiciones semicontroladas de invernaculo en el
Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE - Facultad de Ciencias naturales y Museo, Facultad de
Ciencias Agrarias y forestales, Universidad Nacional de La Plata — CONICET; Argentina, 34°
55" S, 57° 58°0), durante los afios 2017, 2018 y 2019. Las especies utilizadas fueron “trigo
panadero” (Triticum aestivum L.) cultivar BIONTA 3003 (Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria, INTA), “cebada” (Hordeum vulgare L.) cv. Scarlett (CARGILL S.A), “centeno”
(Secale cereale L.) cv. Don Ewald (INTA) y “avena” (Avena sativa L.) cv. Bonaerense INTA
Mana (INTA); se eligieron estos cultivares por ser de uso habitual en esta region. En el
experimento del afio 2017 se utilizaron las especies de trigo y cebada, mientras que en el
2018 se analizaron todas las especies y en el 2019 Unicamente el trigo.

Para la germinacion los granos se embebieron con agua destilada en vermiculita y
permanecieron 15 dias en una camara de frio (6-7 °C) e iluminada por 24 h. La incubacion a
baja temperatura se utiliz6 para asegurar cualquier posible requisito de vernalizacién en los
cultivares, y la iluminacién continua para evitar posibles efectos de etiolacion en las plantulas.
Una vez ocurrida la germinacion visible (i.e., emergencia de la radicula) se las traspaso a
invernéaculo, donde se trasplantaron en contenedores de 7 L que contenian un sustrato de

tierra negra. Este traspaso a invernéculo se realiz6 en abril, febrero - marzo y febrero en los
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experimentos de los afios 2017, 2018 y 2019 respectivamente. Cada contenedor tuvo una
Unica planta; los contenedores fueron agrupados en bloques y rodeados con contenedores
con plantas similares con el objetivo de reducir los efectos de borde. El sustrato se fertilizé
con 10 g pl*de una mezcla granulada de nitrégeno, fésforo, potasio, azufre, magnesio y trazas
de boro, hierro, zinc y manganeso (Nitrofull Emergence, BERTINAT, Argentina) al momento
del pasaje al invernaculo y en la antesis de cada especie. Durante todo el ensayo el riego fue
realizado cada 1-3 dias dependiendo de la demanda evapotranspiratoria. La temperatura del
invernéculo fue controlada (dentro de cierto rango) durante los 3 experimentos y en promedio
fue de 19.5+4.1/15.7 + 2.5 °C diurna/ nocturna.

4.2.2. Tratamientos fotoperiédicos

Las plantas desde el pasaje a invernaculo hasta su antesis se expusieron a un
fotoperiodo extendido para promover la floracion. Una vez alcanzada la antesis comenzaron
los tratamientos fotoperiddicos post-antesis, para lo cual las plantas se dividieron en dos
poblaciones (bloques) que se expusieron alternativamente a diferentes fotoperiodos. Una de
las poblaciones fue sometida a fotoperiodo extendido (inductivo, tratamiento de “dia largo”,
LD) y la otra poblacion a un fotoperiodo natural (no inductivo, tratamiento de “dia corto”, SD).
El tratamiento LD se generd agregando al fotoperiodo natural una fuente de luz artificial
durante 4 h al momento de la puesta de sol. En forma complementaria a los tratamientos
fotoperiodicos descritos, se realizaron cuatro experimentos (i.e., uno por cada especie), en el
cual las plantas fueron mantenidas en forma continua durante pre-antesis y post- antesis bajo
SD (SDSD) o LD (LDLD), corroborando que los cultivares utilizados son sensibles y responden
a cambios en el fotoperiodo (Tabla Suplementaria 4.1).

La fuente de luz artificial fue un tubo de diodo emisor de luz (LED) ubicado a 1.6 m
sobre el nivel del suelo, cuya emisién de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) alcanzaba
un sector comprendido entre los 0.23 m (borde superior de los contenedores) y 1.3 m del nivel
del suelo con una densidad de flujo fotonico fotosintético (PPDF) de 1 - 4 pmoles fotones m
s (sensor PAR lineal BAR-RAD 100 - Cavadevices, Argentina). Estos valores de PPDF
emitidos por las lamparas estan por debajo de los rangos de punto de compensacion luminico
reportados en trigo (52.6 - 75.1 pmoles fotones m? s1; Gerbaud & André 1980; Polley et al.
1993), cebada (9.6 - 32.6 umoles fotones m2 s1; Arenas Corraliza et al. 2019; Hu et al. 2021),
avena (11.2 - 42.1 ymoles fotones m2 s ; Anderson et al. 1979; Lin et al. 2013) y centeno
(5.8 - 69.3 umoles fotones m2 s ; Baron et al. 1996; Deckmyn & Impems 1997), por lo que
no agregaron radiacion en términos fotosintéticos. La relacion roja/rojo lejana (fluencia
660/fluencia 730 nm) de la fuente de luz artificial fue de 1.4 (USB650, Red Tide, Ocean Optics,

Estados Unidos), por lo que fue similar (levemente superior) a la de la luz solar directa.
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4.2.3. Determinaciones ambientales y fenologicas

A lo largo de los experimentos el fotoperiodo se establecié como la diferencia entre la
salida y puesta del sol (sin tener en cuenta los horarios de los creplsculos matutino y
vespertino) a partir de los datos del Servicio de Hidrografia Naval Argentina
(www.hidro.gov.ar). La radiacion solar global incidente se midi6 a partir de una estacion
meteorologica (Vantage Pro2, Davis Instruments, Estados unidos) ubicada a 500 m del
invernéaculo, cada 5 minutos y se integré a lo largo del dia (Departamento de Sismologia e
Informacion Meteoroldgica, Facultad de Ciencias Astrondmicas y Geofisicas, Universidad
Nacional de La Plata). La radiacion solar global incidente se transformé a PAR mediante el
factor de conversion 0.48 (Gosse et al. 1986; Andrade 1995; Ojeda et al. 2018). EI PAR
acumulado (PARac) durante la etapa de post- antesis fue calculado como la suma del PAR
incidente diario. En el célculo del PAR acumulado diario no se tuvo en cuenta el PAR agregado
por las ldmparas por ser menor que el punto de compensacion luminico tal como fue descrito
anteriormente (Seccién 4.2.2). Si bien el PAR incidente, es una medicidon que no estima la
intercepcion per se, puede ser tomada como una medida indicativa de la radiacion a la que
estuvieron sometidas las plantas durante el periodo post- antesis (como en Hipps et al. 1983;
Andrade 1995).

La determinacion fenoldgica se realizd en las cuatro especies segin Zadoks et al.
(1974) (Tabla 4.1). En los 3 afios de experimento cada estado fenoldgico a nivel de planta
entera se establecié cuando mas del 50 % de los ejes? (i.e., tallo principal y macollos) que la
componen tenia un determinado estado ontogénico. Con la misma légica, en el experimento
del afio 2018, el estado fenolégico de los “ejes pre-tratamientos” que incluye tallo principal y
macollos con espigas visibles al inicio del tratamiento, y de los “ejes post-tratamiento” que
incluye los macollos con espiga visible posterior al inicio del tratamiento, se determin6 cuando
mas de 50% de esos ejes tenian un determinado estado ontogénico. El estadio fenologico de
los “ejes pre-tratamientos” correspondié a antesis (i.e., > 50 % de espigas en antesis) al inicio
del tratamiento. En el experimento del afio 2017 la fenologia se determiné al inicio de los
tratamientos fotoperiddicos (antesis, Z 60) y a los 79 y 66 dias post- antesis (dpa) en trigo y
cebada respectivamente, cuando las plantas expuestas bajo LD alcanzaron la madurez de
cosecha (Z 94). En cambio, en los experimentos de los afios 2018 y 2019 la fenologia se
determiné periédicamente (5-7 dias) desde el inicio de los tratamientos hasta que se alcanz6
la madurez de cosecha en cada tratamiento fotoperiddico. La duracion de las etapas

fenoldgicas se expreso en dias calendarios sin correccion por la temperatura, ya que la misma

2 Conjunto de tallo, hojas y espiga o panicula; la presencia de las espigas o paniculas depende del estado
fenoldgico del eje.

Tesis Doctoral — Lic. S. J. Kelly | 103



Capitulo IV

fue constante (dentro del rango descripto en seccion 4.2.1) a lo largo de la etapa de post-

antesis.

Tabla 4.1. Escala fenol6gica posterior a emergencia de espiga o panicula adaptada a
partir de Zadoks et al. (1974).

Estado fenolégico (cédigo Zadoks) Descripcién

Emergencia de espiga o panicula (Z 50-59) Primera espiguilla de espiga o panicula
visible. En cebada aristas visibles.

Antesis (Z 60-69) Anteras expuestas. En cebada ocurre
dentro de la vaina.

Grano acuoso (Z 70-72) Granos exudan liquido incoloro ante la
presién. Espiga o panicula verde.

Grano Lechoso (Z 73-79) Granos exudan liquido blanco ante la
presién. Espiga o panicula verde.

Grano pastoso (Z 80-89) Granos con contenido sélido, de

consistencia blanda a dura. Espiga o
panicula de verde a marrén.

Grano maduro — madurez de cosecha (89-94) Granos con contenido sélido y duro, no
ceden ante la presion. Tallos, hojas y
espiga o panicula seca.

En rango numérico en el cddigo Zadoks indica avance del estado de desarrollo dentro de un mismo estado
fenoldgico. En trigo, cebada y centeno la inflorescencia corresponde a una espiga, mientras que en avena la
inflorescencia corresponde a una panicula.

4.2.4. Determinaciones de la senescencia foliar

En los experimentos del afio 2018 y 2019 la determinacién de la degradacion de las
clorofilas foliares se realizé6 mediante SPAD (SPAD 502, Konica-Minolta, Jap6n) que permite
determinar en forma indirecta el contenido de clorofilas (“indice de verdor”). Las mediciones
de SPAD se realizaron periédicamente cada 5-7 dias en las hojas banderas y en las hojas -1
(i.e., hoja inmediatamente inferior a la hoja bandera) del tallo principal y todos los ejes con
espigas completamente emergidas (aristas visibles en cebada), existentes en la planta al
momento de cada medicién. Se eligieron estas hojas para la determinacion de SPAD ya que
eran hojas completamente desarrolladas (i.e., maduras), no senescentes y expuestas a luz
solar directa. Con el fin de medir el mismo eje, se etiquet6 previo al inicio del tratamiento el
tallo principal, y posterior al inicio del tratamiento cada eje al momento de su primera medicion.
En cada determinacion las hojas banderas y las hojas -1 se midieron en la regién basal, media
y distal. La medicion de SPAD en cada hoja se discontinué al momento que el valor del mismo
fue “cero” (degradacién maxima de clorofilas). A partir de las mediciones individualizadas de
SPAD en las hojas de todos los ejes se determind la degradacién de la clorofilas foliares en
post-antesis (i) del tallo principal y de todos los ejes de la planta (incluye tallo principal y
macollos) en ambos anos de experimento, (ii) de los “ejes pre-tratamientos” y de los “ejes
post-tratamiento” (experimento del afio 2018), (iii) del primer eje que alcanz6 antesis en el

periodo posterior al inicio del tratamiento (experimento del afio 2019).
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En los experimentos de los afios 2018 y 2019 durante la etapa post-antesis se midioé
la asimilacién neta de CO; (An) mediante un analizador de gases del infrarrojo (IRGA, CIRAS
2 Portable Photosynthesis Systems, PP Systems, Estados Unidos) utilizando la camara
(“pinza”) PLC6. Las mediciones se realizaron en la hoja bandera en trigo y avena, y en la hoja
-1 en cebada y centeno, entre las 11-14:30 h con una periodicidad de 5-7 dias. La eleccion de
la hoja -1 en cebada y centeno, se debi6 a que la hoja bandera es muy pequefa (< 0.5 cm de
ancho) para la cAmara de medicion utilizada. En ambos afios de experimentos las hojas
analizadas pertenecian al tallo principal, y ademas en el afio 2019 se midi6 la An en la hoja
bandera del primer eje que alcanzé la antesis posterior al inicio del tratamiento fotoperiddico.
La cuantificacion de An se realiz6 a saturacion luminica (Asa 0 capacidad fotosintética) en dias
soleados que propiciaban una condicion de estabilidad en términos fotosintéticos. En el caso
de dias nublados, previo a la medicion las hojas eran aclimatas durante 30 min, con lamparas
dicroicas (a una distancia de seguridad a la lamina foliar para evitar sobrecalentamiento de la
hoja) con una irradiancia similar a la utilizada en la camara de medicion. Las condiciones de
la cdmara de medicidn del IRGA fueron: PPDF (“irradiancia”) de 1500 umoles de fotones m=
s, concentracion de CO; de 360 ppm, temperatura de 25 ° C y humedad de 10 mbares. En
hojas con un ancho menor a 1.8 cm (menor al diametro de la celda de medicion) se calculd y
ajusto en el equipo el area de hoja efectivamente medido; en hojas con un ancho mayor a 1.8
cm se utilizé el &rea maxima de medicién permitida por la camara (2.54 cm?). Las mediciones
de An en cada planta se discontinuaron cuando se alcanzé la An nula (0 pmoles CO, m? s?).
En el transcurso de las mediciones, se fueron alternando las especies y tratamientos, para
evitar sesgos temporales durante la franja horaria utilizada.

Se estableci6 el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas e inicio de avance
de la disminucion de la An como el primer valor de SPAD o An respectivamente que indica
una tendencia clara y continua a la disminucion de estas variables. A partir de estos inicios de
avance y la degradacién maxima de clorofilas o la An nula, se calculé la tasa de avance de
degradacion de las clorofilas y tasa de avance de disminucion de la An respectivamente,
ajustando una recta de regresion en este periodo. También en este periodo, y como un
indicador de la asociacion entre estos dos “sintomas” de la senescencia foliar, se ajusté una
recta o curva de regresién (segun mejor ajuste) entre la disminucion de los valores de SPAD

y An.

4.2.5. Determinacién y andlisis de biomasa

En el experimento del afio 2018 se realizaron tres muestreos sucesivos: (i) al inicio del
tratamiento (antesis, Z 60); (ii) cuando el tallo principal del tratamiento en LD (control) alcanzé

el final del estadio de grano pastoso (Z 89), y (iii) una cosecha final cuando cada tratamiento
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fotoperiddico alcanz6 la madurez (Z 94). En el afio 2019 se realizaron dos muestreos, al inicio
del tratamiento y a madurez de cosecha de cada tratamiento. En cada muestreo se contabilizé
el nimero total de ejes por planta (incluye tallo principal y macollos), y se los clasificé en ejes
fértiles (i.e., ejes con emergencia de espiga o panicula; en el caso de la cebada, con aristas
visibles) o no fértiles (i.e., ejes con estadio fenoldgico previo a emergencia de espiga o
panicula). A su vez en cada eje se determind el nimero de nudos (nudos con entrenudos > 2
cm de largo), y numero de espiguillas y granos por espiga o panicula. A los efectos de las
determinaciones el area y peso seco de las hojas, se considero el limbo foliar como “hoja” y a
la vaina como parte del tallo. La determinacién del area foliar verde por planta en cada
muestreo se realizé a partir del medidor de &rea (Licor 3100 Area Meter, Li-Cor, Estados
Unidos). Una vez realizados los anteriores registros, las muestras se secaron en estufa
(Mettler Toledo, Argentina) a 60 °C por al menos 15 dias para determinar su peso seco. Por
cada eje se determiné la biomasa de tallo, hojas secas, hojas verdes, hojas totales (conjunto
de hojas secas y verdes), espiga o panicula, granos y resto de espiga o panicula (i.e., conjunto
de raquis, glumas y aristas). El conjunto del peso de tallo y hojas se denomind “biomasa
vegetativa”, el conjunto del peso de granos y resto de espiga o panicula como “biomasa
reproductiva”; la sumatoria de las anteriores se denominé “biomasa total’. En ambos afios de
experimentos en la cosecha final se discrimind entre la biomasa aportada por los ejes pre-
tratamiento que incluyo tallo principal y ejes con espigas visibles al inicio del tratamiento, y
ejes post-tratamiento que incluyé ademas de ejes con espiga visible posterior al inicio del
tratamiento los macollos con estadios fenoldgicos previos a espiga visible.

Se calculé el peso del tallo, hoja y nUmero de nudos por eje mediante la relacion entre
el peso y nimero de los mismos y el nimero de ejes. El nimero de granos o espiguillas por
espiga o panicula por la relacién entre el nimero de los mismos y el nUmero de ejes fértiles;
el nimero de granos por espiguilla como la relacibn de nimero de granos y numero de
espiguillas por espiga o panicula. El peso individual de los granos se determiné a partir de la
relacion entre el peso y nimero de los granos. Con la biomasa total se calcul6 la tasa promedio
de crecimiento absoluto (AGR: (P2 - Pi1) / (T2 — T1); Hunt 1990) y la tasa promedio del
crecimiento relativo (RGR: (In P> — In Py) / (T2 — T1); Radford 1967) por planta; donde P
corresponde a biomasa, T a tiempo, y los subindices 1 y 2 a muestreos sucesivos. Por otro
lado, se calculd la particién de la biomasa en biomasa vegetativa y en biomasa de granos o
reproductiva por planta utilizando el indice de cosecha modificado (HI)? de Donald & Hamblin
(1976). Por lo tanto, la particion se calculé como: Particion a semillas/ o particion a biomasa

reproductiva: (Peso semilla o Biomasa reproductiva) / (Biomasa total).

3En el célculo original de indice de cosecha (HI) de Donald & Hamblin 1976 solo se considera la biomasa de granos;
en el presente capitulo se consider6 ademas de la biomasa de granos, la biomasa reproductiva que incluye los
granos y resto de espiga o panoja.
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4.2.6. Andlisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron a partir de modelos lineales mixtos (mlg) o
modelos lineales generalizados mixtos (mlgm), cuyo factor fijo fue el tratamiento fotoperiddico
post-antesis y el factor aleatorio fue el contenedor (cada contenedor con una planta). Cada
uno de los muestreos destructivos y no destructivos tuvieron al menos 5 repeticiones por
tratamiento. Se comprob6 la distribucion normal de los datos a partir del Test de Shapiro Wilk
(P 0.05), en caso de cumplir este requisito se us6 un mig y en caso de no cumplirlo se utilizd
un migm, donde se comprob6 que no existiese sub o sobre parametrizacion del modelado de
los datos (desviance / grado de libertad = 1). También se comprobd la homogeneidad de la
varianza a partir de la prueba de Levene (P 0.05); en caso de no cumplirla al modelo se le
agregd una varianza heterogénea. Los ANOVAS de los modelos mixtos se analizaron a 3
niveles de significancia estadistica (P 0.05, 0.01, 0.001).

Las mediciones repetidas en el tiempo (SPAD y An) se analizaron como datos
longitudinales al igual que en el capitulo Ill. La tasa de avance de la degradacion de las
clorofilas, tasa de avance de disminucion de la An y la relacién entre ellas se calculé mediante
el ajuste de una recta o curva de regresion (segln mejor ajuste) como se detallé en capitulo
lll. En cada recta o curva se comprobd que el ajuste fuera significativamente diferente de cero
y se calcul6 el coeficiente de determinacion (R?) para cada tratamiento fotoperiddico post-
antesis. La tasa de avance de la degradacion de las clorofilas y tasa de avance de disminucion
de la An se calcul6 mediante el ajuste de una recta de regresion, mientras que la relacion
entre las dos tasas se calcul6 mediante una recta o curva de regresion (segun mejor ajuste).
El célculo de las regresiones anteriores se realizd como se detall6 en el capitulo Ill. Para cada
recta o curva se comprobd que el ajuste fuera significativamente diferente de ceroy se calculo
el coeficiente de determinacion (R?) para cada tratamiento fotoperiédico post-antesis.

El programa estadistico utilizado fue InfoStat version 2020 (Di Rienzo et al. 2020), y
los graficos se realizaron con el programa Excel version 2016 (Microsoft Office Proffesional

Plus 2016) al igual que en el capitulo Il1.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Condiciones ambientales y desarrollo durante post-antesis

En el experimento del afio 2017 la antesis (Z 60) se alcanzé en trigo y cebada después
del 21 de junio (i.e., menor fotoperiodo del afio) por lo que la etapa de post-antesis transcurrid
en un fotoperiodo creciente (Fig. suplementaria 4.1). Por otro lado, durante los experimentos

de 2018 y 2019 la antesis se alcanzé previa al 21 de junio, por lo que la post- antesis
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transcurrié en un primer momento en un fotoperiodo decreciente y luego creciente (Fig.
suplementaria 4.1). Indistintamente del momento del afio donde se alcanzé la antesis, los
tratamientos de LD tuvieron 4 h adicionales en relacién a los SD (Fig. suplementaria 4.1). En
los tres afios de experimentos en ambos tratamientos el rango de fotoperiodo (i.e., variacion

entre fotoperiodo minimo y méaximo durante la post- antesis) fue de 0.85 - 2.65 h (Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Duracion, rango de fotoperiodo y radiacion fotosintéticamente activa
acumulada (PARac) durante la post-antesis en plantas de trigo, cebada, avena y
centeno expuestas a tratamiento fotoperidédico de dia largo (LD) y corto (SD) en
experimentos de los afios 2018 y 2019.

Afio Tratamiento Duracion Rango PARac
Especie antesis- madurez de de
cosecha fotoperiodo
(d) (h) (MJ m?)
2018
Trigo LD 78 13.8-14.6 277.7
SD 111 9.8-11 423.0
Cebada LD 80 13.8-14.5 284.9
SD 108 9.8-11.1 419.5
Avena LD 122 13.8-15.2 455.1
SD 168 9.8-124 726.1
Centeno LD 100 13.8-14.9 351.8
SD 141 9.8-11.7 581.2
2019
Trigo LD 63 13.8-14.9 235.5
SD 92 9.8-10.9 344.1

La PARac se calcul6 por la sumatoria de radiacién global incidente diaria transformada por el factor 0.48
en cada intervalo. Ver materiales y métodos para una descripcién mas detallada.

En todos los experimentos y especies, la exposicion bajo SD (i.e., fotoperiodo “no
inductivo”) demord el desarrollo en post-antesis en relacion a los LD (i.e., fotoperiodo
“inductivo”). En el experimento del afio 2017, a los 79 y 66 dias post-antesis (dpa) en trigo y
cebada respectivamente cuando se finalizé el ensayo en ambos tratamientos, las plantas bajo
LD tenian un desarrollo correspondiente a madurez de cosecha (Z 94 en el 78-88 % de los
macollos por planta), mientras que bajo SD la fenologia era de grano lechoso - pastoso (Z 94
en el 24-28 % de los macollos de cada planta) (Tabla suplementaria 4.2). En los experimentos
del afio 2018 y 2019, en trigo y cebada la madurez de cosecha se retraso entre 28-33 dias
bajo SD en relacion de LD (Tabla 4.2). En avenay centeno la demora en alcanzar la madurez
de cosecha bajo SD fue mayor que en las anteriores especies, y fue del orden de los 41-46
dias (Tabla 4.2). A madurez de cosecha, el 87-91% (dependiendo del experimento) y 61% de
los ejes (incluye tallo principal y macollos) en trigo y cebada respectivamente tenian el
desarrollo correspondiente a Z 94 en LD (i.e., los macollos restantes estaban en un estadio
previo a Z 94), mientras que en SD este estado fenologico (Z 94) estaba presente en el 52-67

% (dependiendo del experimento) de los ejes en trigo y en el 51 % en cebada. En avena y
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centeno el 62 y 51 % de los ejes se correspondian con Z 94 en ambos tratamientos al
momento de madurez de cosecha. Consecuentemente con la demora en el desarrollo, la
radiacién fotosintéticamente activa acumulada (PARac) durante la etapa de post-antesis, fue
entre un 46-65 % mayor (dependiendo de la especie) bajo SD en comparacion de LD en los

experimentos de los afios 2018 y 2019 (Tabla 4.2).

4.3.2. Modificacion de la senescencia foliar durante post-antesis

En los experimentos de los afios 2018 y 2019, la degradacion de las clorofilas foliares
caracterizada por los cambios en valores de SPAD tanto en las hojas banderas como en las
hojas de posicion -1, estuvo demorada en todas las especies expuestas bajo SD durante post-
antesis en comparacion a las expuestas en LD al tener en cuenta la totalidad de los ejes
(incluye tallo principal y todos los macollos con hojas completamente expandidas y espiga
completamente emergida) de la planta (Fig. 4.1; 4.2). En el experimento del afio 2018, en trigo
la demora en la degradacion de las clorofilas en SD se observo 7 dias antes en la hoja -1 en
relacion de la hoja bandera (Fig. 4.1), mientras que en cebada y avena el retraso se registrd
7y 39 dias antes respectivamente, en la hoja bandera al contrastar con la hoja -1 (Fig. 4.1).
Por otro lado, en centeno y trigo de los experimentos de los afios 2018 y 2019
respectivamente, la demora en la degradacién de las clorofilas se evidencié en forma

simultanea en ambas hojas ante la exposicion bajo SD (Fig. 4.1; Fig. suplementaria 4.2).
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Figura 4.1. Modificacién del contenido de clorofilas foliares (estimadas a partir de indice de “verdor” SPAD) en hoja bandera (Ban) y hoja -1 (-1)
considerando la totalidad de los ejes en plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperioédico de dia largo (LD) y corto
(SD) durante post- antesis en el experimento del afio 2018. (A) Trigo, (B) cebada, (C) avena y (D) centeno. En la parte superior de los gréficos la
flecha () indica estado fenoldgico segun Zadoks et al. (1974). Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente entre tratamientos. Los asteriscos sin subrayar (*) y los asteriscos subrayados (*) se
corresponden a la P en hoja ban y -1 respectivamente. La barra (l) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el
gréfico se debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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Figura 4.2. Vista general de plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuestas a tratamiento

fotoperiddico de dia largo (LD) y corto (SD) en post- antesis en el experimento del afio 2018. (A)
Trigo, a los 78 dias post-antesis (dpa), (B) cebada a los 80 dpa, (C) avena a los 122 dpay (D) centeno

a los 88 dpa.
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En el experimento del afio 2018, y en forma similar a lo registrado en la totalidad
de los ejes, la exposicion bajo SD en post-antesis demord la degradacion de las
clorofilas en las hojas bandera, en las hojas -1 o en ambas hojas en los “ejes pre-
tratamiento” (incluye tallo principal y macollos con espiga completamente emergida al
inicio del tratamiento) y en los “ejes post- tratamiento” (incluye macollos con espiga
completamente emergida posterior al inicio del tratamiento) en compasién a los LD. En
las especies trigo, cebada y centeno en las hojas bandera y hojas -1, tanto en los ejes
pre-tratamiento como post-tratamiento bajo SD, se registré una menor degradacion de
las clorofilas (i.e., evidenciado por mayores valores de SPAD) durante la post-antesis
que bajo LD (Fig. 4.3, 4.4). En las anteriores especies la degradacion maxima de las
clorofilas (i.e., valor 0 SPAD), solo se alcanzo en los ejes pre-tratamiento (Fig. 4.3, 4.4).
En trigo y cebada en los ejes pre-tratamiento la degradacién méaxima estuvo demorada
bajo SD entre 14-28 y 7-28 dias (dependiendo de la hoja) respectivamente que en los
tratamientos bajo LD (Fig. 4.3). En los ejes pre-tratamiento de centeno la degradacién
méaxima se retrasé 30 dias bajo SD en comparacién de LD en las hojas banderas,
mientras que en las hojas -1 solo se alcanzo en los LD al momento de la finalizacion del
ensayo (Fig. 4.3). En avena la menor degradacion de las clorofilas bajo SD se evidencio
en las hojas bandera de los ejes pre-tratamiento y en las hojas -1 de los ejes post-
tratamiento (Fig. 4.3, 4.3). La degradacién méaxima de clorofila en esta especie al
finalizar el ensayo, solo se observo en las hojas bandera de los tratamientos de LD en

los ejes pre-tratamiento (Fig. 4.4).
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Figura 4.3. Modificacién del contenido de clorofilas foliares (estimadas a partir de indice de “verdor” SPAD) en hoja bandera (Ban) y hoja -1 (-1)
considerando los ejes ‘pre-tratamiento” en plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y
corto (SD) durante post- antesis en el experimento del afio 2018. (A) Trigo, (B) cebada, (C) avenay (D) centeno. En la parte superior de los graficos
la flecha (|) indica estado fenoldgico segun Zadoks et al. (1974). Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente entre tratamientos. Los asteriscos sin subrayar (*) y los asteriscos subrayados (*) se
corresponden a la P en hoja ban y -1 respectivamente. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el
gréfico se debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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Figura 4.4. Modificacién del contenido de clorofilas foliares (estimadas a partir de indice de “verdor” SPAD) en hoja bandera (Ban) y hoja -1 (-1)
considerando los ejes ‘post-tratamiento” en plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y
corto (SD) durante post- antesis en el experimento del afio 2018. (A) Trigo, (B) cebada, (C) avenay (D) centeno. En la parte superior de los gréaficos
la flecha (|) indica estado fenoldgico segun Zadoks et al. (1974). Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente entre tratamientos. Los asteriscos sin subrayar (*) y los asteriscos subrayados (*) se
corresponden a la P en hoja ban y -1 respectivamente. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el
gréfico se debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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En el tallo principal de los experimentos de ambos afios y en el primer eje
posterior al inicio del tratamiento que alcanz6 antesis en el afio 2019, en plantas de trigo,
avenay centeno expuestas en post-antesis en SD existié una degradacién mas lenta de
las clorofilas foliares en relacién a la exposicion en LD. En estas especies en la hoja
bandera el inicio del avance de la degradaciéon de las clorofilas (i.e., primer valor de
SPAD que indica una tendencia decreciente y continua de estos valores en el tiempo) y
la degradacion maxima de las mismas se registro entre 5-21 dias después (dependiendo
de la especie) bajo SD en comparacion de LD (Fig. 4.5; Fig. suplementaria 4.2). Por otro
lado, en las hoja -1 el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas en general
fue simultaneo en ambos tratamientos; en cambio, la degradacion maxima de las
clorofilas se demoré 15 dias en trigo (en ambos experimentos) y 14 dias centeno en los
SD, mientras que en avena no se constatd la degradacion maxima producto que el
ensayo finalizé previamente a este momento (Fig. 4.5; Fig. suplementaria 4.2). Las tasas
de degradacion de las clorofilas (estimadas a partir de la recta de regresion entre el
inicio del avance y degradaciéon méaxima de las clorofilas) en general no tuvo cambios
entre tratamientos en ambas hojas en los experimentos del afio 2018 (Fig. 4.5). En
cambio, en el experimento del afio 2019, en plantas de trigo tanto en el tallo principal
como en el primer macollo que alcanzé la antesis posterior al inicio del tratamiento, la
tasa de degradacion de las clorofilas en ambas hojas fue menor bajo SD en relacién a
los LD (Fig. suplementaria 4.2). En cebada en ninguna de las hojas del tallo principal se
observé diferencia en el inicio de la degradacion, la degradacién maxima y la tasa de

degradacioén de clorofilas entre los tratamientos (Fig. 4.5).
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Figura 4.5. Modificacién del contenido de clorofilas foliares (estimadas a partir de indice de “verdor” SPAD) en hoja bandera (Ban) y hoja -1 (-1) considerando
los tallos principales en plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post- antesis
en el experimento del afio 2018. (A) Trigo, (B) cebada, (C) avena y (D) centeno. En la parte superior de los graficos la flecha (|) indica estado fenol6gico
segun Zadoks et al. (1974). Las ecuaciones representan la tasa de avance de degradacién de las clorofilas (calculada entre en inicio de avance de la
degradacion y la degradacion maxima de clorofilas) en hoja ban y -1 ecuacidn superior e inferior respectivamente; Entre paréntesis () el coeficiente de
determinacion (R?) y la probabilidad de relacién nula entre variables para cada tratamiento; debajo de las ecuaciones se representa la probabilidad (P) de
diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y
0.001 respectivamente entre tratamientos, y ns ausencia de diferencia. Los asteriscos sin subrayar (*) y los asteriscos subrayados (*) se corresponden a la
P en hoja ban y -1 respectivamente. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el grafico se debe a que el

valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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En los tallos principales del experimento del afio 2018, la asimilacién neta de
diéxido de carbono (An a saturacién luminica) en trigo, avena y centeno se prolongo
durante la post-antesis en plantas expuestas bajo SD en comparacion de LD (Fig. 4.6).
El inicio de avance de la disminucién de la An (i.e., primer valor de An que indica una
disminucidn sostenida) no estuvo modificada entre tratamientos, en cambio la tasa de
avance de la disminucién de An (i.e., la pendiente de la recta de regresion ajustada,
calculada entre inicio del avance de la disminucién y An nula) fue consistentemente
menor bajo SD en relacion de LD (Fig. 4.6). Consecuentemente con la menor tasa de
avance de la disminucion de An, la An persistié en plantas expuestas bajo SD entre 7-
14 dias méas (dependiendo de la especie) que bajo LD (Fig.4.6). En cebada, por el
contrario, no se registraron estas tendencias y la An no tuvo cambios entre tratamientos
(Fig. 4.6). En el experimento del afio 2019 en trigo tanto el tallo principal como el primer
eje en alcanzar la antesis post-tratamiento, se evidencio la misma persistencia de la An
bajo SD en comparacién de LD que en el experimento del afio 2018. (Fig. suplementaria
4.3). Sin embargo, en el primer eje en alcanzar la antesis post-tratamiento los efectos
de SD sobre la An fueron mas acentuados que en el tallo principal, ya que la tasa de
avance de la disminucion fue mas lenta (pendientes de las tasas avance de diminucion
de An 0.41 vs. 0.55 umoles CO, m2 s'd?) y la persistencia en la An fue mayor (14 vs.
10 dias) (Fig. suplementaria 4.3).

En los experimentos de ambos afios en todas las especies los dos sintomas de
la senescencia analizados (i.e., degradaciéon de las clorofilas y disminucion de la An
durante la post-antesis) estuvieron asociados en ambos tratamientos fotoperiédicos. En
general el inicio del avance de la disminucién de la An antecedi6 el inicio del avance de
la degradacién de las clorofilas, y consecuentemente la An nula precedié a la
degradaciéon maxima de clorofilas foliares en los dos tratamientos (Fig. 4.5, 4.6; Fig.
suplementaria 4.2 ,4.3). Por otro lado, la tasa de avance de la degradaciéon de las
clorofilas y la tasa de avance de la disminucion de la An se asociaron significativamente
mediante una recta (trigo y cebada) o curva de regresiéon (avena y centeno), con un alto
coeficiente de determinacién (R? > 0.72) en ambos tratamientos (Fig. suplementaria 4.4
y 4.5).
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Figura 4.6. Modificacion de la asimilacion neta de dioxido de carbono a saturacion luminica (An) en el tallo principal de plantas de trigo, cebada,
avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post- antesis en el experimento del afio 2018.
(A) Trigo, (B) cebada, (C) avenay (D) centeno. En trigo y avena la determinacion de An se realiz6 en la hoja Ban, y en cebada y centeno en
la hoja -1. En la parte superior de los gréficos la flecha (|) indica estado fenolégico segtin Zadoks et al. (1974). Las ecuaciones representan la
tasa de avance de disminucion de la An (calculada entre en inicio de avance de la disminucién de Any An nula); entre paréntesis () el coeficiente
de determinacion (R?) y la probabilidad de relacién nula entre variables para cada tratamiento; Debajo de las ecuaciones se representa la
probabilidad (P) de diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente entre tratamientos, y ns ausencia de diferencia. La barra (I) representa el error estandar
(SE) de la media; en caso de no observarse en el gréfico se debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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4.3.3. Modificacion de la biomasa vegetativa durante la post- antesis

En el experimento del afio 2018 en el muestreo intermedio en trigo y cebada el
area foliar y peso de hojas verde por planta aumentaron entre 240-270 y 170-190 %
respectivamente en SD en comparacién de LD (Tabla suplementaria 4.3). En este
muestreo no se registraron otros cambios en relaciébn a la biomasa vegetativa en
ninguna de las especies entre los tratamientos fotoperiodicos (Fig. 4.7).

En ambos afios de experimentos (2018 y 2019) a madurez de cosecha (Z 94),
en todas las especies la biomasa vegetativa (i.e., conjunto del peso de tallos y hojas
totales (hojas secas y verdes)) por planta fue significativamente mayor bajo SD en
relacion de LD (Fig. 4.7). En trigo, el aumento de biomasa vegetativa bajo SD fue de 51
y 92 % en el aflo 2018 y 2019 respectivamente (Fig. 4.7; Fig. suplementaria 4.6);
mientras que en cebada, avena y centeno bajo SD se registraron incrementos del 55,
76 y 20 % respectivamente (Fig. 4.7). La mayor biomasa vegetativa bajo SD se
correspondi6 en todas las especies con el incremento del peso de los tallos por planta
(Fig. 4.7; Fig. suplementaria 4.6). El mayor peso de los tallos por planta en trigo y
cebada, se registr6 junto al incremento del numero de ejes por planta bajo SD post-
antesis, sin cambios entre tratamientos en el peso del tallo y de hojas por eje (Tabla
4.3). En avena y centeno no se observaron cambios entre tratamientos en el nimero de
ejes por planta (Tabla 4.3). Sin embargo, en centeno el peso del tallo y de hojas por eje
fue mayor bajo SD en comparacién de LD (tabla 4.3). Finalmente, se registré que el
peso de hojas totales por planta aumentd un 111, 27 y 8 % en trigo (afio 2019), avena 'y
centeno respectivamente ante la exposicién de las plantas bajo SD en comparacion de
LD durante post-antesis.

A madurez de cosecha (Z 94) en ambos afios de experimentos en los ejes pre-
tratamientos no se registraron cambios entre LD y SD post-antesis en la biomasa
vegetativa ni en ninguno de sus componentes (i.e., peso de tallos y hojas) (Fig. 4.8; Fig.
suplementaria 4.6). Respecto a los ejes post-tratamiento en todas las especies, el peso
de la biomasa vegetativa y del tallo por planta tuvo un aumento significativo bajo SD en
relacion de LD post-antesis (Fig. 4.8; Fig. suplementaria 4.6). En trigo y cebada se
incremento el numero de ejes post-tratamiento por planta bajo SD, en cambio en avena
y centeno no se observaron diferencias en este nimero entre tratamientos (tabla 4.3).
En trigo (afio 2019) y centeno los ejes post-tratamiento registraron un aumento del peso
del tallo por eje bajo SD; mientras que también bajo SD se registré un aumento en el

peso de las hojas por eje en avena y centeno (Tabla 4.3). En los ejes post- tratamiento
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el peso de hojas totales por planta en trigo (2019), avena y centeno aumenté en las

plantas expuestas bajo SD en relacion de LD (Fig. 4.8; Fig. suplementaria 4.6).
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Figura 4.7. Biomasa vegetativa (Ve), de tallos (Ta) y de hojas totales (Ho) considerando todos los ejes en plantas de trigo, cebada,
avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post-antesis en el experimento del afio
2018. (A) trigo, (B) cebada, (C) avena y (D) centeno. La biomasa vegetativa incluye peso de tallos y hojas totales, mientras que la
biomasa de hojas totales incluye hojas secas y verdes. En la parte superior del grafico se indican los estadios fenolégicos segin
escala de Zadoks et al. (1974). Los muestreos iniciales (0 dias post-antesis, dpa) e intermedios (57, 32, 59 y 60 dpa) se realizaron a
los mismos dpa entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realiz6 alcanzado la madurez de cosecha (Z 94) por lo que difieren
en los dpa en que se realizé entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P <
0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (1) representa el error estandar de la media.
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Tabla 4.3. Namero de ejes, de nudos por eje, peso de tallos y hojas por eje considerando la totalidad de los ejes, los ejes pre-tratamiento
y los post-tratamiento a madurez de cosecha (Z 94) plantas de en trigo, cebada, avena y centeno expuesta a tratamiento fotoperiddico de

dia largo (LD) y corto (SD) durante post-antesis en los experimentos de los afios 2018 y 2019.

Afio Tratamiento Totalidad de ejes Ejes pre-tratamiento Ejes post-tratamiento
Especie Numero  NUmero Peso Peso Numero Peso Peso NUumero Peso Peso
de de de de de de de de de de
ejes nudos tallo hojas ejes tallo hojas ejes tallo hojas
(N°pl?) (N°eje) (9 eje) (9 eje) (N°pl?) (geje?) (geje?) (N° pIh) (g eje) (g eje)
2018
Trigo LD 11 4 0.66 0.30 4 0.69 0.31 7 0.64 0.28
SD 20 4 0.53 0.20 3 0.62 0.30 17 0.51 0.18
*x ns ns ns ns ns ns *x ns ns
Cebada LD 32 5 0.37 0.12 4 0.54 0.27 28 0.35 0.10
SD 40 5 0.46 0.11 5 0.65 0.29 35 0.43 0.09
* ns ns ns ns ns ns * ns ns
Avena LD 59 4 0.23 0.04 3 0.61 0.23 56 0.21 0.03
SD 62 4 0.27 0.05 3 0.58 0.24 59 0.25 0.04
ns ns ns ns ns ns ns ns ns *
Centeno LD 41 4 0.32 0.02 3 0.40 0.07 38 0.31 0.02
SD 36 5 0.65 0.06 3 0.47 0.11 33 0.67 0.06
ns * *x * ns ns ns ns *x *
2019
Trigo LD 12 4 0.79 0.23 7 1.03 0.30 5 0.36 0.12
SD 26 4 0.68 0.22 7 1.09 0.33 19 0.52 0.18
** ns * ns ns ns ns * * ns

La totalidad de los ejes considera ejes pre-tratamiento y post-tratamiento fértiles y no fértiles. La madurez de cosecha (Z 94) fue determinada segun Zadoks et al. (1974).
La sigla “pl” corresponde a planta. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia
de diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.
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Figura 4.8. Biomasa vegetativa (Ve), de tallos (Ta) y de hojas totales (Ho) a madurez de cosecha (Z
94) considerando los ejes pre-tratamiento (pre trat) y post-tratamiento (post trat) en plantas de trigo,
cebada, avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y corto (SD) durante
post-antesis en el experimento del afio 2018. (A) trigo, (B) cebada, (C) avenay (D) centeno. La biomasa
vegetativa incluye peso de tallos y hojas totales, mientras que la biomasa de hojas totales incluye hojas
secas y verdes. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05,
0.01 y 0.001 respectivamente entre tratamientos. La barra (1) representa el error estandar de la media.
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4.3.4. Modificaciéon de la biomasa reproductiva durante post- antesis

En el experimento del afio 2018 en el muestreo intermedio previo a madurez de
cosecha (Z 94) no existi6 diferencia significativa en la biomasa reproductiva (i.e.,
conjunto del peso de granos y resto de espiga o0 panicula (raquis, glumas y aristas))
entre tratamientos fotoperiddicos en ninguna de las especies (Fig. 4.9). En cambio, en
ambos afos de experimentos en el muestreo final realizado a madurez de cosecha, se
registré que en trigo (2019) y en avena existi6 un aumento en la biomasa reproductiva
de las plantas bajo SD en comparacion con el tratamiento de LD (Fig. 4.9; Fig.
suplementaria 4.7). Congruentemente, en estas especies se incrementé el peso de los
granos por planta en los SD (Fig. 4.9; Fig. suplementaria 4.7). En trigo (2019) el peso
individual de los granos disminuy6 bajo SD en relacién de LD, mientras que en avena
se observé lo contrario (Tabla 4.4). En relacién al peso del resto de espiga bajo SD en
trigo (2018 y 2019) y en cebada existié un incremento en comparacion a las plantas
expuestas bajo LD en post-antesis (Fig. 4.9; Fig. suplementaria 4.7).

A madurez de cosecha bajo SD post-antesis se registraron entre 7-10 ejes
fértiles (i.e., ejes con espigas o panojas, Z > 50) mas por planta en trigo (en ambos afios)
y en cebada en relacion a los LD (Tabla suplementaria 4.4). En trigo también aument6
el nimero de ejes no fértiles (i.e., ejes sin espiga 0 panoja expuesta, Z < 50), aunque
este incremento fue menor al evidenciado en los ejes fértiles (Tabla suplementaria 4.4).
En avena y centeno, por otra parte, el nimero de ejes fértles no cambié entre
tratamientos; sin embargo, en avena el numero de ejes no fértiles fue mayor bajo SD
con respecto de LD (Tabla suplementaria 4.4). En trigo y avena las plantas bajo SD
generaron un mayor niumero de granos por planta que en LD; este aumento fue del 16%
al 67 % en 2018 y 2019 respectivamente en trigo y del 24 % en avena (Tabla 4.4).
Ademas, en trigo y también en cebada se registré6 un aumento en el nimero de
espiguillas por planta en los SD post-antesis (Tabla 4.4). En general, en ninguna de las
especies existié una diferencia en el nimero de granos y de espiguillas por espiga o
panicula entre los tratamientos; la Unica excepcion fue el aumento de estos
componentes bajo SD en trigo del experimento del afio 2018 (Tabla 4.4). El nUmero de
granos por espiguilla en trigo (2018) y cebada disminuy6 en plantas expuestas bajo SD

en relacion a los LD, en cambio en avena se registro lo opuesto (Tabla 4.4).
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Figura 4.9. Biomasa reproductiva (Re), de granos (Gn) y del resto de espigas o paniculas (ReEs) considerando todos los ejes en plantas
de trigo, cebada, avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperidédico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post-antesis en el
experimento del afio 2018. (A) trigo, (B) cebada, (C) avenay (D) centeno. La biomasa reproductiva incluye peso de granos y resto de espiga
0 panicula; la biomasa resto de espiga incluye peso de raquis, glumas y aristas de espiga o panicula. En la parte superior del gréfico se
indica estadios fenoldgicos segun escala de Zadoks et al. (1974). Los muestreos iniciales (0 dias post-antesis, dpa) e intermedios (57, 32,
59 y 60 dpa) se realizaron a los mismos dpa entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realizé alcanzado la madurez de cosecha
(Z 94) por lo que difieren en los dpa en que se realizé entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente entre tratamientos. La barra (I) representa el error estandar de la media.
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Tabla 4.4. Numero de granos y espiguillas por planta y por espiga o panicula, nUmero de granos por espiguillas y
peso individual de grano considerando la totalidad de los ejes a madurez de cosecha (Z 94) en plantas de trigo,
cebada, avena y centeno expuesta a tratamiento fotoperiddico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post-antesis

en los experimentos de los afios 2018 y 2019.

Afo Tratamiento Ndamero Ndamero Ndamero Ndamero Ndamero Peso
Especie de de de de de individual
granos espiguillas granos espiguillas granos de
por por por por por grano
planta planta espiga espiga espiguilla
(N° pih) (N° pih) (N° esp™) (N° esp™) (N° espg™) (mg Gn')
2018
Trigo LD 290 163 30 17 1.79 37.81
SD 336 243 20 14 1.40 35.45
* *% **% *% * ns
Cebada LD 327 548 13 22 0.60 42.57
SD 353 803 9 21 0.44 40.88
ns *hk ns ns i ns
Avena LD 532 350 10 6 1.52 30.40
SD 661 378 13 7 1.76 32.88
** ns ns ns * *
Centeno LD 757 562 20 14 1.37 7.46
SD 736 560 22 17 1.31 8.03
ns ns ns ns ns ns
2019
Trigo LD 481 200 47 19 2.40 34.23
SD 805 358 42 19 2.20 27.56
*% *k%k nS I’]S I’]S *

Rl 0

La madurez de cosecha (Z 94) fue determinada segun Zadoks et al. (1974). La sigla “pl”,” esp”,” espg” y” Gn” corresponden a planta, espiga

o panicula, espiguilla y grano respectivamente.

y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.

Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01
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Al momento del muestreo final, en ambos tratamientos todos los ejes pre-
tratamiento eran fértiles (Tabla suplementaria 4.5). En ninguna de las especies se
evidencié cambio en el peso y numero de los componentes de la biomasa reproductiva
en estos ejes (Fig. 4.10; Fig. suplementaria 4.7; Tabla suplementaria 4.5). Por otro lado,
la biomasa reproductiva de los ejes post-tratamiento tuvieron una tendencia similar a los
cambios registrados en la totalidad de los ejes por planta bajo SD post-antesis. En los
ejes post-tratamiento en trigo (2019) y avena, las plantas expuestas bajo SD
incrementaron la biomasa reproductiva y el peso de los granos en relacién a los LD (Fig.
4.10). El peso individual de los granos disminuy6 en los SD en trigo (2019), y lo opuesto
se evidencio en avena (Tabla suplementaria 4.6). Bajo SD en trigo y cebada aumenté el
namero de ejes post-tratamiento fértiles, mientras que también en trigo y avena se
registré un incremento del nimero de ejes post-tratamiento no fértiles en relacion a los
LD (Tabla suplementaria 4.4). En los ejes post-tratamiento fértiles, se generé un mayor
namero de granos por planta en trigo y avena, y un incremento de espiguillas por planta
en trigo y cebada bajo SD en comparacién a plantas expuestas bajo LD (Tabla
suplementaria 4.6). En plantas de trigo (2018) y cebada tratadas bajo SD en los ejes
post-tratamiento disminuyo el nimero de granos por espiga y de granos por espiguilla
en comparacion del tratamiento en LD. En forma contraria, el nimero de granos y
espiguillas por panicula, y granos por espiguillas aumenté en plantas de avena

expuestas bajo SD en contraste a los LD (Tabla suplementaria 4.6).
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Figura 4.10. Biomasa reproductiva (Re), de granos (Gn) y del resto de espigas o paniculas (ReEs)
a madurez de cosecha (Z 94) considerando los ejes pre-tratamiento (pre trat) y post-tratamiento
(post trat) en plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperiédico de
dia largo (LD) y corto (SD) durante post-antesis en el experimento del afio 2018. (A) trigo, (B)
cebada, (C) avenay (D) centeno. La biomasa reproductiva incluye peso de granos y resto de espiga
0 panicula; la biomasa resto de espiga incluye peso de raquis, glumas y aristas de espiga o panicula.
En la parte superior del grafico se indican estadios fenolégicos segln escala de Zadoks et al. (1974).
Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001
respectivamente entre tratamientos. La barra (I) representa el error estandar de la media.
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4.3.5. Modificacién de las tasas de crecimiento y particién de la biomasa durante

post-antesis

En el experimento del afio 2018 la biomasa total (conjunto de biomasa vegetativa
y biomasa reproductiva) producida entre antesis (Z 64-65) y el muestreo intermedio se
incremento significativamente un 49 % en plantas de centeno expuestas bajo SD en
relacion de LD (Fig. 4.11). En consecuencia, en centeno la tasa promedio de crecimiento
relativo (RGR) y la tasa promedio de crecimiento absoluto (AGR) por planta fue mayor
bajo SD (Tabla 4.5). En trigo, cebada y avena no se registraron cambios en la produccion
de biomasay en las tasas de crecimiento entre tratamientos en este periodo (Fig. 4.11,;
Tabla 4.5).

En ambos afios de experimentos en todas las especies, la biomasa total a
madurez de cosecha (Z 94) considerando todos los ejes se incrementé en plantas
expuestas bajo SD en comparacion de LD (Fig. 4.11; Fig. suplementaria 4.8). El mayor
aumento en los SD se evidencié en trigo (2019) y centeno siendo ca. 60%, mientras
que en trigo (2018), cebada y centeno fue del orden del 27-37%. En ninguna especie se
registraron cambios en la biomasa total entre tratamientos en los ejes pre-tratamiento;
en cambio se observé un aumento en la biomasa total en los ejes post-tratamiento en
todas las especies bajo SD en relacion a los LD (Fig. 4.12). En el experimento del afio
2018, la RGR y AGR durante el periodo comprendido entre muestreo intermedio y la
madurez de cosecha disminuyé en trigo, avena y centeno expuestos bajo SD en
comparacion de los LD (tabla 4.5). Por otro lado, considerando todo el periodo de post-
antesis, en el experimento del afio 2018 en trigo, avena y centeno la RGR disminuy6 en
SD, mientras que la AGR no tuvo cambios entre tratamientos (Tabla 4.5). En forma
opuesta, al considerar toda la post-antesis en trigo del experimento del afio 2019, la
RGR no se modificé entre tratamientos, mientras que la AGR aument6 en los SD (Tabla
4.5).

A madurez de cosecha en las especies trigo, cebada y centeno la biomasa total
particionada en granos y particionada en la biomasa reproductiva (i.e., granos + resto
de espiga) disminuy6 ante la exposicion bajo SD en comparacién de los LD (Tabla 4.6).
En sentido contrario, en avena la particiobn en granos y en la biomasa reproductiva

aumento en plantas bajo los SD (Tabla 4.6).
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Figura 4.11. Biomasa total considerando todos los ejes en plantas de trigo, cebada, avenay centeno
expuestas a tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post-antesis en el
experimento del afio 2018. (A) trigo, (B) cebada, (C) avena y (D) centeno. La Biomasa total incluye
biomasa vegetativa y reproductiva. En la parte superior del grafico se indican estadios fenoldgicos
segun escala de Zadoks et al. (1974). Los muestreos iniciales (0 dias post-antesis, dpa) e
intermedios (57, 32, 59 y 60 dpa) se realizaron a los mismos dpa entre tratamientos; en cambio el
muestreo final se realiz6 alcanzada la madurez de cosecha (Z 94) por lo que difieren en los dpa en
gue se realiz6é entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente entre tratamientos. La barra (I) representa
el error estandar de la media.
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Tabla 4.5. Tasa de crecimiento relativo (RGR) y tasa de crecimiento de absoluto (AGR) durante el periodo antesis - muestreo
intermedio, muestreo intermedio - madurez de cosecha y antesis - madurez de cosecha en plantas de trigo, cebada, avena y centeno
expuesto en tratamiento fotoperiodico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post- antesis en los experimentos de los afios 2018 y
2019

Afio Tratamiento RGR AGR RGR AGR RGR AGR
Especie (mg g* d) (mg pl* d) (mg g*d) (mg pI* d) (mg g* d) (mg pI* d)
2018 Antesis - 57 dpa 57 dpa-madurez de cosecha Antesis - madurez de cosecha
Trigo LD 18.4 211.7 15.0 323.1 18.2 241.7
SD 22.8 287.1 6.2 172.4 14.9 231.3
ns ns *x * ** ns
Antesis - 32 dpa 32 dpa- madurez cosecha
Cebada LD 10.3 1345 14.9 334.6 13.2 254.5
SD 135 188.6 12.1 339.2 12.7 294.6
ns ns ns ns ns ns
Antesis - 59 dpa 59 dpa- madurez de cosecha
Avena LD 15.8 120.1 17.4 368.1 16.7 248.1
SD 15.0 116.7 12.3 297.3 13.5 233.9
ns nS *k%k * *k% nS
Antesis- 60 dpa 60 dpa- madurez de cosecha
Centeno LD 11.7 47.5 34.6 422.5 21.0 197.3
SD 18.4 92.9 17.7 340.7 18.1 235.3
* * *k%k nS * nS
2019
Trigo LD 171 322.6
SD 17.6 466.0
ns *

La antesis y madurez de cosecha se corresponde a Z 64-65 y Z 94 respectivamente segln la escala fenolégica de Zadoks et al. (1974). Los muestreos intermedios
fueron realizados a los 57, 32, 59 y 60 dias post-antesis (dpa). En trigo el muestreo intermedio correspondié al estadio de desarrollo Z 80-83 (LD) y Z 70-75 (SD),
en cebada a Z 75-78 (LD) y Z 72- 74 (SD), en avena a Z 73-74 (ambos tratamientos) y en centeno Z 71- 73 (ambos tratamientos). La sigla “pl” corresponde a planta.
Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente
significativa entre tratamientos.
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Figura 4.12. Biomasa total a madurez de cosecha (Z 94) considerando los ejes pre-tratamiento
(pre trat) y post-tratamiento (post trat) en plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuestas a
tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post-antesis en el experimento del
afio 2018. (A) trigo, (B) cebada, (C) avena y (D) centeno. La Biomasa total incluye biomasa
vegetativa y reproductiva. En la parte superior del grafico se indican los estadios fenolégicos segun
la escala de Zadoks et al. (1974). Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente entre tratamientos. La barra (1) representa
el error estandar de la media.
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Tabla 4.6. Particion de biomasa a granos y a biomasa reproductiva a madurez de cosecha
(Z 94) en plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperiddico
de dia largo (LD) y corto (SD) durante post- antesis en los experimentos de los afios 2018
y 2019.

Afo Tratamiento Peso de granos / Biomasa reproductiva/
Especie Biomasa total Biomasa total
2018
Trigo LD 0.44 0.61
SD 0.38 0.54
*%* *%*
Cebada LD 0.43 0.51
SD 0.36 0.45
*% *
Avena LD 0.46 0.54
SD 0.49 0.56
*% *
Centeno LD 0.25 0.38
SD 0.16 0.30
* *
2019
Trigo LD 0.50 0.63
SD 0.41 0.56
*% *

La Biomasa reproductiva incluye biomasa de semillas y de resto de espiga o panicula; la Biomasa total incluye
la biomasa vegetativa y reproductiva. Madurez de cosecha determinada segun escala fenolégica de Zadoks
et al. (1974). Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y
0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.

4.4, DISCUSION

4.4.1. Demora del desarrollo reproductivo y de la senescencia foliar en

fotoperiodo corto durante post-antesis

La exposicién a fotoperiodos cortos (SD) posterior a la antesis en los cereales
de invierno (trigo, cebada, avena y centeno) alargaron la duracién del periodo antesis
(Z 64-65) a madurez de cosecha (Z 94) a nivel de planta entera (i.e., considerando la
totalidad de los ejes). La mayor duracion del periodo de post-antesis fue producto de la
ralentizacion en el desarrollo reproductivo en plantas expuestas bajo SD. Los efectos de
los SD posteriores a antesis en estas especies modificando la duracién de esta etapa,
se han estudiado sobre todo en condiciones no controladas (i.e., campo), en los cuales
a partir de fechas contrastantes de siembra se lograron fotoperiodos mas cortos y frios
(invierno-primavera) versus fotoperiodos mas largos y célidos (primavera-verano) en
post-antesis (Marcello & Single 1971; Angus et al. 1981; Colville & Frey 1986; Porter et
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al. 1987; Chmielewsky & Kohn 2000; Miralles et al. 2007; Alzueta et al. 2014). En estos
trabajos se reportd que los cambios en la duracién de la etapa de post-antesis
respondian a la temperatura y no a un efecto del fotoperiodo. Sin embargo, en
condiciones semicontroladas (i.e., invernaculo) donde se desagregé realmente el efecto
del fotoperiodo y la temperatura, se informé que en trigo (Thorne et al. 1968), cebada
(Guitard 1960) y avena (Klinck & Sim 1976) los SD en post-antesis prolongaban este
periodo del desarrollo reproductivo. Los resultados en este capitulo, consistentemente
con los trabajos previamente mencionados, indican que en estos cereales existe un
efecto del fotoperiodo sobre la duracion de la post-antesis, al margen de la influencia de
la temperatura.

La prolongacion de la post-antesis a nivel de planta entera podria ser Unicamente
el reflejo de la demora reproductiva en ejes post-tratamientos sin cambios en el
desarrollo reproductivo de los granos en los ejes pre-tratamientos (i.e., ejes en antesis
al momento del inicio del tratamiento); los ejes post-tratamiento estan expuestos previos
a antesis bajo SD por lo que una demora en el desarrollo reproductivo de los mismos
podria ser producto de la combinacién de un efecto del fotoperiodo en pre-antesis y
post-antesis (i.e., en estos ejes no se desagrego el efecto del fotoperiodo durante el
desarrollo reproductivo previo y posterior a antesis). En relacién a la demora del
desarrollo reproductivo en SD pre-antesis existen numerosos trabajos que reportan esta
respuesta (Aspinall 1966; Thorne et al. 1968; Halse & Weir 1970; Sampson & Burrows
1972; Allison & Daynard 1976; Klinck & Sim 1976; Hammes & Marshall 1980; Fowler
1983; Ellis & Russell 1984; Bleken & Skejelvag 1986; Angus et al. 1981; Slafer & Rawson
1996; Miralles & Richard 2000; Miralles et al. 2000, 2001; Gonzales et al. 2003 a;
Peltonen- Sainio et al. 2003; Alzueta et al. 2014; Perez-Gianmarco et al. 2018; Kippes
et al. 2020). En trigo, cebada y centeno, ademas de la demora en el desarrollo
reproductivo en los ejes post-tratamiento (Fig. 4.4.), se evidencié una demora del
desarrollo reproductivo de los granos en los ejes pre-tratamiento (al igual que a nivel de
planta entera) (Fig. 4.1, 4.3), y esto es consistente con una verdadera demora en el
desarrollo reproductivo posterior a antesis. En cambio, en avena la prolongacion de la
post-antesis a nivel de planta entera no coincidié con una demora en el desarrollo
reproductivo de los granos posterior a antesis en los ejes pre-tratamiento, lo que indica
que la demora en el desarrollo reproductivo solo ocurrié en los ejes post-tratamiento. En
avena se reportd que la combinacion de SD previo y posterior a antesis durante el
desarrollo reproductivo demoraban el mismo (Klinck & Sim 1976). Por lo tanto, la demora
en el desarrollo reproductivo en los ejes post-tratamiento observados en esta tesis
podrian ser producto de la combinacion de los efectos del fotoperiodo previo y posterior

a antesis.
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En los cereales de invierno los SD post-antesis demoraron la senescencia foliar
evidenciado por un retardo en la degradacién de las clorofilas de las hojas y por la
persistencia en la asimilacion de didxido de carbono (An). En trigo, avena y centeno el
atraso durante post-antesis de la degradacion de las clorofilas estuvo acompafiada por
la permanencia de la An, lo que indica que bajo SD en estas especies la demora de la
senescencia foliar fue del tipo funcional (i.e., no cosmético, Thomas & Smart 1993;
Thomas & Howath 2000; Hortensteiner 2009; Gregersen et al. 2013). En cebada en SD
la degradacion de las clorofilas no estuvo acompafiada por la persistencia en la An, lo
que se podria interpretar como una demora de la senescencia no funcional (i.e., de tipo
cosmético, Thomas & Smart 1993; Thomas & Howarth 2000; Hortensteiner 2009;
Gregersen et al. 2013). Sin embargo, al igual que en las otras especies, en cebada bajo
SD aumento la produccion de la biomasa por planta durante la post-antesis (Fig. 4.11),
lo que sugiere que la asimilacion de carbono se mantuvo a nivel del canopeo, no asi en
el tallo principal, y la demora de la senescencia seria principalmente del tipo funcional
considerando la planta entera. Por otro lado, la demora de la senescencia foliar bajo SD
a nivel de planta entera o del canopeo (i.e., considerando todos los ejes) podria ser
Unicamente un reflejo de la demora en el desarrollo de los ejes post-tratamiento como
se mencion6 previamente. Sin embargo, la demora en la degradacién de las clorofilas
en todas las especies en este capitulo no solo se registrd en los ejes post- tratamiento
(Fig. 4.4), sino también en los ejes pre-tratamiento (Fig. 4.3). Los anteriores resultados
implican que tanto a nivel de planta entera (i.e., > 50 % de los ejes de la planta estan en
antesis) (Fig. 4.1) como en ejes individualizados (i.e., ejes pre-tratamiento que estan en
antesis al inicio del tratamiento), los SD posteriores a antesis demoran la senescencia
foliar.

En los cereales de invierno la progresién del desarrollo reproductivo de los
granos esta asociado al avance de la senescencia de las hojas (Evans & Rawson 1970;
Feller 1979; Evans 1983; Biswal & Mandal 1988; Fangmeier et al. 2000; Distelfeld et al.
2004; Gong et al. 2005; Bogard et al. 2011); durante la senescencia foliar, las proteinas
de las membranas tilacoidales asociadas a las clorofilas (Evans & Seeman 1989,
Humbeck & Krupiska 2003; Zelisko & Jackowski 2004; Gregersen et al. 2008; Evans &
Clacke 2019) y proteinas solubles como la Ribulosa 1,5- Bisfosfato Carboxilasa/
Oxigenasa (Rubisco, enzima de funcién carboxilativa crucial en plantas Cs) (Wittenbach
1979; Wittenbach et al. 1982; Evans & Seemann 1984; Evans 1989; Evans & Clarke
2019), se degradan liberando nitrdgeno (y otros elementos) que puede ser removilizado
a los granos en crecimiento (Welch et al. 1980; Simpson et al. 1983; Evans & Seeman
1989 ; Humbeck & Krupiska 2003; Mickelson et al. 2003; Zelisko & Jackowski 2004;

Gregersen et al. 2008;Evans & Clacke 2019). Por lo tanto, la exposicion de las plantas
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bajo SD posteriores a antesis demorando el desarrollo reproductivo, podrian estar
postergando los procesos degradativos en las hojas y en consecuencia provocando la
demoran funcional de la senescencia foliar. El anterior mecanismo indica que el
fotoperiodo actuaria en forma indirecta sobre la senescencia foliar, i.e., mediada por el
desarrollo reproductivo. En el tallo principal en trigo y centeno (Fig.4.5), y en los ejes
pre-tratamiento en trigo, cebada y centeno (Fig. 4.3) (ejes que estan en antesis al
momento de iniciar los tratamientos fotoperiddicos) se evidencié la demora en el
desarrollo reproductivo de los granos asociada a la demora de la senescencia foliar , lo
que indica un el efecto indirecto del fotoperiodo sobre la senescencia; también en todas
las especies a nivel de planta entera (> 50% de los ejes en antesis al inicio del
tratamiento) (Fig. 4.1) y en ejes post-tratamientos (ejes con estadio previo a antesis al
inicio del tratamiento) (Fig. 4.4) existié una demora del desarrollo reproductivo asociado
con la demora de la senescencia foliar, lo que sugiere también un efecto indirecto del
fotoperiodo sobre la senescencia de las hojas. Si bien el efecto indirecto del fotoperiodo
sobre la senescencia foliar explica gran parte de los resultados expresados en este
capitulo, existen sintomas de la demora de la senescencia, particularmente en avena
que no pueden ser asociados a una diferencia en el desarrollo reproductivo. En esta
especie, tanto en el tallo principal como en los ejes pre-tratamiento la menor disminucion
en la degradacién de las clorofilas bajo SD post-antesis se observaron sin cambios en
el estadio fenolégico (i.e., desarrollo de los grano) (Fig. 4.5, 4.3); ademas, la persistencia
de An bajo SD en tallo principal se comenzé a registrar previamente a la demora en el
desarrollo reproductivo de los granos (Fig. 4.6). Estos resultados sugieren que el
fotoperiodo también podria tener un efecto directo sobre la senescencia foliar, i.e., no
mediado por el desarrollo reproductivo de los granos. En base a estos resultados es
pertinente profundizar en el estudio del efecto directo del fotoperiodo sobre la
senescencia en estas especies con algun ensayo manipulativo similar al desarrollado

en el capitulo V de esta tesis.

4.4.2. Aumento de la biomasay cambio en la tasa de crecimiento en fotoperiodo

corto durante post-antesis

Los cereales de invierno en estudio bajo SD aumentaron la produccién de
biomasa vegetativa por planta durante la post-antesis. Este incremento se observo
principalmente en los ejes post-tratamiento y fue consecuencia tanto de un mayor peso
de los tallos como de las hojas totales (conjunto del peso de hojas secas y verdes) en

las plantas expuestas a los SD (Fig.4.7; Fig. suplementaria 4.6). La mayor produccion
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de la biomasa vegetativa por planta en SD podria deberse a un incremento en el niUmero
de ejes (i.e., ejes post-tratamiento) y/o a ejes con una mayor produccion de biomasa
vegetativa (i.e., incremento del peso de tallo y/o hojas por macollo) durante este periodo.
En trigo y cebada bajo SD predominé el aumento en el nUmero de ejes por planta en
relacién a la modificacién de la biomasa vegetativa de cada eje; en cambio en centeno
se observo lo opuesto: bajo SD se incrementé el peso de tallo y hojas por eje (soportado
principalmente por el incremento en los ejes post-tratamiento), sin cambios en el nimero
de ejes por planta. Previo a la antesis en fotoperiodos naturales durante la etapa de
macollaje (i.e., generacion y crecimiento de los macollos o ejes) el tallo principal y
macollos primarios (ejes de mayor jerarquia) son el destino principal de los asimilados,
lo que aumenta la mortandad de los macollos de menor jerarquia, disminuyendo
consecuentemente el nimero de los mismos en las plantas (Lauer & Simmons 1985;
Davidson & Chevalier 1990; Chafai et al. 1992, Kebrom et al. 2013; Dreccer et al. 2013).
Dada la demora de la senescencia funcional bajo SD en post-antesis, presumiblemente
existiria una mayor disponibilidad de asimilados que aumentaria la superviviencia de
ejes (macollos) de menor jerarquia, lo que explicaria el incremento en el nimero de los
mismos por planta en trigo y cebada. Sin embargo, la generacién de ejes no solo esta
controlada por la disponibilidad de asimilados, sino que otros factores como la
concentracion de hormonas participan en este proceso (Evers et al. 2006; Assuero &
Tognetti 2010; Assuero et al. 2012: Evers & Vos 2013; Kebrom et al. 2013; Algudah et
al. 2016). En particular se reportd que las citocininas son un promotor de la generacién
de ejes en las gramineas (Suge & Iwamura 1993; Wang & Below 1996; Chen et al. 1998;
Kebrom et al. 2013; Korpna et al. 2020; Shang et al. 2021). En conjunto con estos
trabajos y con el registro que en la especie de “dia corto” soja en fotoperiodos no
inductivos en post-antesis aumenté la concentracion de citocininas foliares (ver Cap. V),
no se puede descartar que los SD en cereales participen en la generacion de ejes a
través de la modificacion de los niveles hormonales (v.g., citocininas). Finalmente, en
centeno expuesto bajo SD en post-antesis el aumento en la biomasa vegetativa
producto del incremento del peso individual de los ejes ocurrié sin modificaciones en la
biomasa reproductiva. En estos cereales posterior a antesis el incremento de la biomasa
reproductiva (representada sobre todo por el incremento del peso de los granos, v.g.,
Ellen 1993a) depende de la removilizacion de asimilados desde los tallos (fructanos)
(Ellen 1993a; Blacklow & Incoll 1981; McCaig & Clarke 1982; Pheloung & Siddique 1991,
Bonnet & Incoll 1992; Dreccer et al. 2013) y de la fotosintesis en ese periodo (Jennings
& Shibles 1968; Takeda & Udagawa 1976; Bort et al. 1994; Tambussi et al. 2007, 2021,
Maydup et al. 2010; Serrago et al. 2013). Por lo tanto, dado que la An de las hojas se

prolong6é durante post-antesis en SD, es posible que el aumento en la biomasa
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vegetativa de los ejes responda a una menor removilizacién de fructanos desde los
tallos.

Los SD en post- antesis condujeron a un aumento de la biomasa reproductiva
en trigo (2019) y avena, y esto se correspondié principalmente al aumento del peso de
los granos por planta. En los cereales en estudio el peso de los granos por planta (i.e.,
rendimiento) depende principalmente del nimero de granos por planta (o por area de
suelo) y en menor grado, del peso individual de los granos (Chmielewsky et al. 2000;
Hawkesford et al. 2013; Slafer et al. 2014; Mahadevan et al. 2016; Ferrante et al. 2017;
Alvarez Prado et al. 2017). Los SD en post- antesis aumentaron el numero de granos
por planta en trigo (2018 y 2019) y avena, aunque los determinantes de este
componente, i.e., nUmero de espigas o panicula y nimero de granos por espiga (Slafer
et al. 2014) o panicula (Mahadevan et al. 2016), variaron entre estas especies (Tabla
4.4). En trigo, los SD en post-antesis aumentaron el nimero de granos por planta
producto principalmente del incremento en el nUmero de espigas generadas (i.e., ejes
fértiles post-tratamiento; Tabla suplementaria 4.4), ya que no se observaron cambios
entre tratamientos o incluso bajo SD disminuy6 el nimero de espiguillas y grano por
espiga, y granos por espiguilla. En avena, por otra parte, los SD post-antesis no
aumentaron el nimero de paniculas por planta (i.e., ejes fértiles post-tratamiento), y la
modificacion del nimero de granos se produjo a partir de un leve aumento en el nUmero
de espiguillas y de granos por panicula, y de un marcado incremento del nimero de
granos generados por espiguilla. En ambas especies el incremento del nimero de
granos por planta en SD y la modificacién en los determinantes de los componentes de
este nimero (previamente mencionados) se sostuvieron por el mismo cambio en los
ejes post-tratamiento (sin modificacion debida al fotoperiodo en los ejes pre-
tratamiento).

El peso individual de los granos en estas especies esta determinado por el peso
potencial de los granos (v.g., tamafio de carpelos, cantidad de células endospermaticas,
ubicacion en la espiga) y por la tasa y duracion del llenado de los mismos (Nass & Reiser
1975; Brocklehurst 1977; Sofield et al. 1977; Sayed & Gadallah 1983; Calderini et al.
1999; Calderini & Reynolds 2000; Calderini & Ortiz-Monasterio 2003; Baillot et al. 2018;
Brinton & Uauy 2018). El llenado a su vez depende de la asimilacién en las hojas y en
la propia espiga o panicula durante este periodo (Jennings & Shibles 1968; Takeda &
Udagawa 1976; Bort et al. 1994; Tambussi et al. 2007, 2021; Maydup et al. 2010;
Serrago et al. 2013), y de asimilados acumulados en tallos, hojas y resto de espiga
previo al llenado, los cuales se removilizan hacia los granos (Wych et al. 1982; Bonnet
& Incoll 1991; Ellen 1993a, b; Gebbing et al. 1998). En trigo, avena y centeno los SD

post-antesis prolongaron el periodo de la asimilacién neta en las hojas (i.e., se produjo
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una demora funcional de la senescencia) junto al aumento de la biomasa vegetativa
acumulada durante este periodo. En avena bajo SD el peso individual de los granos por
planta se incrementd, mientras que el peso de tallos y hojas por eje no variaron entre
tratamientos, lo que sugiere que la removilizacion (desde tallos y hojas) no estaria
afectada por el fotoperiodo, y que el aumento del peso del grano se deberia
principalmente a la persistencia de la asimilacion de las hojas durante la post-antesis.
En forma contraria, en plantas de centeno expuestas bajo SD se observé un incremento
en el peso de tallo y hojas por eje sin modificacién en el peso individual de los granos
entre tratamientos, lo que indicaria que en los SD quedarian asimilados sin
retranslocarse a los granos. Por ultimo, en trigo (2019) el peso individual de los granos
junto con el peso individual de los ejes (en particular peso de tallo) disminuy6 en los SD,
por lo que la posible mayor cantidad de asimilados (i.e., persistencia de An) se podria
estar redirigiendo a 6rganos en desarrollo, v.g., nuevos ejes (Lauer & Simmons 1985;
Gu & Marshall 1988; Tausz-Posch et al. 2015), a las raices (Gebbing et al. 1998;
Aranjuelo et al. 2012) o consumiéndose en la respiracion metabdlica (Chafai et al. 1992;
Aranjuelo et al. 2011, 2012; Sanchez-Bragado et al. 2016). Si bien la movilizacién de
asimilados dentro de la planta escapa de los objetivos de este capitulo (y de la Tesis),
las modificaciones generadas por los SD post-antesis sobre el destino final de los
mismos abren interrogantes para indagar en futuros estudios.

Los SD en post-antesis en todas las especies produjeron un aumento en la
biomasa total (conjunto de biomasa vegetativa y reproductiva) y un incremento en la
particibn de la biomasa a los 6rganos vegetativos en relacibn a los 6érganos
reproductivos (Tabla 4.6). Por otro lado, también el ritmo diario de produccion de
biomasa total durante la post-antesis, estimada por la tasa de crecimiento relativo (RGR)
y la tasa de crecimiento del absoluto (AGR), estuvo modificado por los SD (Tabla 4.5).
En el experimento del afio 2018 en plantas de trigo, avena y centeno bajo SD la RGR
disminuyo, lo que implica que el incremento en la biomasa aérea total necesariamente
estuvo determinado por una mayor duracion del periodo de crecimiento en post-antesis.
En el experimento del afio 2019 sumado a una mayor cantidad de dias acumulando
biomasa, el aumento en AGR explica el incremento en SD de la biomasa total en post-
antesis. El efecto de los SD demorando el desarrollo reproductivo y de esta forma
prolongando el periodo de crecimiento en post-antesis aumentando la biomasa, es un
efecto indirecto del fotoperiodo (i.e., mediado por el desarrollo reproductivo) sobre la
produccion de biomasa durante la post-antesis. En los cereales de invierno se reporto
que los 6rganos reproductivos posterior a antesis se vuelven un destino preferencial de
los asimilados lo que aminora o directamente detiene el crecimiento de los 6rganos
vegetativos (Blacklow & Incoll 1981; Simpson et al. 1983; Pheloung & Siddique 1991;
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Bonnet & Incoll 1992; Ellen 1993a). Si el efecto de los SD sobre el crecimiento en post-
antesis fuese explicado Unicamente a partir de la demora en el desarrollo reproductivo
(efecto indirecto del fotoperiodo), la biomasa vegetativa continuaria creciendo en los SD
y la tasa de crecimiento de la biomasa total seria similar entre tratamientos (i.e., solo
cambiaria la particion de la biomasa entre tratamiento). En ambos afios tanto
considerando sub-periodos en la post-antesis como toda la duracién de la misma, las
tasas de crecimiento fueron modificadas por los SD. Esto implica que los SD modifican
la tasa de produccion de biomasa total en post-antesis parcialmente independiente del
desarrollo reproductivo, i.e., existiria un efecto directo del fotoperiodo sobre la
produccion de biomasa. En las especies de “dia corto” para la induccion floral como la
soja (Cap. Il, V), la quinoa y el amaranto (Cap. Ill) también se habia registrado la
modificacion de la produccién de la biomasa total producto de un efecto indirecto y
directo del fotoperiodo, por lo cual la influencia de los fotoperiodos no inductivos
posterior a antesis podria ser una respuesta conservada (de cierta generalidad) entre

especies.

4.5. CONCLUSIONES

Los SD aplicados posteriormente a la antesis en los cereales de invierno trigo,
cebada, avena y centeno demoran el desarrollo reproductivo y por lo tanto prolongan la
duracion de este periodo. Junto al alargamiento de la etapa post- antesis, existe una
demora en la degradacion de las clorofilas foliares y la persistencia en la asimilacién de
diéxido de carbono (demora funcional de la senescencia) y un incremento concomitante
de la produccién de biomasa. Parte de la demora funcional y aumento de la produccién
de la biomasa parece ser explicada por un lado por el efecto del fotoperiodo sobre el
desarrollo reproductivo (i.e., efecto indirecto del fotoperiodo), y por otro, podria existir
un efecto del fotoperiodo que actuaria independientemente del desarrollo reproductivo

(i.e., efecto directo del fotoperiodo).
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ASPECTOS MECANISTICOS DE LAS RESPUESTAS A FOTOPERIODOS NO
INDUCTIVOS POST-ANTESIS EN SOJA: EFECTOS INDIRECTOS VERSUS DIRECTOS Y
CAMBIOS HORMONALES

5.1. INTRODUCCION

El fotoperiodo es uno de los principales factores ambientales que determinan el
desarrollo y crecimiento en soja (Glicyne max (L.) Merr) (Hodges & French 1985; Grimm et al.
1993; Piper et al. 1996; Setiyono et al. 2007). Tal como se menciond en los capitulos 1 y II, la
capacidad de percibir y responder a cambios en el fotoperiodo induciendo la floracién en esta
especie ha permitido su adaptacion a diferentes latitudes (Zhang et al. 2007; Zhai et al. 2014;
Mourtzinis & Conley 2017; Yang et al. 2019). En cultivares de sensibilidad intermedia (grupo
de madurez (GM) llI-VIIY) y muy sensibles (GM VIII - X) al fotoperiodo, la floracién se acelera
en fotoperiodos cortos (SD), i.e., los dias a floracibn aumentan superado un determinado
umbral fotoperiddico (respuesta del tipo cuantitativas) o directamente no sucede la floracion
(respuesta del tipo cualitativa) (Borthwick & Parker 1938; Caffaro & Nakayama 1988, Caffaro
et al. 1988; Thomas & Vince-Prue 1997b; Zhang et al. 2001; Jiang et al. 2014; Wu et al. 2015).

En soja los fotoperiodos largos (LD) posponen la floracion cuando estan presentes en
la etapa vegetativa (Hodges & French 1985; Caffaro et al. 1988; Grimm et al. 1993;
Summerfield et al. 1998; Piper et al. 1996); sin embargo, el efecto de los LD no afecta
Unicamente la duracién de la pre-floracion, ya que los mismos también prolongan la duracion
posterior a la floracién/ antesis? (R1 segln Fehr & Caviness 1977) (Raper & Thomas 1978;
Guiamet & Nakayamal984a, b; Morandi et al. 1988; Kantolic & Slafer 2001; Nico et al. 2015).
Junto a la mayor duracién de la post-antesis, bajo LD se incrementa la produccién de la
biomasa vegetativa (Thomas & Raper 1976; Raper & Thomas 1978; Cure et al. 1982; Guiamet
& Nakayama 1984a, b; Caffaro & Nakayama 1988, Morandi et al. 1988), del peso del tallo
principal (Guiamet & Nakayamal984a, b; Guiamet et al. 1986; Morandi et al. 1988) y del
namero de nudos de tallo principal y ramificaciones (Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro
& Nakayama 1988; Morandi et al. 1988; Kantolic & Slafer 2001, 2005, 2007; Kantolic et al.
2013; Nico et al. 2015, 2016). Por otro parte, bajo LD post- antesis, también aumenta el

namero de vainas (i.e, frutos), producto tanto de la mayor generacion de nudos (i.e., sitios

1 Para una descripcién de los grupos de madurez en soja ver el capitulo I: Introduccién General, objetivos e
hipétesis de trabajo de esta tesis.

2 En soja, la floracion de acuerdo a la escala fenoldgica adoptada (Fehr & Caviness 1977) en esta tesis y
ampliamente utilizada en la literatura especializada, se determina en el momento de aparicion de una flor abierta,
i.e. antesis (ver descripcion mas detallada en Cap. II); por lo cual en esta escala no existe una diferencia entre la
observacion de las flores (floracién) en la planta y su posterior apertura (antesis). Dado que en todas las especies
utilizadas en esta tesis los tratamientos fotoperiddicos se impusieron posterior a la antesis, para soja se adopta
también de aqui en mas el término post-antesis en lugar de post-floracion.
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potenciales de generacion de vainas) (Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro & Nakayama
1988; Morandi et al. 1988; Kantolic & Slafer 2001, 2005; Kantolic et al. 2007, 2013; Nico et al.
2015, 2016), como de nudos portando una mayor cantidad de vainas (Guiamet & Nakayama
1984a, b; Morandi et al. 1988; Kantolic et al. 2013; Nico et al. 2016). Congruentemente a estos
cambios, se incrementa el nimero de granos® por planta (Cure et al. 1982; Guiamet &
Nakayama 1984a, b; Morandi et al. 1988) y por unidad de area (Kantolic & Slafer 2001, 2005;
Kantolic et al. 2007, 2013; Nico et al. 2015). En general bajo LD disminuye el peso individual
de los granos (Cure et al. 1982; Guiamet & Nakayama 1984 a, b; Morandi et al. 1988, Kantolic
& Slafer 2005; Kantolic et al. 2007, 2013), por lo que el aumento en el nUmero de granos no
siempre se observa junto a un aumento del rendimiento (i.e., peso de granos por planta o
unidad de area) (Guiamet et al. 1984a, b; Morandi et al. 1988; Nico et al. 2015).

La mayoria de los cambios en la produccion de biomasa mencionados previamente en
los LD post- antesis en soja estan asociados a la demora en el desarrollo reproductivo de las
vainas y granos, por lo cual el fotoperiodo actia mediado por el desarrollo reproductivo (i.e.,
efecto indirecto del fotoperiodo) (Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro & Nakayama 1988;
Morandi et al. 1988; Kantolic & Slafer 2001, 2005; Nico et al. 2015); sin embargo, algunos
efectos de los LD post-antesis no estan relacionados a la demora en el desarrollo reproductivo
de vainas y granos, y son efectos directos del fotoperiodo (Caffaro & Nakayama 1988; Morandi
et al. 1988). En este sentido, al menos durante la primera parte de la post-antesis, la remocion
de las vainas y la exposicién bajo LD incrementé la longitud de las ramificaciones y del area
foliar en relacién a plantas desfrutadas (i.e., sin vainas) y expuestas bajo SD (Caffaro &
Nakayama 1988). En forma similar, se registré un efecto directo de los LD modificando la tasa
de particién de asimilados (disminucién) hacia los granos durante su llenado (Morandi et al.
1988). En el capitulo Il de esta tesis se registrd que el aumento de la biomasa bajo LD durante
la post-antesis se explicaba tanto por una mayor cantidad de dias acumulando biomasa
(efecto del fotoperiodo mediado por el desarrollo reproductivo de las vainas y granos o
indirecto) como de un cambio en las tasas de produccion de biomasa por dia (efecto del
fotoperiodo no mediado por el desarrollo reproductivo de las vainas y granos o directo). A
partir de estos antecedentes seria pertinente profundizar en el estudio del efecto directo del
fotoperiodo sobre la produccion de biomasa en post-antesis en un sistema en que se aisle
realmente al fotoperiodo del desarrollo reproductivo de las vainas y granos).

En soja el avance del desarrollo reproductivo ejerce un control correlativo sobre la
senescencia de las hojas (Leopold et al. 1959; Sinclair & de Witt 1975; Nooden et al. 1978,

2004; Nooden & Guiamet 1989). El anterior control es sustentado por la demora de la

3 Con el objetivo de mantener un lenguaje homogéneo y poder comparar entre las especies estudiadas en esta
tesis, se nombran las semillas (en soja) y las semillas fusionadas con pericarpio (en quinoa, amaranto, trigo,
cebada, avena y “centeno” Secale cereale L.) con el término “grano”.

Tesis Doctoral — Lic. S.J. Kelly | 142



Capitulo V

senescencia foliar en plantas donde se retrasa el crecimiento de vainas y granos por
restriccion mecanica (Crafts-Brandner & Egli 1987a; Egli et al. 1987; Miceli et al. 1995) o
directamente las estructuras reproductivas (i.e., flores, vainas, granos) fueron removidas
(Leopold et al. 1959; Lindoo & Nooden 1976, 1977; Nooden et al. 1978, 1990a; Mondal et al.
1978; Crafts-Brander & Egli 1987b). EI mecanismo subyacente a este control seria la
removilizacion de fotoasimilados (modelo conocido como “fuente- destino”; Herold 1980;
Nooden et al. 2004; Dunford 2015) y en particular de Nitrégeno (modelo conocido como “self-
destruction”; Sinclair & de Witt 1975,1976) desde las hojas a las vainas y granos en
crecimiento. En el capitulo Il de esta tesis se determiné que los LD post- antesis retrasaron el
desarrollo reproductivo de las vainas y granos junto a una demora del tipo funcional de la
senescencia foliar (i.e., demora de la degradacion de las clorofilas foliares junto a la menor
disminucion en la asimilacién de diéxido de carbono; Thomas & Smart 1993; Thomas &
Howarth 2000; Hoértensteiner 2009); esto es consistente con la propuesta del control
correlativo del desarrollo reproductivo de las vainas y granos sobre la senescencia de las
hojas y es un efecto indirecto del fotoperiodo sobre la senescencia foliar. Sin embargo,
también en ese capitulo se registré que el inicio de la disminucién de la asimilacién de diéxido
de carbono (sintoma de la senescencia foliar; Wittenbach 1983; Crafts-Brandner & Egli 1987a,
b; Guiamet et al. 1990) ocurri6 en diferentes estadios del desarrollo reproductivo (i.e.,
independiente del desarrollo de vainas y granos), dependiendo del fotoperiodo al cual las
plantas estaban expuestas. En sentido similar se observo, que la remocién de flores y vainas
y la exposicion bajo LD demord el “amarillamiento” del canopeo en relacién a plantas
expuestas bajo SD (Han et al. 2006). Por lo tanto, seria interesante indagar si bajo LD post-
antesis, ademas de la participacion del desarrollo reproductivo en la modulacién de la
senescencia de las hojas, existe un mecanismo directo del fotoperiodo sobre la senescencia
de las mismas (i.e., independiente del desarrollo reproductivo de las vainas y granos).

La senescencia foliar es un proceso controlado en forma compleja en el cual participan
las hormonas vegetales (Nooden 2004; Lim et al. 2007; Taiz 2015; Kim et al. 2017; Woo et al.
2019; Guo et al. 2021). La citocininas son un grupo de hormonas que clasicamente esta
asociado a la demora de la senescencia de las hojas (Richmond & Lang 1957; Osborne &
McCalla 1961; Kaminek & Lustinec 1978; Nooden 1986; Nooden et al. 1990b; Badenoch-
Jones et al. 1996; Gan & Amasino 1995, 1996; Faiss et al. 1997; Hallmark et al. 2020). En
soja la aplicacion foliar de citocininas tanto en plantas intactas (Lindoo & Nooden 1978;
Nooden et al. 1979; Dybing & Lay 1981a, b) como la perfusion en explantos (i.e., segmento
de tallo que porta hoja y vainas) (Neumann et al. 1983; Garrison et al. 1984; Nooden 1986;
Nooden & Letham 1993) demoran la senescencia de las hojas. Las citocininas se sintetizan
principalmente en raices y desde alli se mueven a los demas 6rganos por el xilema (Van

Staden & Davey 1979; Garrison et al. 1984; Faiss et al. 1997). A partir de ello, es que la
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demora de la senescencia de las hojas (en plantas donde se removieron las vainas) junto al
aumento del contenido de citocininas en el liquido xilemético refuerza la idea de la
participacion de esta hormona retrasando la senescencia foliar (Nooden et al. 1990a, b;
Nooden & Letham 1993). También la aplicacion de giberelinas en explantos de soja (Nooden
1986) o en hojas desprendidas (Dybing & Yarrow 1984) demora la senescencia foliar; ademas
se registrd una interacciéon con las citocininas, ya que la aplicacion conjunta de estas
hormonas demord mas la senescencia que la aplicacion individual de las mismas (Dybing &
Lay 1981a, b; Nooden 1986). Por ultimo, otro grupo de hormonas relacionado con la demora
de la senescencia son las auxinas, ya que la aplicacion de auxinas sintéticas demoré la
senescencia foliar (James et al. 1965; Nooden et al. 1979); sin embargo, también se reportd
que esta misma auxina sintética no tuvo efecto modulando la senescencia de las hojas
(Dybing & Lay 1981a, b). Por otro lado, existen otras hormonas vegetales asociadas a la
promocién y aceleracion de la senescencia foliar. En soja la aplicacién de acido abscisico
(ABA) en hojas desprendidas acelero la senescencia (Guiamet & Giannibelli 1994), mientras
que en plantas intactas ademas de la senescencia de las hojas se acelerd levemente el
desarrollo de las vainas (Lindoo & Nooden 1978). También se registré un incremento de la
concentracion endégena de ABA cuando las hojas ya estaban amarillas (i.e., degradacion de
las clorofilas avanzada), lo que se asoci6 a la absicién foliar en soja (Samet & Sinclair). La
aplicacion en soja de acido jasmonico (JA) (Guiamet & Giannibelli 1994) o el incremento de
su concentraciéon en las hojas (Bawa et al. 2021) se observa junto a la aceleracién de la
senescencia foliar cuando la misma fue inducida (v.g., por tratamiento de oscuridad,
temperatura). Por altimo, cuando se indujo la senescencia de las hojas en soja la misma se
aceleré asociada al incremento en la concentracion foliar de 4cido salicilico (SA) (Bawa et al.
2021); sin embargo, en forma contraria durante el desarrollo natural de la senescencia (i.e.,
no inducida) la concentracion endégena de SA en las hojas disminuyé (Reis Pimenta et al.
2016). En relacién a lo descrito anteriormente, seria pertinente indagar si en la demora en la
senescencia foliar bajo LD registrada en el capitulo Il estarian interviniendo las hormonas
vegetales.

A partir de la descripcién previa los objetivos de este capitulo son determinar: 1 - si en
los dias largos post- antesis se modifica la senescencia foliar y la produccion de biomasa
independientemente del desarrollo reproductivo (efecto directo del fotoperiodo); y 2- si en la
demora de la senescencia foliar bajo dias largos post-antesis estan involucradas distintas

hormonas vegetales
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5.2 - MATERIALES Y METODOS
5.2.1. Experimento 1
5.2.1.1. Condiciones de cultivo y tratamientos fotoperiédicos y de desfrutado

Se llevaron a cabo 2 experimentos en condiciones semicontroladas de invernaculo en
el Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE - Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Facultad
de Ciencias Agrarias y Forestales, Universidad Nacional de La Plata — CONICET; Argentina,
34° 55" S, 57° 58"0) durante los afios 2018 y 2019. Se utilizaron dos cultivares (cvs.) de soja
(Glicyne max (L.) Merr), Nidera NS 4619 (NS4619) (Nidera Semillas, Argentina) y Williams 82
(United States Department of Agricultura y lllinois Agricultural Experiment Station, Estados
Unidos) en el experimento de los afios 2018 y 2019 respectivamente. El criterio de eleccion
de estos cvs. fue que pertenecen a grupos de madurez Il (Williams 82) y IV (NS4619) de
sensibilidad intermedia al fotoperiodo para la floracion. Ademas, Williams 82 es un cv. no
modificado genéticamente ampliamente utilizado en investigacion y NS4619 es un cv.
moderno transgénico de uso habitual en esta regién.

Los granos previos a su germinacion fueron inoculados con Bradyrhizobium sp.
(NITRAP MAX — NITRAP SRL., Argentina). Para su germinacion se embebieron con agua
destilada en vermiculita y permanecieron en camara termostatizada (24 °C) y oscuridad.
Luego de germinadas (evidenciada por la aparicion de la radicula), las plantulas se
trasplantaron durante la primera mitad de febrero (en ambos afios) en contenedores de 7 litros
(una planta por contenedor), rellenos con un sustrato de tierra negra. Los contenedores fueron
agrupados en bloques y rodeados con contenedores con plantas similares con el objetivo de
reducir los efectos de borde. Se realizaron 2 fertilizaciones durante los ensayos con 10 g pl*
de Nitrofull Emergence (BERTINAT, Argentina) al momento del trasplante y al momento de la
antesis (R1 segun Fehr & Caviness 1977; ver Cap. Il — Tabla 2.1). La temperatura del
invernaculo se mantuvo a 19.5 + 4.1/ 15.7 + 2.5 ° C temperaturas diurna/ nocturna. El riego
se realizé periddicamente (1-3 dias) dependiendo de la demanda evapotranspiratoria.

En ambos afios de experimento los cvs. de soja fueron expuestos bajo dia corto (SD)
desde su traspaso a invernaculo para promover la floracién (estadio R1). Lograda la
floracién/antesis, comenzaron los tratamientos fotoperiédicos post-antesis, donde la mitad de
la poblacién (bloques) se mantuvo bajo SD (fotoperiodo inductivo, control) y la otra mitad fue
trasladada a dia largo (LD, fotoperiodo no inductivo) hasta madurez de cosecha (estadio R8).
En el experimento del afio 2019, a los tratamientos fotoperiddicos se le agregé un tratamiento
con desfrutado (SD-va y LD-va). Por lo tanto, este experimento consistio de cuatro
tratamientos, que resultan de la combinacién de tratamientos fotoperiddicos (LD vs SD) y
tratamientos de desfrutado (control intacto vs desfrutado). El desfrutado consistié en eliminar

todas las vainas de las plantas desde el momento de su aparicion (estadio R3) durante todo
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el periodo post- antesis. El desfrutado se realizé con una periodicidad de 2-3 dias. En forma
complementaria a los tratamientos descriptos en ambos afios, se realizaron dos ensayos,
donde ambos cvs. fueron mantenidos previo y posterior a antesis bajo SD (SDSD) o LD
(LDLD); el objetivo de estos ensayos fue corroborar que estos cvs. eran sensibles al
fotoperiodo y respondian a los fotoperiodos utilizados (Tabla suplementaria 5.1).

Los tratamientos fotoperiddicos utilizados se realizaron como se explicoé anteriormente
en los capitulos Il y IV. Brevemente, los SD consistieron en el fotoperiodo natural, y los LD
en la prolongacion del fotoperiodo natural por luz artificial durante 4 h al momento de la puesta
del sol. La salida, puesta de sol y duracién del fotoperiodo fue determinada durante ambos
experimentos segun el Servicio de Hidrografia Naval, Argentina (www.hidro.gov.ar). La fuente
de luz artificial consistié en un tubo de diodo emisor de luz (LED), ubicado a 1.6 m del suelo.
La radiacion fotosintéticamente activa (PAR) de las ldmparas fue de 1-4 pmoles de fotones m-
2 st entre los 0.23- 1.3 m del suelo (RADIAPAR, Cavadevices, Argentina), por lo que
representa una densidad de flujo foténico fotosintético por debajo del punto de compensacion
luminico en soja (ca. 41 uymol fotones m2 s seguiin Gonzales et al. 2019). La relacion roja/rojo
lejana de las ldmparas (fluencia a 660nm/fluencia a 730 nm, USB650, Red Tide, Ocean Optics,

Estados Unidos) fue de 1.4 a los 1.3 m del nivel del suelo.

5.2.1.2. Mediciones fenolégicas, de la senescencia foliar y de la biomasa

La fenologia se determind siguiendo la escala de Fehr & Caviness (1977; ver Cap. Il -
Tabla 2.1). Las determinaciones fenolégicas se realizaron con una periodicidad de entre 5-7
dias calendarios, y se consideraba un cambio de estado fenoldgico cuando mas del 50% de
la poblacion habia alcanzado un determinado estado de desarrollo. En el experimento del afio
2019, en el caso del tratamiento de desfrutado, donde la remocion de las vainas no permite
utilizar la escala fenoldgica adoptada, la madurez de cosecha en los tratamientos se determiné
al momento que los 6rganos vegetativos mostraban senescencia total, i.e., la mayoria de las
hojas estaban abscindidas y el tallo principal y ramificaciones se encontraba deshidratado y
muerto. La duracion de las etapas fenoldgicas se expresé en dias calendarios, sin tener en
cuenta la correccion por la temperatura, porque la misma se mantuvo controlada durante el
experimento en él inverniculo. La radiacion solar global incidente diaria durante la post-
antesis se determin6 a partir de una estacion meteoroldgica (Vantage Pro2, Davis
Instruments, Estados Unidos), y esta radiacién se transformé a PAR usando el factor de
conversién 0.48 (Gosse et al. 1986; Andrade 1995). A partir de la sumatoria de este PAR
diario, se calcul6 el PAR acumulado durante la post- antesis, sin tener en cuenta el PAR de
las lamparas ya que estaban por debajo del punto de compensacion luminica (Gonzales et al.
2019).
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En ambos afios de experimentos, como un sintoma de la senescencia foliar se
determind la degradacion de las clorofilas durante la post-antesis. En el experimento del afio
2018 y 2019 se determind en forma indirecta la degradacion de las clorofilas a partir del indice
de “verdor” SPAD. Para ello al inicio del tratamiento (R1) se determiné en la mitad superior
del tallo la hoja mas apical plenamente expandida, la cual se marco y se denomind como “hoja
0”. En esta hoja (0) y en las dos hojas inmediatamente superiores (denominadas como +1y
+2) se determind en forma individualizada durante toda la post-antesis los cambios de los
valores de SPAD en ambos afios. Ademas, en el experimento del afio 2019, en forma
individual también se midi6é el cambio de SPAD en las hojas -1y -2 (i.e., hojas inmediatamente
inferiores a la 0). Por otro lado, en el experimento del afio 2018 como una estimacion de la
degradacion de las clorofilas en la mitad superior del canopeo se midieron los valores de
SPAD en todas las hojas ubicadas en la mitad superior del tallo. Las hojas donde se realizaron
estas determinaciones son hojas apicales completamente desarrolladas (sin sintomas
notables de senescencia al inicio del tratamiento) y expuestas a luz solar directa. Las
mediciones de SPAD se realizaron en el foliolo central de cada hoja, a partir de tres
mediciones: en la region basal, media y distal de cada foliolo. La periodicidad de medicién fue
de 5-7 dias hasta el momento de la abscision foliar. La abscision foliar fue cuantificada
arbitrariamente con fines estadisticos con el valor 0 de SPAD (degradacion maxima de
clorofilas). En el experimento del afio 2018, la degradacion de las clorofilas durante la post-
antesis también se cuantificd de forma directa, a partir de la absorbancia de las mismas. Para
ellos se extrajeron a los 0, 18, 29 y 56 dias post- antesis (dpa) discos de hojas de 0.5 cm de
didmetro de los foliolos laterales y fueron colocados en 1 ml N, N - dimetilformamida por 72
horas en oscuridad para extraer las clorofilas de las membranas tilacoidales. Se midi6 la
absorbancia de las clorofilas por un espectrofotémetro (UV-160A, Shimadzu, Japén) en la
longitud de onda 664 y 647 mm, y se calcul6 la concentracion segun Inskeep y Bloom (1985):
Clorofilas Totales (ug cm): (17.90 * Absorbancia 647 nm) + (8.08 * Absorbancia 664
nm).

En el experimento del afio 2018, como otro indicador de la senescencia foliar, los
foliolos abscindidos durante toda la etapa de post- antesis se recogieron periédicamente (2-3
dias) y fueron colocados en estufa de secado a 60 °C al menos por 15 dias (para lograr peso
seco). Posterior al secado se los pes6 (Mettler Toledo, Argentina) y con este dato se calcul6
el porcentaje acumulado de canopeo abscindido en el trascurso de la post-antesis relativo al
total del peso del canopeo abscindido durante toda la post- antesis. El porcentaje de canopeo
abscindido es la inversa de la retencion de las hojas en planta a lo largo del tiempo y es otro

indicador estimativo de la senescencia foliar. Ademas, la abscision foliar de todo el canopeo
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(i.e., 100 % de abscisién del canopeo) en un sintoma de la senescencia monocarpica en
plantas®.

En el experimento del afio 2018 como otro sintoma caracteristico de la senescencia
foliar se midio la asimilacion neta de diéxido de carbono (An) con un analizador de gases por
infrarrojos (IRGA, CIRAS 2 Portable Photosynthesis Sistems, PP systems, Estados Unidos)
utilizando la camara (“pinza”) PLC6. Las mediciones se realizaron en el foliolo central de la
hoja 0, durante las 11- 14 h del dia, con una periodicidad de 5-7 dias, desde el inicio del
tratamiento fotoperiédico hasta la An nula (0 umoles CO, m? s). La cuantificacion de An se
realizo a saturacion luminica (An saturacion o “capacidad fotosintética”), por lo que en dias
nublados previo a la medicion las hojas eran aclimatas durante 30 min con lamparas dicroicas
(a una distancia se seguridad al foliolo para evitar sobrecalentamiento de la hoja) con una
irradiancia similar a la utilizada en la camara del IRGA. Las condiciones de la camara de
medicion del IRGA fueron: PPDF (densidad de flujo foténico fotosintético ~ “irradiancia”) de
1500 pmoles fotones m? s, concentracion de CO, de 360 ppm, temperatura de 25° C y
humedad de 10 mbares. Las mediciones se realizaron alternando tratamientos fotoperiédicos
para evitar el sesgo horario durante el tiempo de medicion.

El inicio del avance de la degradacion de las clorofilas (calculado a partir de SPAD) y
el inicio de avance de la disminucién de la An se determinaron como el primer valor de SPAD
y An respectivamente en el cual la tendencia a la disminucion de estas variables se hacia
continua. Por otro lado, las tasas de avance de degradacion de las clorofilas y tasa de avance
de disminucién de la An se determinaron a partir del ajuste de una recta de regresion en el
periodo comprendido entre el inicio de avance de la degradacion de las clorofilas y
disminucion de la An y la degradacion maxima de clorofilas y An nula respectivamente.
Ademas, en este periodo, y como un indicador de la asociacién entre estos dos “sintomas” de
la senescencia foliar, se ajusté una recta o curva de regresion (segun mejor ajuste) entre la
disminucion de los valores de SPAD y An.

En ambos afios de experimento se realiz6 un muestreo destructivo a madurez de
cosecha (R8). Adicionalmente en el experimento del afio 2018 se efectuaron muestreos al
inicio del tratamiento (R1), a los 18 dpa (R3 para SD y R2-3 para LD) y a los 54 dpa (R5 para
SD y R4-5 para LD). La diferencia de fenologia a los 18 y 54 dpa se corresponde con el efecto
de los tratamientos fotoperiddicos (ver seccion de Resultados 5.3.1.1). En ambos cvs. en cada
muestreo las plantas se separaron en tallo principal y ramificaciones. A su vez, tallos y
ramificaciones fueron separados en Organos vegetativos (i.e., tallos, peciolos y hojas) y

reproductivos (i.e., granos y pericarpio de las vainas). Se contabilizaron numero de nudos

4 Senescencia a nivel de toda la planta (i.e., hojas, tallos, frutos), en plantas en las que existe un solo
ciclo reproductivo previo a la muerte de las mismas (Nooden et al. 2004)

Tesis Doctoral — Lic. S.J. Kelly | 148



Capitulo V

(tanto de tallo como de ramificaciones), nUmero de ramificaciones, de vainas y de granos. En
el afio 2018, en cada muestreo ademas las vainas se contabilizaron y caracterizaron segin
su desarrollo como las vainas que caracterizan los estadios R3, R4, R5, R6 y R7 segun Fehr
& Caviness (1977). Dado que, en soja los foliolos abscinden en forma independiente de los
peciolos, los foliolos se definieron como “lamina foliar” y los peciolos se analizaron como parte
del tallo principal o ramificacién segun su origen al momento de pesarlos. El area foliar se
determiné a partir de las laminas foliares mediante el medidor de area foliar Licor 3100 (Licor
3100 Area Meter, Li-Cor, Estados Unidos). Los diferentes érganos se colocaron al menos
durante 15 dias en estufa de secado (para lograr peso seco) y luego fueron pesados (Mettler
Toledo, Argentina). Los peciolos y laminas foliares abscindidos durante toda la post- antesis
fueron juntados cada 2-3 dias y secados para su posterior pesaje; la sumatoria de su peso se
denomind “biomasa abscindida”. La sumatoria del peso de tallo principal, ramificaciones,
peciolos y laminas foliares se denominé “biomasa vegetativa”’, la sumatoria del peso de
semillas y pericarpios “biomasa reproductiva”, y la sumatoria de las anteriores se denominé
“biomasa total”.

En el experimento del afio 2018 a partir de la biomasa acumulada durante la post-
antesis se calculé la produccién diaria de la misma por planta a partir de la tasa promedio de
crecimiento relativo (RGR = (In P, — In P1) / (T2-T1) Radford 1967) y tasa promedio de
crecimiento absoluto (AGR = (P2- P1)/( T2-T1), Hunt 1990); donde P es el peso de la biomasa
aérea, T es tiempo calendario, 1 y 2 son subindices gue representan diferentes tiempos de
muestreo. Por otro lado, a madurez de cosecha y como un estimador de la distribucién de
biomasa en biomasa vegetativa y de semillas o reproductiva por planta se calcul6 el indice de
cosecha (Donald & Hamblin 1976) modificado® como: Particion a semillas/ a biomasa
reproductiva = (Peso semilla o Biomasa reproductiva) / (Biomasa total o biomasa total
+ biomasa abscindida). También se calcul6 el peso individual de la semilla = peso de

semilla pl Y/ nimero de semillas pl .

5.2.2. Experimento 2

5.2.2.1. Condiciones de cultivo, tratamientos fotoperiédicos y determinaciones
fisiologicas
Este experimento corresponde al ensayo en condiciones de campo realizado durante

la campafia 2018-19 (Ver Cap. Il para méas detalles). En forma concisa, se sembro6 el cv. de

5 El célculo original de indice de cosecha (HI) de Donald & Hamblin (1976) solo se considera la biomasa de granos,
y la biomasa aérea no incluye la biomasa abscindida ya que las especies utilizadas para el calculo son cereales
donde la abscision foliar no sucede. En este capitulo se considerdé ademas de la biomasa de granos, la biomasa
reproductiva que incluye los granos y pericarpios; Por otro lado, también en este capitulo se tuvo en cuenta la
biomasa abscindida.
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soja NS4619, el 7 de diciembre del afio 2018, en el Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE).
El ensayo se disefié en bloques completamente aleatorizados, donde cada bloque fue
sometido a un tratamiento fotoperioddico al alcanzar la antesis (R1 segun Fehr & Caviness
1977). Los tratamientos fotoperiddicos post- antesis fueron de dia corto (SD) correspondiente
al fotoperiodo natural, y de dia largo (LD) extendiendo por 4 h el fotoperiodo natural al
momento de la puesta del sol (lamparas LED). La duracién de cada etapa fenolbgica se
corrigio por la temperatura media y se expreso en dia térmico (dt) segun el modelo de Piper
et al. (1996).

En este experimento ademas de determinarse la An (ver condiciones de medicion y
resultados en Cap. Il) con un analizador de gases por infrarrojos (IRGA, CIRAS 2 Portable
Photosynthesis Sistems, PP systems, Estados Unidos) utilizando la camara (“pinza”) PLC6 se
determiné la conductancia estomética (gs). Las mediciones de gs se realizaron durante las
11- 14 h del dia alternando tratamientos fotoperiddicos para evitar el sesgo horario y de ritmos
circadianos de apertura-cierre estomatico que puedan ser una fuente de variacion durante las

determinaciones.

5.2.2.2. Determinaciones de hormonas en hojas

Para la determinacién de la concentracién de hormonas foliares se extrajeron discos
de hojas de 1 cm de didmetro de los foliolos laterales. Las hojas fueron las mismas en las que
se realizé la determinacion de SPAD y An en el afio 2018-2019 (Ver Cap. Il). En cada bloque
se extrajeron 3 discos por bloque y tratamiento en 4 tiempos sucesivos correspondientes a
los 17, 24, 36 y 59 dias térmicos post- antesis (dtpa). Estos dtpa se corresponden con los
estadios R3, R5, R6 y R7 en SD, y con los estadios R2/3, R3/4, R5 y R6 en LD, debido a la
demora del desarrollo fenoldgico en LD (Ver Cap. Il). Una vez extraidos los discos se los
colocd inmediatamente en nitrdgeno liquido y oscuridad para evitar cualquier posible
degradaciéon de los componentes foliares y se los almacend a -80 °C hasta su andlisis.
Posteriormente se molieron las muestras mediante un mortero con nitrégeno liquido y una vez
logrado un homogenizado de los tejidos foliares, se las liofilizé6 durante 48 h (-30 Pa, -60 °C
liofilizador Freezer Dryer Scientz-10N, China).

La determinacion de citocininas se realizo en el Laboratory of Growth Regulators (
Faculty of Science, Palacky University and Institute of Experimental Botany, Republica
Checa). La extraccion de citocininas se realizo en triplicado en cada muestra con un solvente
tipo Bieleskis modificado (75 % metanol, 5 % acido férmico, 20 % agua; 100 mg muestra / 1
ml solvente) (Hoyerova et al. 2006). Se agregaron a cada muestra isétopos de citocininas
deuteradas (Olchemim Ltd., Republica Checa) para comprobar la recuperacion durante la

purificacion y validar la determinacion (0.25 pmol de citocininas sin sustitucion, ribosidos, y de
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citocininas7- y 9-glucosiladas; 0.5 pmol de citocininas O-glucosiladas y ribétidos de
citocininas) (Novak et al. 2008). Las muestras se sonicaron durante 3 min y posteriormente se
realizaron dos ciclos sucesivos de agitado (30 min, 4 °C) y centrifugacion (3 min, 15 000 rpm),
donde se conservé el sobrenadante para la purificacion (Novak et al. 2008). La purificacion se
realizé con la combinacion de columnas de C18 (100 mg/1 ml) y MCX (30 mil/1 ml) (Agilent
Technologies, Estados Unidos) (Dobrev & Kaminek2002). Una vez realizada la purificacion,
los eluidos se secaron mediante evaporacion (Speed-Vac RC 1010 Jouan, Reino Unido) y se
disolvieron en 30 yl de metanol (10 %) (Svacinova et al. 2012). De cada muestra se inyectaron
10 pl en una columna analitica Waters UPLC®BEH Shield C18 (1,7 um; 2,1 x 150 mm; Estados
Unidos) y se analizaron mediante cromatografia liquida de ultrarresistencia (Acquity UPLC
System; Waters, Estados Unidos) acoplado a un espectréometro de masas de triple cuadrupolo
equipado con una interfaz de electrospray (Xevo TQ-S, Waters, Reino Unido) (Svacinova et
al. 2012). La deteccion de citocininas endbégenas se efectu6 mediante el seguimiento de
multiples reacciones de [M+H]+ y el ion producto apropiado (Novak et al. 2008). La
cuantificacion se realizé con el software Masslynx V4.2 (Waters, Estados Unidos.) usando un
método estandar de dilucion de is6topos (Novak et al. 2003). Las citocininas determinadas
fueron tanto las formas aliféticas [Isopentenil adenina (IP), Zeatina (Z), Dihidrozeatina (DHZ)],
como las formas las arométicas [Bencilaminopurinas (BAP), Topolinas (T) y Kinetinas (T)]. De
cada grupo de citocininas se analiz6 su forma de base libre (sin grupos R como sustituyentes),
su forma glucosilada (O- glucosilada, 7- glucosilasa y 9- glucosiladas), su forma ribésido
(ribosidos libres, ribosidos O- glucosilados) y su forma rib6tido (sustitucion 5° monofosfato).
Las determinaciones de acido abscisico (ABA), giberelinas (GA: y GAs3), acido indol
acético (IAA, la auxina natural mas abundante), acido jasmoénico (JA) y acido salicilico (SA)
se realizaron en el Instituto de Investigaciones Agrobiotecnolégicas (INIAB-CONICET —
Universidad Nacional de Rio Cuarto, Argentina). La extraccién de las hormonas se realizé con
un solvente a base de metanol (80 % metanol, 19% agua, 1% acido acético, pH 2.8-3; 100-
120 mg muestra / 5 ml solvente) (Masciarelli et al. 2013). Se agregaron 50 ng de is6topos
deuterados de ABA, IAA, JA, SA 'y GA (Olchemim Ltd., Republica Checa) para comprobar la
recuperacion de las hormonas (Masciarelli et al. 2014). Las muestras fueron sometidas a dos
ciclos sucesivos de agitacion (4 °C, 30 min) y centrifugacion (8000 rpm, 15 min), en el que se
recupero el sobrenadante (Rodriguez et al. 2012). El sobrenadante se repartioé por triplicado y
se le agreg6 acetato de etilo saturado con acido acético. Posteriormente se recupero la fase
organica mediante la evaporacion a 37 °C (Speed-Vac RC 1010 Jouan, Reino Unido), y el
extracto de disolvié en 50 pl de metanol (100 %) (Masciarelli et al. 2014). De cada muestra se
inyectaron 10 pl en una columna analitica Restek C18 (5 pm, 2,19 x 100 mm, Restek, Estados
Unidos) y se analizaron mediante cromatografia liquida de alta “performance” (Alliance 2695,

Waters, Estados Unidos) acoplado a un espectrometro de masas de doble cuadrupolo
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equipado con una fuente de ionizacién por spray (ESI) (Micromass, Reino Unido) (Masciarelli
et al. 2014). La deteccién de hormonas enddgenas se efectué mediante el seguimiento de
multiples reacciones de [M-H] y el ion producto apropiado (Masciarelli et al. 2014). La
cuantificacién se analizé utilizando el software Mass Lynx TM 4.1 y Quan Lynx TM 4.1
(Micromass, Reino Unido) utilizando una curva de calibracién construida con cantidades
conocidas de cada hormona y su relacion con un estandar puro/estandar deuterado (Sigma,
Estados Unidos.) (Masciarelli et al. 2014)

5.2.3. Andlisis estadistico

En ambos experimentos los andlisis estadisticos se realizaron con modelos lineales
mixtos (mlg) o modelos lineales generalizados mixtos (migm). El factor fijo fue el tratamiento
fotoperiddico post-antesis, mientras que el factor aleatorio fue el contenedor y el blogue en el
experimento 1 y 2 respectivamente. En cada tratamiento los muestreos destructivos y no
destructivos tuvieron al menos 5 repeticiones (i.e., contenedor con una planta) en el
experimento 1, y 3 repeticiones (i.e., bloques) en el experimento 2. Las comprobaciones de
los supuestos de distribucién y de varianza, y las decisiones estadisticas se realizaron
siguiendo los mismos criterios que en los capitulos Il a IV. En ambos experimentos los
ANOVAS de los modelos mixtos se analizaron a 3 niveles de significancia estadistica (P 0.05,
0.01, 0.001). En el experimento 1, del afio 2019, en el que existieron 2 tratamientos (i.e.,
fotoperiodo y desfrutado), los andlisis a posteriori se realizaron utilizando el test LSD Fisher
(P< 0.05). En ambos experimentos las mediciones repetidas en el tiempo (SPAD, An, gs,
concentracion de hormonas foliares) se analizaron como en capitulo Il al IV. La tasa de avance
de la degradacioén de las clorofilas, tasa de avance de disminucién de la Any la relacién entre
ellas se calcul6 mediante el ajuste de una recta o curva de regresion (segln mejor ajuste) y
se determin6 un coeficiente de determinacion (R?), al igual que en los capitulos Il al IV.
También se determiné la asociacion entre la concentracion de clorofilas foliares e indice de
“verdor” SPAD por el coeficiente de correlacion de Pearson. Se utilizé el programa estadistico
InfoStat version 2020 (Di Rienzo et al. 2020), y los gréficos se realizaron con el programa
Excel version 2016 (Microsoft Office Profesional Plus 2016) al igual que en los capitulos Il al
V.
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5.3. RESULTADOS
5.3.1. Experimento 1
5.3.1.1. Fenologia y condiciones ambientales durante post-antesis

En ambos cultivares la antesis (R1) se alcanzé antes del 21 de junio (i.e., menor
fotoperiodo en el afio) (Fig. suplementaria 5.1). Por otro lado, la madurez de cosecha (R8) en
ambos tratamientos fotoperiédicos en los cvs. NS4619 y Wiliams 82 sin vainas (i.e.,
tratamiento de desfrutado) fue posterior al 21 de junio; en cambio en Williams 82 con vainas
intactas en ambos tratamientos fotoperiédicos el estadio R8 se alcanzo previo al 21 de junio
(Fig. suplementaria 5.1). Por lo tanto, en los cvs. NS4619 y Williams 82 sin vainas la post-
antesis transcurrié en un fotoperiodo decreciente inicialmente seguido por uno creciente,
mientras que en Williams 82 con vainas intactas toda la post- antesis sucedi6 en un
fotoperiodo decreciente (Fig. suplementaria 5.1). A pesar de estas fluctuaciones del
fotoperiodo posterior a la antesis, los tratamientos de LD siempre tuvieron 4 h adicionales en
relacion de SD; el rango fotoperiddico (i.e., la variacion entre el fotoperiodo minimo y méaximo
durante la post- antesis) en ambos cultivares durante la post-antesis fue entre 2-2.3 h (Tabla
5.1; Fig. suplementaria 5.1).

En ambos cultivares la duracién de la post- antesis fue mayor bajo LD en comparacién
de SD (Tabla 5.1). En el cv. NS4619, las etapas R1-R3 y R5-R8 fueron las mas afectadas y
se alargaron entre 11- 15 dias bajo LD en comparacién de SD; mientras que la etapa R3-R5
casi no fue modificada, teniendo 2 dias mas bajo SD en relacién a LD (Fig. suplementaria
5.2). En el cv. Williams 82 las plantas con vainas intactas y expuestas en LD tuvieron 15 dias
adicionales (24%) de duracion de la post-antesis comparado con las plantas sometidas en SD
(Tabla 5.1). No se observé una etapa mas afectada respecto de otras, y todas tuvieron entre
4-6 dias adicionales bajo LD en relacién de SD (Fig. suplementaria 5.2). Considerando los
tratamientos de desfrutados, en LD-va se prolongé por 21 dias mas (16%) la duracion de la
post- antesis en comparacion de SD-va (Tabla 5.1). Por otro lado, los tratamientos de
desfrutado comparados con los que tienen vainas intactas en un mismo fotoperiodo (i.e., SD
vs. SD-va y LD vs. LD-va) tuvieron entre 71- 77 dias adicionales en post- antesis. Esto
equivale al doble de dias en los tratamientos sin vainas en comparacion de las plantas con
vainas intactas (Tabla 5.1).

Producto de la mayor duracion de la post- antesis bajo LD en el cv. NS4619 la radiacion
fotosintéticamente activa acumulada (PARac) durante esta etapa fue un 23% mayor
comparacion de SD. En el cv. Williams 82 en los tratamientos LD y LD-va el PARac durante
post-antesis fue un 16-18 % mayor en comparaciéon de SD y SD-va. Por otro lado, los
tratamientos de desfrutado en comparacion con tratamientos con vainas intactas alcanzaron

un 68-72 % mas de PARac durante la post- antesis (Tabla 5.1; Fig. suplementaria 5.1).
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Tabla 5.1. Duracioén, rango de fotoperiodo y radiacién fotosintéticamente activa acumulada
(PARac) durante la post-antesis (R1-R8) en plantas de soja cv. NS4619 y cv. Williams 82
expuesta a tratamiento fotoperiédico de dia corto (SD) y largo (LD) en experimento 1 de los
afios 2018 y 2019.

Afo Tratamiento Duracién Rango PARac
Cultivar R1-R8 de
fotoperiodo
(d) (h) (MJ m?)
2018
NS4619 SD 123 9.8-11.9 492.9
LD 148 13.8-15.9 606.9
2019
Williams 82 SD 62 10.1-12.1 359.8
LD 77 13.9-16.1 416.2
SD-va 133 9.8-12.1 603.6
LD-va 154 13.9-16.1 714.5

En el cv. NS4619 y cv. William 82 los tratamientos con vainas intactas se denotan como SD y LD, y los
tratamientos de desfrutados con SD-va y LD-va. El estadio fenolégico R1 (antesis) y R8 (madurez de cosecha)
se determind segun escala de Fehr & Caviness (1977). PARac se calculd por la sumatoria de radiacién global
incidente diaria transformada por el factor 0.48 en cada intervalo. Ver materiales y métodos para una descripcion

5.3.1.2. Modificaciéon del contenido de clorofilas foliares y asimilaciéon de CO; durante
post- antesis

La senescencia foliar estuvo demorada en los cultivares de soja expuestos en LD en
comparacion de SD, evidenciado esto por un retraso en la degradacion de las clorofilas y la
abscision foliar, y una persistencia en la asimilacion de CO.. En relacion a las clorofilas foliares
(determinada mediante el indice de “verdor” SPAD) en el cv. NS4619 el inicio del avance de
la degradacién de las clorofilas (i.e., primer valor de SPAD que indica una tendencia continua
a la disminucion de esta variable) medida en la mitad superior del tallo principal (i.e., una
estimaciéon de la senescencia de la mitad superior del canopeo) y en hojas individualizadas
(0, +1, +2) ocurrid a los 42 dias post-antesis (dpa) bajo SD (correspondiente a estadio R4-5),
mientras que bajo LD ocurrié entre los 56-63 dpa (correspondiente a R5) (Fig. 5.1). La tasa
de avance de la degradacién de las clorofilas en hojas individualizadas (calculada a partir de
la recta de regresion ajustada entre el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas y
degradacion méxima de clorofilas), fue menor en LD en relacion de SD (Fig. 5.1). La abscision
de todas las hojas de la mitad superior del tallo y de todo el tallo principal (i.e., la senescencia
tiene direccion acropeta en el tallo principal de soja) fue a los 113 dpa en SD y demor6 13
dias mas en plantas expuestas en LD (Fig. 5.1). En todas las hojas individualizadas la
abscision bajo SD ocurri6 a los 63 dpa, mientras que en LD ocurrié a los 86 dpa en la hoja 0,

y alos 119 dpa en las hojas +1 y +2 (Fig. 5.1). El calculo del porcentaje de hojas abscindidas
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acumuladas relativo al total de las hojas en post- antesis, registré que bajo LD la abscision de
las hojas comenz6 a los 70 dpa, mientras que en ese momento los tratamientos bajo SD ya
tenian el 44.7 % de la biomasa foliar abscindida (Fig. suplementaria 5.3). A los 123 dpa bajo
SD se alcanz6 la totalidad de la abscision foliar, mientras que en LD se retenian todavia un
30% de las hojas (Fig. suplementaria 5.3). La concentracion total de clorofilas a los 56 dpa
(R5-6 para SD y R5 para LD) fue mayor bajo LD en relacién de SD (Fig. suplementario 5.4).
El coeficiente de correlacion de Pearson entre la disminucion de clorofilas y SPAD fue de 0.9
en SD, yde 0.6 en LD (en LD a los 56 dpa la disminucién de clorofilas y SPAD era minima).

En relacion a la asimilacion neta de dioxido de carbono a saturaciéon luminica (An), en
el cv. NS4619 no existieron diferencias entre tratamientos hasta los 42 dpa (Fig. 5.2). A partir
de ese momento, las plantas expuestas bajo SD experimentaron una marcada disminucién
de la An, mientras que en las plantas en LD la An se mantuvo por 21 dias més con un valor
similar al de los primeros 42 dpa (el descenso marcado de An se observo posterior a los 63
dpa, correspondiente a R5) (Fig. 5.2). A los 63 dpa no se registrd An en SD (i.e., An nula), sin
embargo, en LD se sigui6é asimilando CO; por 14 dias mas. La tasa de avance de disminucién
de An (calculada como la recta de regresion ajustada entre el inicio del avance de la
diminucién de la An, 42 dpa en ambos tratamientos, y la An nula), fue significativamente menor
bajo LD en relacion de SD (Fig. 5.2). El inicio de la disminucién de la An comenzé al mismo
tiempo en ambos tratamientos fotoperiédicos, y fue coincidente con el inicio de avance de la
degradacioén de las clorofilas (SPAD) en SD. En cambio, en las plantas bajo LD el inicio del
avance de la degradacion de las clorofilas fue posterior (56 dpa) al inicio del avance de la
disminucién de la An (Fig. 5.1; Fig. 5.2). A pesar de este desfasaje bajo LD, en ambos
tratamientos la tasa de avance de degradacién de las clorofilas y tasa de avance de la
disminuciéon de An se relacionaron significativamente a partir de una curva de regresion
exponencial, con un alto coeficiente de determinacién (R? 0.95 para SD y 0.90 para LD) (Fig.
suplementaria 5.5).
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Figura 5.1. Modificacion del contenido de clorofilas foliares (estimadas a partir del “indice de verdor” SPAD) en plantas soja cv. NS4619 expuestas
a tratamiento fotoperiédico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en el experimento 1 de afio 2018. (A) SPAD promedio de hojas
ubicadas en mitad superior de tallo principal, (B) hoja 0, (C) hoja +1 y (D) hoja +2. En la parte superior del grafico la flecha (|) indican dia de los
estadios fenoldgicos R2- R5 segun Fehr & Caviness (1977) en SD y LD. Las ecuaciones representan la tasa de avance de degradacién de las
clorofilas (calculada entre en inicio de avance de la degradacién y degradacion maxima de clorofilas); entre paréntesis () el coeficiente de
determinacion (R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables para cada tratamiento; debajo de las ecuaciones se representa la probabilidad
(P) de diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a
P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos. La barra (1) representa el
error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el grafico se debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la
media.
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Figura 5.2. Modificacién de la asimilacion neta de CO; a saturacién luminica (An) en plantas
soja cv. NS4619 expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante
post-antesis en el experimento 1 de afio 2018. En la parte superior del grafico las flechas ()
indican dia de los estadios fenolégicos R2- R5 segun Fehr & Caviness (1977) en SDy LD. Las
ecuaciones representan la tasa de avance de disminucién de An (calculada entre en inicio de
avance de disminucion de An y An nula); entre paréntesis () el coeficiente de determinacion (R?)
y la probabilidad de relacion nula entre variables para cada tratamiento; debajo de las
ecuaciones se representa la probabilidad (P) de diferencia significativa entre tratamientos. Los
asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencia estadisticamente significativa a P <
0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no
observarse en el grafico se debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de
la media.

En el cv. Williams 82 la demora de la senescencia foliar evidenciada por el contenido
de clorofilas foliares (SPAD) bajo LD en relacion de SD, fue similar que en el cv. NS4619.
En Williams 82 con vainas intactas, el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas
fue al mismo tiempo entre tratamientos en las hojas ubicadas en la mitad superior del tallo
principal (Fig. 5.3). Sin embargo, a los 39 dpa (R5 para SD y R4-5 para LD) se comenz0 a
evidenciar en LD una menor disminucion de los valores de SPAD en comparaciéon con SD,
y esta diferencia se sostuvo hasta la abscision de todas las hojas de la mitad superior del
tallo principal (Fig. 5.3). La abscision de las hojas de la mitad superior del tallo principal y
de todo el tallo fue a los 54 dpa bajo SD y 23 dias después en LD (Fig. 5.3). En las hojas
individualizadas méas basales (-2,-1, 0) el inicio del avance de la degradacién de las
clorofilas fue el mismo entre tratamientos (39 dpa) (Fig. suplementaria. 5.6); en cambio en
las hojas més apicales (+1, +2) en LD estuvo demorado 15 dias en relacion de SD (54 vs.
39 dpa, respectivamente) (Fig. 5.4). La tasa de avance de la degradacién de las clorofilas
no cambi6 en las hojas mas basales entre tratamientos y fue significativamente menor en

las hojas mas apicales bajo LD en relacion a SD. Tanto en las hojas mas basales (a
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excepcién de la -1) como mas apicales la abscision foliar bajo LD fue 8 y 23 dias posterior

respectivamente que en SD (Fig. 5.4; Fig. suplementaria 5.6).
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Figura 5.3. Modificacion del contenido de clorofilas foliares (estimada a partir del indice de
“verdor™ SPAD) en hojas ubicadas en la mitad superior del tallo principal en plantas de soja cv.
Williams 82 expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-
antesis en el experimento 1 de afio 2019. En la parte superior del grafico la flecha (|) indican dia
de los estadios fenoldgicos R2- R5 segun Fehr & Caviness (1977) en SD y LD. Los asteriscos *,
** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y
0.001 respectivamente. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no
observarse en el grafico se debe a que el valor del SE es pequefo y cae dentro del simbolo de la
media.

En el cv. Williams los tratamientos de desfrutado (i.e., plantas sin vainas) registraron
una demora de la senescencia foliar en relacion a los tratamientos con vainas intactas (i.e.,
plantas con vainas). Sin embargo, dentro de los tratamientos de vainas intactas y
desfrutadas, los tratamientos fotoperiédicos post-antesis generaron similares respuestas en
relacion a la senescencia foliar. En las hojas mas basales el inicio del avance y la tasa de
avance de la degradacion de las clorofilas, y la abscisién no se vio modificada entre SD-va
y LD-va (Fig. suplementaria. 5.6). En cambio, en las hojas mas apicales en LD-va existi6
una demora de la degradacion de las clorofilas en relacion a los SD-va (Fig. 5.4). Enla hoja
apical +1, el inicio del avance y la tasa de avance de la degradacion de las clorofilas no
difirieron entre tratamientos, sin embargo, a partir de los 63 dpa la disminucion de los
valores de SPAD en LD-va durante la post- antesis fueron generalmente menores que en
SD-va (Fig. 5.4). En la hoja +2, la demora de la degradacion de las clorofilas fue mas

evidente, ya que el inicio del avance de la degradacion de las clorofilas fue 23 dias méas
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tarde bajo LD-va en relacién de SD-va; ademas, la tasa de avance de la degradacién de las

clorofilas fue significativamente menor en LD-va en comparacion de SD-va (Fig. 5.4).
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Figura 5.4. Madificacion del contenido de clorofilas foliares (estimada a partir del indice de
“verdor™ SPAD) en plantas de soja cv. Williams 82 expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia
corto (SD) y largo (LD) combinado con tratamiento de desfrutado (-va) en post-antesis en el
experimento 1 de afio 2019. (A) hoja +1 y (B) +2. En la parte superior del grafico la flecha (|)
indican dia de los estadios fenolégicos R2-R5 segun Fehr & Caviness (1977) para tratamientos
con vainas intactas. Las ecuaciones representan la tasa de avance de degradacion de las
clorofilas (calculada entre en inicio de avance de la degradacién y degradacién maxima de
clorofilas); entre paréntesis () el coeficiente de determinacion (R?) y la probabilidad de relacién
nula entre variables para cada tratamiento; debajo de las ecuaciones se representa la probabilidad
(P) de diferencia significativa entre tratamientos (SD vs LD, SD-va vs LD-va). Los asteriscos *, **
y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01y 0.001
respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos. La
barra (I) representa el error estdndar (SE) de la media; en caso de no observarse en el gréfico se
debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media. Diferentes letras
representan diferencias entre tratamientos a P < 0.05 segun Test de Fisher.
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Figura 5.5. Vista general de plantas de soja cv. NS4619 y Williams 82 expuestas a tratamiento
fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en el experimento 1 de afio 2018
y 2019. (A) cv. NS4619 a los 60 dias post-antesis (dpa) y (B) cv. Williams 82 a los 62 dpa. En
ambos cv. SD y LD corresponden a tratamientos con vainas intactas. En Williams SD-va y LD-va
corresponde a tratamientos de desfrutado.

5.3.1.3. Modificacién de la biomasa vegetativa y reproductiva durante post-antesis

En forma similar a lo registrado en el capitulo Il en condiciones de campo, en el cv.
NS4619 existi6 una mayor produccion de biomasa vegetativa (i.e., conjunto del peso de

tallos, peciolos y laminas foliares) durante la post- antesis en los LD en comparacion de los
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SD. La mayor generacion de biomasa vegetativa se comenz6 a registrar a los 58 dpa
(estadio R5 para SD y R4-5 para LD) con el incremento significativo (40%) de la misma por
planta bajo LD en comparaciéon de SD (Fig. 5.6). Congruentemente el nimero de nudos del
tallo principal, peso de tallo principal (incluye peso de los peciolos del tallo principal) y
ramificaciones (incluye peso de los peciolos de las ramificaciones) aumentaron un 16, 35y
58% bajo LD en comparacion de SD. El peso y area de laminas foliares del tallo principal y
de ramificaciones aumentaron entre 41-49% y 84-110% respectivamente en LD en
comparacion de SD (Fig. 5.6; Tabla suplementaria 5.2). A madurez de cosecha (estadio
R8) se observaron similares diferencias que a los 58 dpa. La biomasa vegetativa por planta
y peso del tallo principal (en este estadio todos los peciolos abscindieron) aumento entre
un 50- 60 % bajo LD en comparacion de SD (Tabla 5.2; Fig. 5.6). Por otro lado, el peso de
las ramificaciones no tuvo diferencias significativas entre tratamientos. La biomasa
vegetativa por planta incluyendo en el calculo la biomasa abscindida (conjunto de ldminas
foliares y peciolos) durante toda la post-antesis se increment6 en ambos tratamientos entre
140-190 % en relacion a la biomasa vegetativa calculada sin incluir la biomasa abscindida,
sin cambio en la significancia de las diferencias entre los tratamientos fotoperiédicos (Fig.
5.6.).
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Figura 5.6. Biomasa vegetativa (Ve), de tallo principal (Ta), de ramificaciones (Ra), de hojas del
tallo principal (Ho Ta) y ramificaciones (Ho Ra), y biomasa abscindida (hp) en plantas de soja cv.
NS4619 expuesta a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis
en el experimento 1 de afio 2018. La biomasa vegetativa incluye peso de tallo principal,
ramificaciones y hojas; biomasa de tallo principal y ramificaciones incluye peciolos asociados a
ellos; biomasa de las hojas se corresponden a laminas foliares; la biomasa abscindida incluye
peso de l&dminas foliares y peciolos. En la parte superior del grafico R1-R8 indican los estadios
fenoldgicos segun escala de Fehr y Caviness (1977) para SD y LD. Los muestreos iniciales (0
dias post-antesis, dpa) e intermedios (18 y 58 dpa) se realizaron a los mismos dpa entre
tratamientos; en cambio el muestreo final se realizé alcanzado la madurez de cosecha (R8) por lo
gue difieren en los dpa en que se realizé entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan
diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (1)
representa el error estandar de la media. La sigla “pl” corresponde a planta.

En el cv. NS4619 la biomasa reproductiva también se modificé en forma similar a lo
registrado en condiciones de campo en el capitulo II; sin embargo, en el presente capitulo
se profundizan estas observaciones a partir de determinar el estado de desarrollo de las
vainas en cada muestreo. A los 18 dpa (estadio R3 para SD y R2-3 para LD) la biomasa
reproductiva (conjunto del peso de granos y pericarpio de vainas) por planta, asociada al
tallo principal y a las ramificaciones fue significativamente mayor en un 270, 160, y 360 %
respectivamente bajo SD en comparaciéon con LD (Fig. 5.7). El nUmero de vainas no vario
entre los tratamientos, pero si cambio el desarrollo de las mismas. En plantas expuestas en
SD el 46 % de las vainas tenian un desarrollo correspondiente a R3 y R4 (i.e., vainas sin
granos), y un 54 % un desarrollo R5 y R6 (i.e., vainas con granos). En cambio, bajo LD el

73 % de las vainas tenian un desarrollo R3 y R4, y el 27 % tenian un desarrollo R5 y R6
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(Fig. suplementaria 5.7). En consistencia con el desarrollo de las vainas, el nUmero de
granos y peso de granos fue un 81 y 486 % mayor respectivamente en SD en relacion a
LD. El peso de los pericarpios de las vainas bajo SD también fue 234 % mayor que en LD
(Fig. suplementaria 5.7). Por otro lado, a los 58 dpa (estadio R5 para SD y R4-5 para LD)
la biomasa reproductiva por planta y aquella asociada a las ramificaciones siguié siendo un
18 y 34 % mayor bajo SD en comparacion de LD; sin embargo, la biomasa reproductiva
asociada al tallo principal no tuvo diferencias entre tratamientos (Fig. 5.7). Nuevamente el
numero de vainas no cambi6 entre tratamientos, en cambio si difirieron en su desarrollo. En
las plantas expuestas en SD el 96 % de las vainas tenian un desarrollo correspondiente a
R7 (i.e., vainas maduras), mientras que el 6 % de las vainas tenian este estado de desarrollo
en LD. Bajo LD el mayor numero de las vainas (78 %) tenian un estado de desarrollo
correspondiente a R6 (Fig. suplementaria 5.7). El nUmero de granos por planta no vario
entre tratamientos, mientras que el peso de los granos por planta fue un 24 % mayor en los
SD en comparacion de los LD. El peso de pericarpio de vainas por planta fue un 12% mayor
bajo LD en relacién de SD (Fig. 5.7). Por ultimo, a madurez de cosecha (R8) la biomasa
reproductiva por planta y asociada a tallo principal fue un 40 y 58 % mayor bajo LD en
comparacion de SD. La biomasa reproductiva asociada a ramificaciones no cambié entre
tratamientos. El nimero de vainas por planta fue un 18 % mayor en plantas expuestas en
LD en comparaciéon de SD, y el estado de desarrollo de todas las vainas se correspondian
con R7 (Fig. 5.7; Fig. suplementaria 5.7). Considerados por planta, el nimero de granos,
peso de granos y pericarpio de vainas fue un 33, 44 y 40 % mayor bajo LD en comparacion
de SD (Fig. 5.7). El peso individual de granos por planta no vari6 entre tratamientos (Tabla
5.2). Las diferencias en la biomasa reproductiva asociada al tallo principal fueron mayores
que al considerar la planta entera. El nUmero de vainas y granos aument6 entre un 43-50
%, y el peso de granos y pericarpio de vainas entre un 61-67 % en LD en relacién de SD.
(Fig. 5.7)
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Tabla 5.2. Numero de nudos del tallo principal, niumero de ramificaciones, nimero de vainas, de granos y peso individual
grano de tallo principal y ramificaciones a madurez de cosecha (R8) en plantas de soja cv. NS4619 expuesta a tratamiento
fotoperiédico de dia corto (SD) y dia largo (LD) en post- antesis en el experimento 1 del afio 2018.

Cultivar Tratamiento Tallo Ramificaciones
principal
Namero Numero NuUmero Peso Ndmero Ndmero NUmero Peso
de de de Individual de de de Individual
nudos vainas granos de ramificaciones vainas granos de
grano grano
(N°pr) ~ (N°plt)  (N°pl?') (mg Gnt) (N° pI') (N° pI't) (N°plY)  (mg Gn?)
NS4619 SD 12 14 32 158.1 4 13 25 151.2
LD 14 19 48 166.6 4 13 28 152.1
* ** ok ns ns ns ns ns

La madurez de cosecha (R8) fue determinada segun Fehr & Caviness (1977). La sigla “pl”y “Gn” corresponden a planta y granos respectivamente. Los
asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia
estadisticamente significativa entre tratamientos.
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Figura 5.7. Biomasa reproductiva (Re), de grano (Gn) y de pericarpios de vaina (Va) por planta,
asociado al tallo principal y a las ramificaciones en plantas de soja cv. NS4619 expuesta a
tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en el experimento 1
de afio 2018. La biomasa reproductiva incluye peso de granos y pericarpio de vainas. En la parte
superior del grafico R2- R8 indican los estadios fenoldgicos segun escala de Fehr y Caviness
(1977) para SD y LD. Los muestreos intermedios (18 y 58 dias post-antesis, dpa) se realizaron a
los mismos dpa entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realiz6 alcanzado la madurez
de cosecha (R8) por lo que difieren en los dpa en que se realizé entre tratamientos. Los asteriscos
* *x y % denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001
respectivamente. La barra (l) representa el error estandar de la media. La sigla “pl” corresponde
a planta.

En el cv. NS4619 a madurez de cosecha (estadio R8) la biomasa total (conjunto de
biomasa vegetativa y reproductiva) por planta bajo LD fue significativamente mayor que en
SD (Fig. suplementaria 5.8). Ese aumento en LD, ya sea calculado con o sin el agregado
de biomasa abscindida, fue del orden del 36-44 %. La biomasa total asociada al tallo
principal también fue un 62 % mayor bajo LD en comparacion con los SD; en cambio en la
biomasa total asociada a ramificaciones no se observaron modificaciones entre
tratamientos (Fig. suplementaria 5.8). La particion de la biomasa total en biomasa
vegetativa y reproductiva a madurez de cosecha estimada a partir del peso de los granos y
de la biomasa reproductiva no mostro diferencias significativas entre tratamientos (Tabla
suplementaria 5.3). Al igual que lo observado en el capitulo Il las tasas de crecimiento

promedio se modificaron por los tratamientos fotoperiddicos. Bajo LD la tasa de crecimiento
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relativo (RGR) y tasa de crecimiento absoluto (AGR) fue mayor en comparacion de SD al
considerar todo el periodo de la post-antesis (R1-R8) (Tabla 5.3). También se registré que
la RGR y AGR durante la primera parte de la post- antesis (0- 18 dpa) fue mayor bajo SD
en comparacion de LD; mientras que en los periodos posteriores (18-58 dpa y 58 dpa-

madurez de cosecha) fue mayor en LD en relacion de SD (Tabla suplementaria 5.4).

Tabla 5.3. Tasa de crecimiento relativo (RGR) y tasa de crecimiento de absoluto (AGR)
durante todo el periodo reproductivo (R1-R8) en plantas de soja cv. NS4619 expuesta
a tratamiento fotoperiodico de dia corto (SD) y dia largo (LD) en post- antesis en el
experimento 1 del afio 2018.

Cultivar Tratamiento RGR RGR + hp AGR AGR +hp
(mg g* d*) (mgg*d?!) (mgpltd?) (mgpld?)
NS4619
SD 10.2 12.5 84.1 1235
LD 11.0 12.6 112.4 149.5
* ns *kk *%

Los estadios fenoldgicos R1 (antesis) y R8 (madurez de cosecha) se determinaron segun escala de Fehry
Caviness (1977). La RGR y AGR no considera la biomasa abscindida; la RGR + hp y AGR + hp considera
la biomasa abscindida (hp). Biomasa abscindida incluye peso de laminas foliares y peciolos durante el
periodo de post-antesis. La sigla “pl” corresponde a planta. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias
estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia
estadisticamente significativa.

En el cv. Williams 82 con vainas intactas se observaron iguales cambios en la
acumulacion de biomasa que en el cv. NS4619. A madurez de cosecha (estadio R8) la
biomasa vegetativa por planta aumenté significativamente un 77% en LD post-antesis en
comparacion de SD (Fig. 5.8). La biomasa vegetativa asociada a tallo y el nimero de nudos
del tallo principal aument6 un 16 y 78 % bajo LD en relacién de SD, mientras que en las
ramificaciones no se observaron cambios entre los tratamientos (Tabla 5.4; Fig. 5.8).
Durante toda la post-antesis el peso de las laminas y peciolos abscindidos en LD fue un 43
y 190 % mayor que bajo SD. La inclusion de la biomasa abscindida aument6 la estimacion
de biomasa vegetativa en ambos tratamientos en un 44-48 %, sin cambio en la significancia
entre los tratamientos (Fig. 5.8). A madurez de cosecha la biomasa reproductiva por planta
fue un 58 % mayor bajo LD en comparacién de SD (Fig. suplementaria 5.9). En ambos
tratamientos el 83% de las vainas tenian un estado de desarrollo correspondiente a R7, y
las restantes un estadio correspondiente a R3-R5 (estas vainas estaban ubicadas en el tallo
principal). Considerando las vainas con desarrollo R7, el nimero de vainas y granos por
planta aumentaron entre un 47-52% en LD en comparacion de SD (Tabla 5.4). En
consecuencia, el peso de granos y pericarpios de vainas aumento entre 49-61 % bajo LD

en comparacion con SD (Fig. suplementaria 5.9). El peso individual de granos por planta
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no varié entre tratamientos (Tabla 5.4). La biomasa reproductiva asociada a tallo principal
fue un 58 % mayor bajo LD en comparacion de SD. El nUmero de vainas, granos, peso de
grano y pericarpios de vainas asociado al tallo principal aumentaron en el orden del 55-63
% bajo LD en comparacién de SD (Tabla 5.4; Fig. suplementaria 5.9). La biomasa
reproductiva asociada a las ramificaciones no tuvo diferencias entre los tratamientos. En
correspondencia al cambio en la biomasa vegetativa y reproductiva, la biomasa total a
madurez de cosecha por planta y la asociada al tallo principal aumenté entre un 56- 61%
en LD en comparacion de SD (Fig. suplementaria 5.9). La biomasa total asociada a
ramificaciones no varié entre tratamientos. En ambos tratamientos la inclusion de la
biomasa abscindida aumento la estimacion de biomasa total en un 7% (Fig. suplementaria
5.9). La particion de la biomasa en biomasa vegetativa y reproductiva no varié entre
tratamientos (Tabla suplementaria 5.3).

d mSD
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Dias post-antesis

Figura 5.8. Biomasa vegetativa (Ve), del tallo principal (Ta), de ramificaciones (Ra) y biomasa
abscindida (hp) a madurez de cosecha (R8) en plantas de soja cv. Wiliams 82 expuesta a
tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) combinado con tratamiento de desfrutado
(-va) durante post-antesis en el experimento 1 de afio 2019. La biomasa vegetativa incluye peso
de tallo principal y ramificaciones; la biomasa abscindida incluye peso de laminas foliares y
peciolos. Los 62, 77, 133 y 154 corresponden a los diferentes dias post- antesis en que se realizé
el muestreo final alcanza R8 en los diferentes tratamientos. Diferentes letras representan
diferencias entre tratamientos a P < 0.05 segun Test de Fisher. La barra (I) representa el error
estandar de la media. La sigla “pl” corresponde a planta.

En el cv. Williams 82 en los tratamientos de desfrutado (i.e., plantas sin vainas) a
madurez de cosecha (determinada por la senescencia de todos los érganos vegetativos de

la planta), las plantas expuestas en LD-va incrementaron la produccion de la biomasa
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vegetativa durante la post-antesis en comparacion de SD-va (Fig. 5.8). La biomasa
vegetativa por planta y la asociada al tallo principal aumentaron significativamente un 48 y
42% respectivamente bajo LD-va en relaciéon a SD-va (Fig. 5.8). El nUmero de nudos del
tallo no vari6 entre tratamientos (Tabla 5.4). La biomasa vegetativa asociada a
ramificaciones y el nUmero de ramificaciones aumentaron un 98 y 75 % respectivamente
en LD-va en comparacion de SD-va (Fig. 5.8; Tabla 5.4). También el peso de las laminas
foliares y peciolos abscindidos durante la post- antesis fueron mayores en un 47 y 35 %
respectivamente bajo LD-va en relacion de SD-va. En ambos tratamientos la biomasa
vegetativa durante post- antesis aument6 entre 200-250 % con el agregado de la biomasa
abscindida, sin cambios significativos en las diferencias entre los tratamientos (Fig. 5.8). La
biomasa vegetativa por planta, asociada a tallo principal y ramificaciones se incrementé en
las plantas sin vainas (tratamiento de desfrutado) en comparacion de los tratamientos con
vainas intactas en igual fotoperiodo (i.e., SD vs. SD-va y LD vs. LD-va) (Fig.5.8). También
se registré esta tendencia en el nimero de nudos del tallo principal (Tabla 5.4); ademas, en
LD-va se generaron 3 ramificaciones mas por planta que en LD (Tabla 5.4). Al comparar
todos los tratamientos entre si (i.e., fotoperiodo y desfrutados) se observd que durante la
post-antesis bajo LD-va se produjo la mayor biomasa vegetativa mientras que en SD fue la
menor (Fig. 5.8). Por otro lado, la biomasa vegetativa entre SD-va y LD no difirig, y fue

mayor y menor respectivamente que en SD y LD-va (Fig.5.8).
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Tabla 5.4. Numero de nudos del tallo principal, nimero de ramificaciones, nimero de vainas, de granos y peso individual de grano
de tallo principal y ramificaciones a madurez de cosecha (R8) en plantas de soja cv. Williams 82 expuesta a tratamiento fotoperiddico
de dia corto (SD) y dia largo (LD) combinado con tratamiento de desfrutado (-va) en post- antesis en el experimento 1 del afio 2019.

Cultivar  Tratamiento Tallo principal Ramificaciones
Numero Numero Numero Peso Numero NUumero Numero Peso
de de de Individual de de de Individual
nudos vainas granos de grano ramificaciones vainas granos de grano
(N°pl)  (N°piY)  (N°plh)  (mg Gn) (N° pI™) (N° pI) (N°plt)  (mg Gn™)
Williams SD 12 a 22 46 159.5 4a 7 18 124.1
LD 14 b 36 72 160.9 4a 8 15 135.7
SD-va 16 c 4a
LD-va 16 c 7b
Fot ol ** ** ns *x ns ns ns
Des *kk *kk
Fot x Des *x *x

Los tratamientos SD y LD corresponden a tratamientos con vainas intactas; los tratamientos SD-va y LD-va a los tratamientos de desfrutado (ausencia de vainas).
La fuente de variacion fue el fotoperiodo (Fot) y el Desfrutado (Des); la interaccién entre las dos fuentes de variacion se denota Fot x Des. La madurez de cosecha
(R8) fue determinada segun Fehr & Caviness (1977). La sigla “pl” y “Gn” corresponden a planta y granos respectivamente. Los asteriscos *, ** y *** denotan
diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.
Diferentes letras denotan diferencias significativas a P < 0.05 segun test de Fisher.
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5.3.2. Experimento 2

5.3.2.1. Andlisis de la concentraciéon foliar de hormonas en dias largos en post-

antesis

En la campafa 2018-2019 durante la post- antesis en hojas se detectaron solo
citocininas del tipo alifaticas y no las aromaticas. La concentracion foliar de Isopentenil
adenina (IP, esto incluye su forma libre, glicosiladas, ribosidos y ribétidos) fue maxima en
el estadio R5 bajo SD (24 dias térmicos post-antesis, dtpa) y luego tendié a disminuir
significativamente hasta el Ultimo muestreo; en cambio bajo LD fue maxima en estadio R3-
4 y posteriormente tendié a mantenerse sin cambios significativos hasta el Gltimo muestreo
(Fig. 5.9). A los 59 dtpa la concentracién foliar de IP fue un 140 % mayor bajo LD en
comparacion de SD (Fig. 5.9). El aumento de la concentracién de IP en LD estuvo explicado
por el aumento significativo del 93 y 42 % en la forma ribésido (IPrs, la forma detectadas
fue ribdsido libre y O-glucosilada) y ribétido (IPrb) respectivamente (Fig. suplementaria
5.10). Al comparar los mismos estadios fenolégicos, R5 y R6 (que se corresponden con
muestreos en diferentes dtpa), no existieron diferencias significativas entre los tratamientos.
La concentracion de Zeatina (Z, esto incluye su forma libre, glicosiladas, ribosidos y
ribétidos) foliar tuvo diferentes tendencias entre tratamientos durante la post- antesis (Fig.
5.9). En los SD aument6 hasta el estadio R5 (24 dtpa) y posteriormente a este estadio se
mantuvo sin cambios significativos hasta el final del experimento. En cambio, en los LD la
Z foliar aumentd hasta R5 (36 dtpa), y posteriormente tuvo otro aumento significativo (en
relacion al estadio anterior) en el estadio R6 (59 dtpa) (Fig. 5.9). A los 59 dtpa se observo
un aumento significativo del 44% en la concentracion de Z en tratamientos de LD en relacion
de SD. Este aumento de Z foliares bajo LD se explicé por el aumento significativo de un 36
y 61 % de la base libres (ZIi, tanto cis como trans) y las formas glucosiladas (Zgl, las formas
trans O - glucosiladas se detectaron durante todos los muestreos, y la forma trans 9 y cis O
glucosiladas solo en el dltimo muestreo) respectivamente en comparacion de SD (Fig.
suplementaria 5.10). Al comparar el estadio R5 entre tratamientos no existié diferencia
significativa, en cambio en el estadio R6 hubo un aumento significativo (P <0.05) en LD en
comparacion de SD. Ese aumento en R6 estuvo relacionado con un aumento significativo
(P <0.05)de Zglen LD de 110% en relacion de SD. En ambos tratamientos la concentracion
de Dihidrozeatina (DHZ, esto incluye su forma libre, glicosiladas, ribosidos y ribétidos) foliar
aumento hasta los 24 dtpa (R5 en SD y R3-4 en LD) donde alcanzé su méaximo valor, se

mantuvo en el mismo sin cambios significativos hasta los 36 dtpa (R6 en SDy R5enLD) y
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luego disminuyd en el Ultimo muestreo (Fig. 5.9). A los 24 y 36 dtpa se registré un aumento
significativo del 32-36 % de DHZ en tratamientos bajo LD en relacion de SD (Fig. 5.9). Las
diferencias a los 24 dtpa estuvieron vinculadas con el aumento significativo de un 140 y 40
% de la base libre (DHZ li) y los ribdsidos (DHZ rs, se detectaron los ribdsidos en su forma
libre y O- glucosilada) respectivamente; a los 36 dtpa el incremento se explicé por un
aumento del 85y 29 % de las formas libres y glucosiladas (se detectaron las formas O, 7y
9 glucosiladas) respectivamente (Fig. suplementaria 5.10). A los 59 dtpa no existio
diferencia significativa en la concentracion de DHZ entre los tratamientos. Al comparar los
mismos estadios fenoldgicos (i.e., R5 y R6) no existi6 diferencia significativa en la
concentracion foliar de DHZ entre los tratamientos fotoperiddicos.
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Figura. 5.9. Contenido de citocininas en laminas foliares en plantas de soja cv. NS4619 expuesta
a tratamiento fotoperiodico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en el experimento
de campafa 2018-19. Los datos corresponden a la concentracion de Isopentenil Adenina (IP),
Zeatina (Z) y Dihidrozeatina (DHZ). En la parte superior del grafico R2-R7 indican los estadios
fenoldgicos segun escala de Fehr y Caviness (1977) para SD y LD. Los asteriscos *, ** y ***
denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La
barra (1) representa el error estandar de la media.

Las concentraciones foliares de acido jasmonico (JA) tendieron a ser constantes a
lo largo del tiempo en ambos tratamientos durante la post- antesis. La concentracion foliar
de JA en plantas expuestas bajo SD fue significativamente mayor que en las plantas
expuestas en LD en todos los muestreos (Fig. 5.10). Este aumento fue de 72, 99, 86 y 63%

alos 17, 24, 36 y 59 dtpa respectivamente bajo SD en comparacion de LD (Fig. 5.10). Al
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realizar comparaciones entre los mismos estadios fenoldgicos R5 y R6, existié un aumento
significativo (R5 P < 0.05; R6 P < 0.01) de la concentracion de JA foliar en SD en
comparacion de LD. Por otro lado, las concentraciones de acido abscisico (ABA) en las
hojas tuvieron diferentes tendencias durante la post-antesis entre los tratamientos. En los
SD existi6 un aumento progresivo de la concentraciéon de ABA a lo largo del tiempo,
mientras que en LD existi6 una disminucion en la concentraciéon (Fig. 5.10).
Consecuentemente, a los 36 y 59 dtpa se registré un incremento de concentracién de ABA
foliar bajo SD del 80 y 110% respectivamente en relacion de LD (Fig. 5.10). Al comparar los
mismos estadios fenolégicos R5 y R6, también existio un aumento significativo (P < 0.05)
de la concentracion de ABA foliar en SD en relacion de LD.

La concentracion foliar de la giberelina GA;: tendié a un incremento hasta el estadio
R6 en ambos tratamientos (Fig. 5.10). Posteriormente a R6, el nivel de GA: bajo SD
disminuyd a su menor valor (en LD no se realizaron mediciones posteriores a este estadio).
Las concentraciones de GA; a los 17, 36 y 59 dtpa aumentaron significativamente un 45,
40 y 110 % respectivamente bajo LD en comparacion de SD (Fig. 5.10). También al
comparar entre hojas de plantas en el mismo estadio fenologico (R5 y R6) existid un
aumento significativo (P < 0.05) de la concentracion foliar de GA: en LD en relacién de SD
(Fig. 5.10). Por otro lado, la concentracion foliar de la giberelina GAs se mantuvo constantes
durante la post- antesis en ambos tratamientos, y no existio diferencia en la concentracion
foliar de GAs al comparar en los mismos dtpa y en los mismos estadios fenoldgicos (Fig.
5.10).

La concentracion foliar de &cido salicilico (SA) tendié a disminuir progresivamente
durante la post-antesis en ambos tratamientos. No se detectaron diferencias en la
concentracion foliar de SA en un mismo tiempo de muestreo entre los tratamientos (Fig.
5.10); sin embargo, en los mismos estadios fenolégicos R5 y R6, se registrd6 un aumento
significativo (R5 P <0.001; R6 P < 0.01) en la concentracién foliar de SA en SD en
comparacion de LD. Las concentraciones foliares de acido indol acético (IAA) se
mantuvieron constante y sin diferencia entre los tratamientos hasta los 36 dtpa; posterior a
ello, a los 59 dtpa se registré6 un aumento significativo de un 21% de IAA foliar en plantas
expuestas bajo SD en relacion a plantas expuestas en LD (Fig. 5.10). Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas en IAA foliar en los mismos estadios fenolégicos entre

los tratamientos.
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Figura 5.10. Contenido de &cido jasmonico (JA), acido abscisico (ABA), giberelinas (GA1 y GAg),
acido salicilico (SA) y &cido indol acético (IAA) en laminas foliares en plantas de soja cv. NS4619
expuesta a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en el
experimento de campana 2018-19. (A) JA, (B) ABA, (C) GA4, (D) GAs, (E) SAy (F) IAA. Enla
parte superior del grafico R2-R7 indican los estadios fenoldgicos segun escala de Fehr y
Caviness (1977) para SD y LD. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (l) representa el error estandar
de la media.
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5.4. DISCUSION

5.4.1. Aumento en la duracion de la etapa de post- antesis y de la biomasa: efectos
del fotoperiodo independientes del desarrollo reproductivo de las vainas y granos

(efectos directos)

En soja con vainas intactas, la exposicién bajo LD posterior a antesis retardo el
desarrollo reproductivo de vainas y granos, y consecuentemente alargaron la duracion de
la etapa de post- antesis. Este efecto de los LD prolongando la post-antesis mediado por el
desarrollo reproductivo, es un efecto indirecto del fotoperiodo, y fue consistente con lo
registrado en el capitulo Il de esta tesis y en reportes previos (Raper & Thomas 1978;
Guiamet & Nakayama 1984a, b; Morandi et al. 1987; Kantolic & Slafer 2001, 2007; Nico et
al. 2015, 2016). Por otra parte, la exposicidon bajo LD y la remocién de vainas (tratamiento
de desfrutado) permitieron registrar un efecto directo del fotoperiodo (i.e., independiente del
desarrollo reproductivo de las vainas y granos), sobre la duracion de la etapa post- antesis.
En el tratamiento LD-va la duracion desde estadio fenologico R3 (i.e., momento en que se
generan y removieron las vainas) hasta la senescencia de las partes vegetativas se
prolongd con respecto de SD-va. En sentido similar, Han et al. (2006) observaron que la
remocién de estructuras reproductivas y la exposicion bajo LD mantenian el crecimiento
vegetativo al momento que plantas expuestas en SD y sin flores o vainas estaban cerca de
la senescencia. Por lo tanto, la mayor duracion de la post-antesis bajo LD estuvo mediado
en parte por un retardo en el desarrollo reproductivo de las vainas y granos, y por otra parte
se registro en forma novedosa en esta tesis un efecto del LD no mediado por el desarrollo
reproductivo de las vainas y granos; ambas respuestas representan un efecto indirecto y
directo del fotoperiodo en la duracién de la post-antesis.

La exposicion de plantas de soja con vainas intactas bajo LD incrementé la
produccién de la biomasa total (conjunto de biomasa vegetativa y reproductiva) durante la
post-antesis en comparaciéon con la exposicion en SD. Estos resultados fueron consistentes
con el aumento de biomasa total registrada bajo LD post-antesis en el capitulo Il en
condiciones de campo para esta especie. Por un lado, el incremento en la produccién de la
biomasa fue producto de la demora del desarrollo reproductivo de vainas y granos, lo que
consecuentemente posibilita un aumento en la cantidad de dias en que se produce biomasa
en los LD post-antesis. El anterior mecanismo en la produccién de biomasa es un efecto
indirecto del fotoperiodo (i.e., mediado por el desarrollo reproductivo de las vainas y

granos). Por otro lado, en LD post-antesis y al igual que lo observado en el capitulo Il, se
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registr6 un cambio en la produccion de biomasa diaria considerando todo el periodo
reproductivo (R1- R8) o parte del mismo (Tabla 5.3; Tabla suplementaria 5.4). Por lo tanto,
el incremento de la biomasa total no puede ser explicado Unicamente por una mayor
cantidad de dias produciendo biomasa producto de la demora del desarrollo reproductivo
de las vainas y granos (i.e., efecto indirecto del fotoperiodo); la modificacién en las tasas
de crecimiento sugiere un efecto directo del fotoperiodo (i.e., independiente del desarrollo
reproductivo de las vainas y granos) sobre la produccién de la biomasa total durante la post-
antesis. En el anterior andlisis y el capitulo Il, el efecto directo del fotoperiodo sobre la
produccion de biomasa se infiere en plantas que portan estructuras reproductivas, por lo
que en sentido estricto no se aisla la influencia del fotoperiodo del desarrollo reproductivo.
A partir de ello, el incremento de la produccién de biomasa durante post-antesis bajo LD-va
(i.e., tratamientos de desfrutados en que se aisla el efecto del fotoperiodo y desarrollo de
las vainas) en comparacion de SD-va, no solo vuelve a mostrar el efecto directo del
fotoperiodo, sino que ratifica la participacion de este mecanismo en plantas con estructuras
reproductivas intactas. En definitiva, el fotoperiodo afecta la generacion de biomasa durante
post-antesis tanto por un efecto indirecto (i.e., mediado por el desarrollo reproductivo de
vainas y granos) como directo (i.e., no mediado por el desarrollo reproductivo de vainas y
granos); el efecto del fotoperiodo no mediado por el desarrollo reproductivo de granos sobre
la produccién de la biomasa evidenciado por el cambio en las tasas de crecimiento, también
se observo6 en otra especie de “dia corto” como “quinoa” Chenopodium quinoa Willd (Cap.

), y en las especies de “dia largo” “trigo” (Triticum aestivum L.), “avena” (Avena sativa L.)
y “centeno” (Secale cereale L.) (Cap. IV), lo que podria representar un mecanismo

conservado entre especies.

5.4.2. Demora de la senescencia foliar por efecto indirecto y directo del fotoperiodo

en post- antesis

La senescencia foliar estuvo demorada en plantas de soja bajo LD post- antesis en
relacion de SD evidenciado tanto por una disminucién mas lenta en la degradacion de las
clorofilas foliares, un retardo en la abscision foliar y por una persistencia de la asimilacion
de CO; a saturacion luminica (An). En plantas de soja donde se mantuvieron las vainas
intactas, tanto en la parte superior del canopeo (i.e., hojas ubicadas en mitad superior del
tallo) como en hojas individualizadas (i.e., 0, +1, +2) el inicio del avance de la degradacién
de las clorofilas y la tasa de avance de la degradacion de las clorofilas (ambos determinados

a partir del indice de “verdor” SPAD) estuvieron demoradas y ralentizadas respectivamente
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en LD en comparacion de SD. También en esos dos niveles analizados (i.e., mitad superior
del canopeo y hojas individualizadas) la abscisidn foliar se observé retrasada bajo LD en
comparacion de SD. Por otro lado, y al igual que lo reportado en el capitulo Il, bajo LD post-
antesis, perduro la An por mas tiempo que en SD, ligado a un inicio tardio en la disminucién
de la An y/o por una tasa mas lenta de disminucién de An. En forma congruente con lo
mostrado en el capitulo I, existié una fuerte correlacién (representado por una curva de
regresion exponencial) entre la tasa de avance de degradacion de las clorofilas y la tasa de
avance de disminucién de la An; esto implica que la demora de la senescencia foliar bajo
LD post-antesis fue del tipo funcional (i.e., “no cosmética “; Thomas & Smart 1993; Thomas
& Howarth 2000; Hortensteiner 2009).

El desarrollo reproductivo de las vainas y granos ejerce un control correlativo sobre
la senescencia de las hojas (Leopold et al. 1952; Nooden et al. 1978, 1990b, 2004; Nooden
& Guiamet 1989); esto implica que el desarrollo reproductivo promueve la senescencia foliar
(Leopold et al. 1952; Lindoo & Nooden 1976, 1977; Nooden et al. 1978,1990; Mondal et al.
1978; Crafts-Brandner & Egli 1987a, b; Egli et al. 1987; Miceli et al. 1995). En los datos
presentados en este y en el capitulo I, como se mencion6 previamente existe una clara
demora en el desarrollo reproductivo de las vainas y granos en plantas expuestas bajo LD
post-antesis que se registra junto a la demora funcional de la senescencia de las hojas.
Estos datos son congruentes con las observaciones fragmentarias de algunos sintomas de
la demora de la senescencia como la retencién del canopeo (i.e., demora de la abscision
foliar; Raper & Thomas 1978; Cure et al. 1982; Guiamet & Nakayama 1984b) y el
mantenimiento de las clorofilas foliares (Guiamet & Nakayama 1984 a) junto a la demora
del desarrollo reproductivo de vainas y granos en plantas de soja expuestas bajo LD post-
antesis. En conjunto todas estas observaciones sugieren, que el fotoperiodo participaria
modulando la senescencia foliar mediante el control correlativo, y que este mecanismo de
accion del fotoperiodo en la senescencia de las hojas seria un efecto indirecto (i.e., mediado
por el desarrollo reproductivo de las vainas y granos). Ademas del efecto indirecto del
fotoperiodo sobre la senescencia foliar, en el capitulo Il de esa tesis, se observé en plantas
de soja con vainas intactas, que parte de la demora de la senescencia de las hojas no se
podia asociar Unicamente al atraso del desarrollo reproductivo producido bajo LD post-
antesis. Sumado a ello, en los tratamientos de desfrutado (i.e., remocién de vainas), las
plantas bajo LD-va tuvieron una demora de la senescencia foliar (evidenciado por el indice
de “verdor” SPAD) en comparacién con SD-va. Los sintomas de la demora de la

senescencia se hicieron evidentes en las hojas individualizadas més apicales (i.e., +1; +2),
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y pareceria existir un aumento de estos sintomas en sentido apical en las hojas del tallo
principal (Fig. 5.4, 5.5). La demora en el “amarillamiento” del canopeo en plantas sin flores
0 vainas expuestas bajo LD (Han et al. 2006) también podrian ser interpretado como un
mecanismo independiente del desarrollo reproductivo. Por lo tanto, la demora de la
senescencia foliar bajo LD post-antesis independiente del desarrollo reproductivo de las
vainas y frutos, demuestra en forma novedosa un efecto directo del fotoperiodo sobre la

senescencia de las hojas.

5.4.3. Modificacion de la concentracion foliar de hormonas asociada a la demora de
la senescencia foliar en dias largos post-antesis

Con el fin de analizar mecanisticamente la demora en la senescencia foliar bajo LD
post- antesis, se estudiaron los niveles foliares de diferentes hormonas. Bajo LD post-
antesis la demora funcional de la senescencia foliar registrada en el capitulo Il (Fig. 2.3) (y
en este capitulo), se asocid a un incremento de la concentracion de citocininas alifaticas en
las hojas (Fig. 5.9). Esto es consistente con el conocido rol de las citocininas en soja y otras
especies retrasando la senescencia de las hojas (Richmond & Lang 1957; Lindoo & Nooden
1978; Dybing & Lay 1981a, b; Nooden 1986; Nooden et al. 1979, 1990a, b; Nooden &
Letham 1993; Gan & Amasino 1995, 1996; Zwack & Rashotte 2013; Guo et al. 2021).
Posteriormente a los 40 dias térmicos post-antesis (dtpa), donde la demora de la
senescencia foliar se evidencid, se registrd particularmente un aumento de la concentracion
de las citocininas alifaticas Zeatinas (Z) e Isopentenil adenina (IP), especialmente bajo LD.
Dado que los diferentes tipos de citocininas alifaticas (i.e., bases libres, glucosiladas,
ribétidos, ribdsidos) tienen diferentes funciones bioldgicas (Sakakibara 2006; Werner &
Schmilling 2009; Zircher & Miller 2016; Wybouw & De Rybel 2019), es necesario
determinar si las formas (variantes) que estdn aumentadas bajo LD post- antesis se
corresponden con las citocininas més activas en la demora de la senescencia de las hojas.
En relacion a las Z, bajo LD post- antesis se observo un aumento de las bases libres de Z
(Fig. suplementaria 5.10), y esto es congruente con la demora de la senescencia foliar
reportada en explantos de soja donde se aplicaron estas bases libres (Neumann et al. 1983;
Garrison et al. 1984; Nooden et al. 1990b). También, bajo LD post- antesis se detectd un
aumento de las Z glucosiladas (O y 9 glucosiladas), formas de las que no se habian
registrados cambios en la concentracién del liquido xilematico frente a la demora de la

senescencia foliar en tratamientos de desfrutado (Nooden et al. 1990a); sin embargo, en
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otras especies como Arabidosis thaliana (L.) Heynh, “tomate” Solanum lycopersicum (L.), y
avena la aplicacién de la forma 7 y 9 glucosilada de Z en hojas desprendidas de la planta
demord la degradacion de las clorofilas (Hallmark et al. 2020; Pokorna et al. 2020), efecto
gue coincide con los datos presentados en este capitulo. Con respecto a las IP, bajo LD
post-antesis se incrementd la concentracion de IP ribdsido (IPrs) y esto es congruente con
la demora de la degradacion de las clorofilas y la abscision de laminas foliares y peciolos
en explantos de soja expuestos a esta forma de citocininas (Garrison et al. 1984). Por otro
lado, el primer compuesto en la via principal de sintesis de las citocininas es el IP ribotido
(IPrb) que posteriormente da lugar a las otras citocininas (Gan & Amasino 1995, 1996). Por
lo tanto, el aumento bajo LD post- antesis de IPrb podria estar sugiriendo el aumento del
precursor para la generacion de otras citocininas que actian sobre la senescencia foliar.
En definitiva, las formas de citocininas que tuvieron aumento bajo LD post- antesis estan
asociadas a la demora de la senescencia foliar.

Por otro lado, no vinculado con la senescencia foliar, se reportdé (Kokubum & Honda
2000; Nonokawa et al. 2007) dentro de un mismo racimo de vainas, que la supervivencia
(i.e., menor abscisién) de las vainas proximales a expensas de las distales esta asociado
al aumento de la concentracion en las vainas proximales de las citocininas alifaticas, Z
(forma base libre) y de Isopentenil adenosina (IPA) (un precursor de IP, Sakakibara 2006).
Bajo LD post-antesis se incrementa el nimero de vainas por nudos y consecuentemente el
namero de vainas por plantas (Guiamet & Nakayana 1984a, b; Nico et al. 2016). En relacién
a los trabajos anteriores, en este capitulo (y en el Cap. Il), bajo LD post-antesis se registré
un aumento del nimero de vainas por planta junto a un incremento en la concentracion de
citocininas. Particularmente es notorio el aumento en la concentracion foliar de
Dihidrozeatina (DHZ) bajo LD durante el pleno desarrollo de las vainas (R3-R4), estadio
fenoldgico sensible a la abscision de las mismas (Jiang & Egli 1993; Westgate & Peterson
1993; Kokubum 2011); por lo que el mayor nidmero de vainas bajo LD podria estar
relacionado con el incremento de estas hormonas (disminuyendo la abscision de las
vainas). De todas formas el aumento per se de citocininas en hojas no indica
necesariamente un aumento de los niveles tisulares en las vainas, pero dado que las
mismas provienen mayormente de las raices y se distribuyen a diferentes destinos por el
xilema (Van Staden & Davey 1979; Garrison et al. 1984; Nooden et al. 1990a, b; Faiss et
al. 1997), la mayor concentracion en hojas podria también existir en vainas; por lo tanto es
necesario profundizar en un estudio donde se determine la posible relacion entre la

concentracion de citocininas en vainas y los LD post- antesis.
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Bajo LD post-antesis en plantas de soja existié una disminucion en la concentracion
foliar de &cido abscisico (ABA) coincidente con la demora de la senescencia foliar. Esto es
consistente con los reportes en los cuales la aplicacién de ABA en hojas intactas (Lindoo &
Nooden 1978) y en discos de hojas (Guiamet & Giannibelli 1994) aceleran la senescencia
foliar, y con el aumento en la concentracion de ABA en paralelo a la degradacion de las
clorofilas al aumentar la edad de las hojas (Samet & Sinclair 1980). Por otro lado, el ABA
ademas de estar involucrado en la senescencia foliar, también esta relacionado al control
de la conductancia estomatica (gs) (Liu et al. 2005; Castro et al. 2019). El aumento de ABA
en plantas expuestas bajo SD a los 39 y 59 dtpa se asociaron con la disminucion de la gs
(39 dtpa 449.5 vs 543.4 (ns) y 59 dtpa 159.2 vs 255.8 (P <0.001) umoles agua m*2 s para
SD y LD respectivamente); esto sugiere que el fotoperiodo (modificando la concentracion
de ABA) participaria en el control de la conductancia estomética. En soja también se registro
gue la diminucién de ABA (Morandi et al. 1990; Gosparini et al. 2007; Montechiarini et al.
2020) y los LD post-antesis (Guiamet & Nakayama 1984 b) aumentaron la viviparidad de
los granos. Dado que el ABA se sintetiza principalmente en hojas y desde alli se puede
transportar a diferentes destinos incluyendo las vainas y granos (Setter et al. 1980, 1981;
Nooden & Obermeyer 1981), la disminucidn en la concentracion de ABA en hojas bajo LD
observado en este capitulo, podria estar relacionado con el aumento en la viviparidad de
los granos reportado en los trabajos mencionados. Por lo tanto, no se puede descartar que
ademas de la demora de la senescencia foliar, el aumento de ABA bajo LD post-antesis
este impactando en otros procesos.

La demora de la senescencia foliar a LD post- antesis estuvo asociada a la mayor
concentracion de giberelina A; (GA:), sin modificacion en la concentracion de giberelinas
Az (GAs) entre tratamientos. En forma contraria a los datos presentados en este capitulo, se
habia reportado en soja que la aplicacién de GAs en explantos (Nooden 1986) o en hojas
desprendidas (Dybing & Yarrow 1984) demora la senescencia foliar; sin embargo, en
sentido similar al incremento de la GA; bajo LD post-antesis, se observé la demora de la
senescencia foliar por la aplicacion de GA; en la especie Alstroemeria sp. (Jordi et al. 1995;
Kappers et al. 1998). Por otra parte, la demora de la senescencia foliar en LD también
coincidi6 con una menor concentracion de &cido jasmonico (JA). Este resultado es
congruente con la aceleracion de la senescencia en las hojas de soja, reportado tanto por
la aplicaciébn de JA en hojas desprendidas (Guiamet & Gianibelli 1994), como por el
incremento de la concentracion endogena foliar de JA (Bawa et al. 2021). Por otro lado,

previo a la evidencia de la demora en los sintomas de la senescencia foliar (Fig. 5.10),
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también se registré el aumento y la disminucion de GA;: y JA respectivamente bajo LD post-
antesis. Por lo tanto, esto podria sugerir que bajo LD post-antesis ademas de modificarse
la concentracion de estas hormonas en relacion a la senescencia foliar, otros cambios
observados en este tratamiento fotoperiddico podrian responder a la modificacion de GA; y
JA.

En plantas de soja expuestas bajo LD post-antesis disminuy6 la concentracion de
acido indol acético (IAA) en forma conjunta a la demora de la senescencia foliar. En plantas
de soja se han reportado tanto que el acido 1-naftalenacético (NAA, auxina sintética) no
influye sobre la senescencia foliar (Dybing & Lay 198l1a, b), como que demora la
degradacion de las clorofilas y la abscision de las hojas (James et al. 1965; Nooden et al.
1979). En este capitulo, la menor concentracion de IAA en LD post- antesis y la demora de
la senescencia foliar podrian vincularse con la disminucién de la sintesis del etileno. En
Lupinus albus L. el IAA promueve la expresion de la enzima 1- aminociclopropano-1
carboxilico sintasa (ACC sintasa) (Bekman et al. 2000), enzima limitante de la sintesis del
etileno (Wang et al. 2002; van der Graaff et al. 2006), una hormona ampliamente vinculada
a la induccién de la senescencia foliar (Djanaguiraman & Prasad 2010; Lin et al. 2007; Taiz
2015; Guo et al. 2021). Ademas, se reporté que la expresion de un receptor tipo kinasa
(SARK) de soja inductor de la senescencia en A. thaliana, esta regulado positivamente tanto
por Etileno como IAA, donde esta Ultima actuaria corriente arriba del primero (Xu et al.
2011).

La demora en la senescencia foliar bajo LD post-antesis podria estar explicada por
el retraso del desarrollo reproductivo de las vainas y granos vinculado a posibles cambios
en las concentraciones hormonales. Cuando se realizan comparaciones de la
concentracion de hormonas considerando el mismo estadio fenoldgico, que se corresponde
con diferentes dias térmicos post- antesis producto del retraso del desarrollo (i.e., R6 a los
39 y 59 dtpa en SD y LD respectivamente, periodo en que es evidente la demora de la
senescencia foliar), algunas diferencias encontradas en los niveles hormonas en mismos
dtpa entre tratamiento se mantuvieron y otras no existieron. En el mismo estadio fenolégico
la diferencia en la concentracion de IAA 'y IP no se registrd, mientras que la diferencia en Z,
ABA, GA:; y JA se mantuvieron al igual que lo observado en un mismo dtpa. Esta
comparacion de similares estadios fenolégicos y diferentes dtpa, debe ser tomada con
cautela ya que las plantas no estan necesariamente expuestas a mismas condiciones
ambientales (i.e., su “historia” difiere en términos de las condiciones a las que se vieron

expuestas). Con la precaucién expresada anteriormente, se podria interpretar que la
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participacion de IAA 'y IP en la demora de la senescencia foliar bajo LD estuvo vinculado a
la demora del desarrollo reproductivo de vainas y granos, i.e., efecto indirecto del
fotoperiodo. En cambio, la participacion de Z, ABA, GA1yJA en la demora de la senescencia
foliar no estaria mediada por el desarrollo reproductivo de vainas y granos, i.e., podria ser
un efecto directo del fotoperiodo. De todas formas, desentrafiar completamente las
relaciones hormonales y su relacion causal con el desarrollo reproductivo y el control de la
senescencia requerird de mas estudios complementarios en el futuro.

En definitiva, en este capitulo se reportan por primera vez los cambios hormonales
en hojas de soja en fotoperiodos no inductivos en post-antesis. Bajo LD post-antesis la
demora de la senescencia foliar estuvo asociada al incremento de la concentracién de Z,
IP, GA: y la disminucion de ABA, JA, IAA por lo que funcionarian como un grupo “anti-
senescencia” y “pro-senescencia” respectivamente. Parte de las modificaciones
observadas en la concentracion de estas hormonas se mantuvieron al comparar los mismos
estadios de desarrollo de vainas y granos y parte no se sostuvieron; esto sugeriria que
estas hormonas podrian ser parte del efecto del fotoperiodo independiente (directo) y
dependiente (indirectos) del desarrollo reproductivo de las vainas y granos sobre la

senescencia foliar.

5.5. CONCLUSIONES

Con lo registrado en este capitulo y en el capitulo Il parece claro que existen efectos
del fotoperiodo en post- antesis que estan mediados y efectos que no estan mediados por
la demora del desarrollo reproductivo de las vainas y granos. El aumento de biomasa, el
cambio en las tasas de produccion de biomasa y la demora de la senescencia foliar fue
explicado tanto por un efecto indirecto (mediado por el desarrollo reproductivo de vainas y
granos) como directo (no mediado por el desarrollo reproductivo de vainas y granos) del
fotoperiodo sobre estos procesos. Por otro lado, asociado a la demora de la senescencia
foliar a LD post-antesis se incremento la concentracion de un grupo de hormonas “anti-
senescencia” y disminuyo la concentracion de un grupo de hormonas “pro-senescencia’.
Algunas modificaciones en la concentracion de estas hormonas se mantuvieron en iguales
estadios de desarrollo reproductivo de vainas y granos y otras no, lo que sugeriria que estas
hormonas podrian participar en el efecto indirecto y directo del fotoperiodo sobre la

senescencia foliar.
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CONCLUSIONES GENERALES, CONTRASTACION DE HIPOTESIS Y PERSPECTIVAS
FUTURAS

En el presente capitulo se retoman los principales resultados de la tesis con la finalidad
de determinar el cumplimiento del objetivo general de la misma a partir de la contrastacion de
las hipotesis derivadas de los objetivos especificos (Cap. 1). Asimismo, se proponen esquemas
conceptuales a partir de los diversos resultados obtenidos, de manera de integrarlos en forma
articulada. Posteriormente se contextualizan los nuevos resultados en el contexto del
conocimiento actual. Finalmente, se plantean diversos interrogantes surgidos de esta tesis y se

sugieren posibles abordajes de los mismos en futuras lineas de investigacion.

6.1. CONTRASTACION DE HIPOTESIS

El objetivo general de esta tesis fue “determinar si los fotoperiodos no inductivos
posteriores a antesis en especies de “dia corto” y “dia largo” para la floracion participan en la
regulacion de la senescencia foliar y procesos asociados a la misma, y dilucidar posibles
mecanismos subyacentes a esta respuesta”. Para ello se trabajé en primera instancia con el
objetivo especifico 1 (Cap. 1), a partir del cual se determiné que tanto en las especies de “dia
corto”, “soja” (Glycine max. L. Merr.), “quinoa” (Chenopodium quinoa Willd.) y “amaranto”
(Amaranthus cruentus L.), como en las especies de “dia largo” para la floracion “trigo” (Triticum
aestivum L.), “cebada” (Hordeum vulgare L.), “avena” (Avena sativa L.) y “centeno” (Secale
cereale L.), la exposicién a tratamientos fotoperiédicos no inductivos posteriores a antesis
demor6 el desarrollo reproductivo de frutos y granos (Cap. II-V) (Fig. 6.1). Esta respuesta
conservada en todas las especies en estudio, permite aceptar provisionalmente la hipétesis 1
“Bajo fotoperiodos no inductivos posteriores a antesis las especies de “dia corto” y “dia largo”
demoran el desarrollo reproductivo de frutos y granos” (Cap. I).

Posteriormente se abordaron los objetivos especificos 2 y 3 (Cap. 1), en los cuales en
fotoperiodos no inductivos de la floracion aplicados en post-antesis se caracterizd la
senescencia foliar a partir de la degradacion de las clorofilas, del cambio en la asimilacién neta
de dioxido de carbono y la abscision de las hojas durante la post- antesis. En todas las especies
de “dia corto” estudiadas, los tratamientos fotoperiodicos de dia largo (LD, tratamientos no
inductivos para estas especies) posteriores a antesis demoraron la degradacién de las clorofilas
foliares, prolongaron la asimilacion neta de didxido de carbono (An) y retrasaron la abscision de
las hojas (Cap. Il, 11l y V). Por otro lado, también en todas las especies de “dia largo” en estudio,

la exposicién a regimenes fotoperiddicos de dia corto (SD, tratamientos no inductivos para
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estas especies) posteriores a la antesis demor6 la degradacion de las clorofilas foliares (Cap.
IV). Ademas, en trigo, avena y centeno bajo SD post- antesis se extendié la An durante la post-
antesis (Cap. IV) (Fig. 6.1). Por lo tanto, a partir de los resultados previamente mencionados las
hipotesis 2 “La exposicion a fotoperiodos no inductivos de la floracién en especies de “dia corto”
y “largo” durante la post-antesis retrasan la degradacién de las clorofilas foliares durante este
periodo”y la hipétesis 3 “La exposicién a fotoperiodos no inductivos de la floracion en especies
de “dia corto” y “dia largo” posterior a antesis prolongan la asimilacion neta de dioxido de
carbono” son provisionalmente aceptadas (Fig. 6.1). Derivada de la contrastacién positiva de
estas hipdtesis (i.e., que existid tanto un retraso en la degradacion de las clorofilas foliares
como una prolongaciéon de la An) y reforzado por la correlacion significativa entre estos dos
sintomas de la senescencia (Cap. 1I-V), surge que la demora de la senescencia foliar en las
especies en estudio fue del tipo funcional (i.e., no meramente cosmética). La Unica aparente
excepcion fue cebada, donde no se registr6 una extension de la An en post- antesis; sin
embargo, existi6 un aumento de la biomasa generada durante este periodo (ver mas adelante),
lo que razonablemente sugiere que la An se mantuvo en otras hojas (diferentes de la hoja
analizada) por lo que el retraso de la senescencia también podria ser de tipo funcional en esta

especie.
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FOTOPERIODOS NO INDUCTIVOS POST- ANTESIS
EFECTOS NO ASOCIADOS O
PARCIALMENTE INDEPENDIENTES

DEL DESARROLLO REPRODUCTIVO

DE LOS FRUTOS Y GRANOS
spp. dia corto v dia largo

AUSENCIA || EFECTOS PREVIOS |
DE | O AUSENTES |
FRUTOS RESPECTO A LA |
soja | DEMORA DEL
| DbEsArRroOLLO |
| REPRODUCTIVO DE
FRUTOS Y GRANOS |
| Q. cv. Baer, amaranto y
| avena |
_______ D
CIONES
DE
1Z,GA; R
L ABA,JA |[I=2>
SOIa er
ENCIA FOLIAR

EFECTO DIRECTO SOBRE LA
SENESCENCIA

Figura 6.1. Esquema conceptual de los efectos indirectos (mediados por el desarrollo reproductivo de los
frutos y granos) y directos (no mediados por el desarrollo reprodcutivo los frutos y granos) de los
fotoperiodos no inductivos sobre la senescencia foliar en post-antesis en especies de “dia corto” y “dia
largo” para la floracion. Las flechas gruesas con lineas continuas entre cuadros indican relaciones
establecidas en la tesis, las cuales pueden ser de tipo causal o bien ser meras asociaciones. Las flecha
delgadas (1) y (|) dentro de rectangulos indican incremento y disminucion respectivamente. Los
rectangulos y flechas gruesas con linea continua de color gris oscuro o gris claro corresponden a
modificaciones asociadas a los efectos indirectos e directo del fotoperiodo respectivamente. Los
rectdngulos de linea continua de color gris oscuro y claro corresponden a modificaciones asociadas al
efecto indirecto y directo. El rectangulo y flechas con lineas punteadas corresponde a asociaciones
determinas en la tesis que deben seguir estudiandose. En cada recuadro se detalla en cuales de las
especies estudiadas en la tesis se documenté el proceso mencionado; en caso de decir spp. dia corto y
spp. dia largo se refiere a que el efecto se registré en todas las especies de “dia corto” y “dia largo” en
estudio. Las siglas corresponden a : Isopentenil adenina (IP), zeatina (Z), giberelina 1 (GA1), &cido indol
acético (IAA), acido abscisico (ABA) y acido jasmonico (JA).
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Establecida la demora en el desarrollo reproductivo de frutos y granos y el retraso
funcional de la senescencia foliar, se continué con el objetivo especifico 5 (Cap. 1) que buscé
determinar si vinculado al retraso de estos procesos existieron cambios en la produccion de la
biomasa. En la mayoria de las especies de “dia corto” y “dia largo” analizadas en este estudio,
la exposicién a fotoperiodos no inductivos provocé un incremento de la biomasa total producida
en post- antesis (a excepcién de quinoa cv. Baer) (Cap. II-V) (Fig. 6.2). La demora de la
senescencia foliar, en conjunto con una mayor duracién del periodo de post-antesis (y por lo
tanto un mayor periodo de crecimiento y una mayor cantidad de radiacion fotosintéticamente
activa acumulada durante esta etapa), son una explicacion plausible del aumento de la biomasa
total (Cap. II-V). Asociado al incremento de la biomasa total, en todas las especies aumento la
produccion de la biomasa vegetativa ante la exposicién a fotoperiodos no inductivos posteriores
a la antesis (Cap. 1I-V) (Fig. 6.2). Junto al incremento de la biomasa vegetativa, en general en
las especies de “dia corto” se generd un aumento en el numero de nudos del tallo principal bajo
LD (a excepcién de quinoa cv. Kankolla del afio 2019) (Cap. Il, lll y V). En la especie de “dia
largo” centeno también se incrementé la generacion de nudos por eje, mientras que en trigo y
cebada aument6 el nimero de ejes en plantas expuestas bajo SD. Por otro lado, en relacién a
la biomasa reproductiva en la mayoria de las especies en estudio aumentd el nimero de frutos
y granos por unidad de superficie o por planta bajo fotoperiodos no inductivos en post-antesis (a
excepciéon de cebada y centeno) (Cap. 1I-V) (Fig. 6.2). En general en la mayoria de las especies
de “dia corto” (a excepcion de quinoa. cv. Baer y soja en la campafia 2018-2019), y en las
especies de “dia largo” trigo y avena el peso de granos por planta o unidad de superficie del
suelo se incrementd en fotoperiodos no inductivos posteriores a antesis (Cap. II-V). También el
peso de las estructuras reproductivas que no forman parte de los granos aumentd en soja,
guinoa (cv. Kankolla), trigo y cebada bajo fotoperiodos no inductivos en post-antesis (Cap. II-V).
Vinculado a las anteriores modificaciones de la biomasa reproductiva, la misma se incrementé
en soja, quinoa (cv. Kankolla), trigo y avena expuesta a fotoperiodos no inductivos (Cap. 1l-V)
(Fig. 6.2). Finalmente, en soja en condiciones de campo, junto al incremento de la biomasa,
bajo LD aument6 el contenido de nitrégeno (N) de la biomasa vegetativa y de los granos, sin
cambio en su concentracion en los 6rganos (Cap. Il) (Fig. 6.2). El mayor contenido de N estuvo
explicado en partes iguales tanto por el incremento en absorcién de N edafico como por la
fijacion bioldgica de N (Cap. Il). A partir de los cambios observados en la biomasa vegetativa y
reproductiva expresados anteriormente la hipétesis 5 “La exposicion a fotoperiodos no
inductivos de la floracion en especies de “dia corto” y “dia largo” aumentan la produccion de

biomasa durante la post- antesis” es provisionalmente aceptada (Fig. 6.2).
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FOTOPERIODOS NO INDUCTIVOS POST- ANTESIS

1

EFECTOS NO ASOCIADOS O
PARCIALMENTE
INDEPENDIENTES DEL
DESARROLLO REPRODUCTIVO

DE LOS FRUTOS Y GRANOS
spp. dia corto y dia largo

AUSENCIA 11 RGR
DE 1/CGR/AGR
FRUTOS soja, Q. cv. Kankaolla,
soja trigo, avena, centeno

g

=
|

UCTIVA
, avena
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rto, kolla,
na go,

EFECTO DIRECTO SOBRE LA
PRODUCCION DE BIOMASA

Figura 6.2. Esquema conceptual de los efectos indirectos (mediados por el desarrollo reproductivo de
los frutos y granos) y directos (no mediados por el desarrollo reproductivo de los frutos y granos) de
los fotoperiodos no inductivos sobre la produccién de biomasa en post-antesis en especies de “dia
corto” y “dia largo” para la floracion. Las flechas gruesas entre cuadros indican relaciones establecidas
en la tesis, las cuales pueden ser de tipo causal o bien ser meras asociaciones. Las flecha delgadas (
/)y (/) dentro de rectangulos indican incremento y disminucion respectivamente. Los rectangulos y
flechas gruesas de color gris oscuro o gris claro corresponden a modificaciones asociadas a los
efectos indirectos e directo del fotoperiodo respectivamente. Los rectangulos de color gris oscuro y
claro corresponden a modificaciones asociadas al efecto indirecto y directo. En cada recuadro se
detalla en cudles de las especies estudiadas en la tesis se documentd el proceso mencionado; en
caso de decir spp. dia corto y spp. dia largo se refiere a que el efecto se registré en todas las especies
de “dia corto” y “dia largo” en estudio. Las siglas corresponden a : tasa de crecimiento de relativo
(RGR), tasa de crecimiento de cultivo (CGR), tasa de crecimiento absoluto (AGR).
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Para abordar la Ultima parte del objetivo general, i.e., “dilucidar posibles mecanismos
subyacentes a esta respuesta”, se trabaj6 por un lado con todas las especies en estudio con los
objetivos 6 y 7 (Cap. 1), y por otro lado con soja con el objetivo especifico 4 (Cap. I). Bajo
fotoperiodos no inductivos post-antesis, en todas las especies se produjo un atraso del
desarrollo reproductivo de los frutos y granos (Hipétesis 1), asociado a la demora funcional de la
senescencia foliar (Hipotesis 2,3) y el aumento de la biomasa (Hipétesis 5); la anterior
asociacion sugiere que el fotoperiodo actuaria mediado (al menos parcialmente) por la demora
en el desarrollo reproductivo de frutos y granos sobre la senescencia de las hojas y la
produccion de biomasa, lo que implica un efecto indirecto del fotoperiodo sobre estos procesos.
Si los efectos del fotoperiodo sobre la demora de la senescencia foliar e incremento de la
biomasa estuvieran explicados Unicamente por la demora del desarrollo reproductivo de frutos y
granos (efecto indirecto), en plantas donde no existen estructuras reproductivas (i.e., frutos y
granos) no se observaria el efecto del fotoperiodo. En este sentido en plantas de soja donde las
vainas fueron removidas (i.e., se disect6 manipulativamente el desarrollo reproductivo de los
frutos y granos del fotoperiodo), el fotoperiodo no inductivo posterior a antesis demoré la
degradacién de las clorofilas foliares y aumentd la produccién de biomasa (i.e., biomasa
vegetativa ya que las vainas fueron removidas), lo que indica un efecto directo del fotoperiodo
sobre estos procesos (Cap. V) (Fig. 6.1, 6.2). Por otro lado, en plantas intactas (i.e., sin
remocion de granos) de quinoa (cv. Baer) y amaranto tanto la menor degradacién de las
clorofilas como la menor disminuciéon de An bajo LD post-antesis se comenzaron a evidenciar
previamente a la demora del desarrollo reproductivo de los granos (Cap. Ill). En avena los SD
post-antesis condujeron a una degradacién mas lenta de las clorofilas foliares en tallo principal
y ejes pre-tratamientos sin demorar el desarrollo reproductivo de los granos (Cap. IV). También
en esta especie la persistencia de la An bajo SD se registr6 sin cambios en el desarrollo
reproductivo de los granos (Cap. IV) (Fig. 6.1). Los anteriores registros del desfasaje entre el
desarrollo reproductivo y la demora de la senescencia (que deben seguir estudiandose en
forma similar a lo realizado en el Cap. V) sugeriria que el efecto directo del fotoperiodo sobre la
senescencia también podria participar en otras especies diferentes a soja. También en plantas
intactas y en relacion al incremento de biomasa durante la post-antesis, si el efecto del
fotoperiodo sobre la misma estuviera mediado exclusivamente por la demora en el desarrollo
reproductivo de frutos y granos, el incremento de la biomasa se explicaria por un mayor periodo
de crecimiento (i.e., prolongacion de la post-antesis) y una produccion diaria de biomasa similar
entre tratamientos. No obstante, en la mayoria de los casos analizados la tasa de crecimiento

relativo (RGR) y las tasas de crecimiento absoluto (CGR, AGR) estuvieron modificadas por los
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fotoperiodos no inductivos posterior a la antesis (Cap. Il - V), lo que sugiere un efecto directo
del fotoperiodo sobre la produccién de biomasa (Fig. 6.2). A partir del registro de la modificacion
de las tasas de crecimiento se acepta provisionalmente la hipétesis 6 “Bajo fotoperiodo no
inductivo de la floracién las tasas de crecimiento cambiaran durante la post-antesis en especies

2993

de “dia corto”y “dia largo” (Cap. ). En conjunto, todos los resultados anteriores implican que el
fotoperiodo actiia modificando la senescencia foliar y la biomasa durante post-antesis tanto en
un proceso mediado por el desarrollo reproductivo de frutos y granos (efecto indirecto) como
también independientemente del mismo (efecto directo); estos efectos del fotoperiodo sobre
estos procesos parecerian no ser exclusivos de soja, y podrian ocurrir en otras especies de “dia
corto” y “dia largo” para la floracién. A partir de lo anterior se acepta provisionalmente la
hipotesis 7 “en fotoperiodos no inductivos posterior a la antesis en especies de “dia corto” y “dia
largo” parte del cambio en la senescencia foliar y los procesos asociados a la misma seréan
vinculados al desarrollo reproductivo de frutos y granos (efecto indirecto) y otra parte seran
parcialmente independiente del desarrollo reproductivo de frutos y granos (efecto directo)” (Cap.
.

Por dltimo, la demora de la senescencia foliar bajo fotoperiodos no inductivos post-
antesis estuvo asociada a cambios en niveles foliares de hormonales vegetales. En soja bajo
LD posteriores a antesis se incrementd la concentracion foliar de las citocininas alifaticas,
isopentenil adenina (IP), zeatina (Z) y de las giberelinas (GA1), gue son hormonas relacionadas
con la demora de la senescencia foliar (Cap. V). Por el contrario, bajo LD post-antesis se
registrd una disminucién en la concentracion de acido abscisico (ABA), acido jasmoénico (JA) y
la auxina acido indol acético (IAA), hormonas relacionadas con la promocion de la senescencia
de las hojas (Cap. V) (Fig. 6.1). A partir de estos registros, la hipétesis 4 “En soja la exposicion
a fotoperiodos no inductivos de la floracion en post-antesis aumenta y disminuyen las
concentraciones de hormonas foliares relacionadas con la demora y aceleracion
respectivamente de la senescencia de las hojas” (Cap. 1), es provisionalmente aceptada.
Ampliando la interpretacion de los resultados se observd que los cambios en la concentracion
de IP y IAA no se sostienen entre tratamientos al comparar los mismos estadios de desarrollo
reproductivo de frutos y granos (con diferentes dias de muestreo), mientras que los cambios de
Z, GA1, ABA y JA se mantienen en los mismos estadios de desarrollo reproductivo (Cap. V). En
conjunto todos estos resultados sugieren por un lado que las hormonas estarian participando en
la demora de la senescencia foliar evidenciada en fotoperiodos no inductivos, y por otro lado

podrian ser parte tanto del efecto indirecto como del efecto directo del fotoperiodo (Fig. 6.1).
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6.2. APORTES DE ESTA TESIS AL ESTADO DEL CONOCIMIENTO

6.2.1. Demora en el desarrollo reproductivo de frutos y granos en especies de “dia corto”

y “dialargo” bajo fotoperiodos no inductivos en post-antesis

Los efectos del fotoperiodo en las plantas se han estudiado principalmente en estadios
de desarrollo previos a la floracion, sobre todo por su participacion en la induccion floral
(Borthwick & Parker 1939; Fuller 1949; Guitard 1960; Aspinall 1966; Halse & Weir 1970; Allison
& Daynard 1976; Thomas & Rapper 1976, 1983; Klinck & Sim 1977; Koller et al. 1977a, b;
Hammes & Marshall 1980; Angus et al. 1981; 1982; Fowler 1983; Bleken & Skejelvag 1986;
Caffaro & Nakayama 1988; Caffaro et al. 1988; Slafer & Rawson 1995; 1996; Thomas & Vince-
Prue 1997a, b; Henderson et al. 1998; Bertero et al. 1999a; Miralles & Richard 2000; Miralles et
al. 2000; 2007; Whitehead et al. 2002; Gonzales et al. 2003a, b; Peltonen-Sainio et al. 2003;
Mattson & Erwin 2005; Wang et al. 2006; Gelinas & Seguin 2008; Christiansen et al. 2010;
Bendevis et al. 2014a; Alqudah et al. 2014; Alzueta et al. 2014, Kantar & Porter 2014; Ribeiro et
al. 2017; Pérez-Gianmarco et al. 2018; Kippes et al. 2020). En cambio, la influencia del
fotoperiodo luego de la generacién y apertura de las flores (antesis) ha sido menos estudiada.
En todas las especies de “dia corto” en estudio en esta tesis, se registr6 que los LD
(fotoperiodos no inductivos) posteriores a la antesis demoraron el desarrollo reproductivo de
frutos y granos por lo cual prolongaron la duracién de este periodo (Cap. Il, lll y V). En soja este
efecto habia sido documentado (Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro & Nakayama 1988;
Morandi et al. 1988; Asamadu et al., 1998; Kantolic & Slafer 2001, 2005; Nico et al. 2015, 2016),
pero en la presente tesis se brindan evidencias de cierto nivel de “universalidad” o generalidad
del fendmeno; en quinoa este efecto se habia registrado en LD previo a antesis (i.e., floracion) y
solo durante la primera parte de la post-antesis (Bertero et al. 1999a; Bendevis et al. 2014a;
Isobe et al. 2018) y en amaranto es la primera vez que se registra. En forma similar, en todas
las especies de “dia largo” en estudio, la exposicion bajo SD (fotoperiodo no inductivo) demoro
el desarrollo reproductivo de los granos y prolongé la duracién de la post-antesis (Cap. V). El
registro del efecto (en este caso demorando el desarrollo) de los fotoperiodos no inductivos en
los cuatro cereales de invierno con los que se trabajo, es particularmente relevante (Cap. 1V), ya
que en la mayoria de la literatura de referencia (Marcello & Single 1971; Angus et al. 1981;
Porter et al. 1987; Chmielewsky & Kohn 2000; Alzueta et al. 2014), se indica que el fotoperiodo
no afectaria los procesos posteriores a antesis, y los mismos solo son afectados por la

temperatura. En definitiva, en esta tesis y en forma novedosa (hasta donde llega mi
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conocimiento) se registra un mecanismo conservado tanto en especies de “dia corto” como de
“dia largo”, en el cual los fotoperiodos no inductivos de la floraciéon aplicados posteriormente a
antesis demoran el desarrollo reproductivo de frutos y granos y consecuentemente prolongan la

duracién de este periodo.

6.2.2. Demora de la senescencia foliar por efecto indirecto y directo de fotoperiodos

no inductivos en post-antesis en especies de “dia corto” y de “dia largo”

La mayoria de los estudios de la etapa final del desarrollo se centran en la senescencia
foliar (i.e., degradacion del aparato fotosintético) (Hortensteiner & Matile 2004; Krupinska &
Humbert 2004; Koike et al. 2004, Ougham et al. 2005; Rottet et al. 2015; Woo et al. 2019;
Dominguez & Cejudo 2021) debido a su rol clave en la produccion de asimilados que se
movilizan hacia los granos durante su llenado (Herold 1980; Wang et al. 2001; Nooden et al.
2004; Guiboileau et al. 2010; Distelfeld et al. 2014; Dunford 2015), y por otro lado, por la
relevancia en el reciclaje de nutrientes (fundamentalmente, nitrégeno) y su traslado a granos
(Sinclair & de Wit 1975, 1976; Mae & Ohira 1981; Warembourg et al. 1982; Kelly et al. 1988;
Fangmeier et al. 2000; He et al. 2002; Horstensteiner & Feller 2002; Nooden et al. 2004; Davies
& Gan 2011; Taiz 2015). La progresion de la senescencia de las hojas coincidentemente con el
desarrollo reproductivo dio lugar a la idea del control correlativo que ejercen el desarrollo de los
granos sobre la senescencia (Johnson 1862; Leopold et al. 1959; Sax 1962; Nooden et al.
1978, 2004; Kelly et al. 1988; Nooden & Guiamet 1989; Fangmeier et al. 2000; Davis & Gan
2011; Taiz 2015; Gan 2018); EI mencionado control correlativo fue ampliamente contrastado al
registrarse la demora de la senescencia foliar frente a la disminucion de la tasa de desarrollo de
los granos o de la ausencia de estructuras reproductivas (Leopold et al. 1959; Moss 1962;
Nosberger & Thorne 1965; Lindoo & Nodden 1976, 1977; Nooden et al. 1978, 1990; Mondal et
al. 1978; Biswas & Choudhuri 1979; Feller et al. 1979; Ho et al. 1987; Crafts-Brandner & Eqgli
1987 a,b; Khana-Chopra & Shina 1987; Biswas & Mandal 1988; Miceli et al. 1995; Borras et al.
2003; Han et al. 2006; Semwal & Khana-Chopra 2018).

Tomando en cuenta el control correlativo de la senescencia y la demora en el desarrollo
reproductivo de frutos y granos bajo LD post-antesis reportado en algunas especies (como se
describié previamente en 6.2.1), la participacion del fotoperiodo modulando la senescencia era
probable. A pesar de esto, pocos trabajos, y solamente de forma colateral (i.e., no siendo el
objetivo de la investigacion) registraron sintomas aislados de la modificacion de la senescencia
de las hojas en fotoperiodos no inductivos posteriores a la antesis (Thorne et al. 1968; Raper &
Thomas 1978; Cure et al. 1982; Guiamet & Nakayama 1984a, b; Christiansen et al. 2010). En
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este contexto, el estudio sistematico de la senescencia foliar en especies de “dia corto” y “dia
largo” en plantas expuestas a fotoperiodos no inductivos luego de la antesis es novedoso. En
todas las especies con las que se trabajo en esta tesis se registrd que asociado al retraso del
desarrollo reproductivo de frutos y granos bajo fotoperiodos no inductivos posteriores a antesis
se demoré la degradacion de las clorofilas foliares (Cap. II-V). Junto a la degradacion mas lenta
de las clorofilas persistié la asimilacion del diéxido de carbono, por lo cual la demora de la
senescencia fue del tipo funcional (i.e., no meramente cosmética, Thomas & Smart 1993;
Thomas & Howarth 2000; Morita et al. 2009) (Cap. 1I-V). También en las especies de “dia corto”
donde existe la abscision foliar, se observo la demora de la misma, otro sintoma del proceso de
senescencia de las hojas (Cap. Il, lll y V).

Por otro lado, y a pesar de la influencia del desarrollo reproductivo sobre la senescencia
foliar, no todos los sintomas de la demora de la senescencia en fotoperiodos no inductivos
pudieron ser asociados al retraso del desarrollo de frutos y granos. En plantas de soja donde se
removieron las vainas (i.e., no se permitio el desarrollo reproductivo) la exposicion a
fotoperiodos no inductivos demoré la senescencia de las hojas (Cap. V). También en plantas
intactas (i.e., sin tratamiento manipulativo de remocién de frutos y granos) tanto de “dia corto”
como de “dia largo” expuestas a fotoperiodos no inductivos se registré que algunos sintomas de
la demora de la senescencia existieron desfasados de la demora del desarrollo reproductivo de
frutos y granos (Cap. lI-1V). En conjunto los datos de esta seccién indican que el fotoperiodo
actlia modulando la senescencia foliar tanto mediado por el desarrollo reproductivo de frutos y
granos (efecto indirecto) como también no mediado o parcialmente independiente del desarrollo

reproductivo de estos ultimos (efecto directo).

6.2.3. Participacién de las hormonas vegetales en la demora de la senescencia foliar

en fotoperiodos no inductivos en post-antesis en soja

La senescencia foliar es un proceso regulado en forma compleja, que integra sefales
exdgenas, v.g., el fotoperiodo, con cambios a nivel endégeno, como lo pueden ser las
modificaciones de la concentracion de hormonas vegetales (Nooden 2004; Lin et al. 2007; Taiz
2015; Kim et al. 2018; Woo et al. 2019). Los diferentes grupos de hormonas vegetales se han
asociado tanto a la promocion como a la demora de las senescencia de las hojas (Richmond &
Lang 1957; Whyte & Luckwill 1966; Goldthwaite & Laetsch 1968; Mittelheuser & Van Stevenick
1971; Nooden et al. 1979, 1990a, b; Gepstein & Thimman 1980; Ueda & Kato 1980; Weidhase
et al. 1987; Phartier 1990; Quirino et al. 1999; Lim et al. 2007; Chen et al. 2014; Taiz 2015; Kim

et al. 2017; Woo et al. 2019; Guo et al. 2021). A pesar de ello, no existen reportes previos de la
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relaciébn entre la demora de la senescencia foliar registrada en fotoperiodos no inductivos
(seccién 6.2.2) y la participacion de las hormonas vegetales. En soja la exposicion bajo LD
durante la post-antesis demord la senescencia foliar junto a un incremento de las
concentraciones de las citocininas zeatina (Z) e isopentenil adenina (IP) y la giberelina 1 (GA:);
en cambio la concentracién foliar de acido abscisico (ABA), acido jasménico (JA) y &cido indol
acético (IAA) disminuyé bajo LD , comparada con SD (Cap. V). El incremento de Z, IPy GA1 y
la disminucion de ABA, JA, IAA asociado a la demora de la senescencia, sugiere que actuarian
como un grupo “anti-senescencia’ y “pro-senescencia” respectivamente bajo la influencia de LD
post-antesis (Cap. V). También en relacion con la demora de la senescencia foliar, fue
interesante notar que las diferencias en la concentracion de las hormonas Z, GA;, ABA y JA, se
sostienen entre tratamientos cuando se las analizan en los mismos estados fenoldgicos (i.e., R5
y R6 en SD y LD se corresponden a diferentes dias de muestreos), mientras que las diferencias
en IP y IAA no se mantienen (Cap. V). Una interpretacion cuidadosa (i.e., dado que los
muestreos en diferentes dias podria incluir ademas del fotoperiodo el efecto de otros factores)
es que Z, GAi:, ABA y JA estarian participando en forma independiente del desarrollo
reproductivo de frutos y granos , i.e., participarian en el efecto directo del fotoperiodo en la
demora de la senescencia; mientras que IP y IAA actuarian mas bien asociadas a la demora del
desarrollo reproductivo d frutos y granos, i.e., en el efecto indirecto del fotoperiodo sobre la
senescencia foliar (Cap. V).

Por altimo, si bien no fue un objetivo de esta tesis entender otras respuestas fisiolégicas
mas alld de la demora de la senescencia foliar en relaciébn a las hormonas vegetales en
fotoperiodos no inductivos, se observaron previo a la demora de la senescencia cambios en la
concentracion de algunas hormonas que sugeririan vinculos con otros procesos fisioldgicos
modificados por el fotoperiodo. Se reportd dentro de un mismo racimo de vainas, que la
supervivencia (i.e., menor abscision) de las mismas esta asociada al incremento de la
concentracion de citocininas (Kokubum & Honda 2000; Nonokawa et al. 2007). En esta tesis a
LD se registr6 un aumento en la concentracion de dihidrozeatina (DHZ) en hojas en periodos
sensibles a la abscision de las vainas, lo que podria explicar el incremento del nimero de
vainas bajo LD (Cap. Il y V). A pesar de que el aumento de DHZ se evidencié en hojas (i.e., no
se realizaron mediciones en vainas), dado que las citocininas se producen principalmente en las
raices y desde alli se distribuyen a otros 6rganos (Van Staden & Davey 1979; Garrison et al.
1984; Nooden et al. 1990a, b; Faiss et al. 1997), no se puede descartar que el incremento de la
concentracion a LD registrado en las hojas también se esté dando en las vainas. También

relacionado con el desarrollo reproductivo, en esta tesis se determiné una disminucion de la
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concentracion de ABA foliar a LD post-antesis (Cap. V), coincidente con la disminucion en el
contenido de ABA en las semillas inmaduras (Morandi et al. 1990; Gosparini et al. 2007;
Montechiarini et al. 2020), lo que podria relacionarse con el reporte del aumento en la
viviparidad de las semillas en esta condicion fotoperiodica (Guiamet & Nakayama 1984b). Estos
resultados (que deben seguir profundizandose en estudios futuros), sugieren que el fotoperiodo
modifica la concentracion de hormonas, las cuales ademas de actuar en la modulacién de la

senescencia foliar actuarian es otros procesos fisioldgicos.

6.2.4. Incremento de la produccién de biomasa por efecto indirecto y directo de

fotoperiodos no inductivos en post-antesis en especies de “dia corto”y “dia largo”

Si bien no abundan los trabajos sobre la influencia de fotoperiodo no inductivos
posteriores a la antesis (como se explicitdé en la seccién 6.2.1), la mayoria de ellos se han
realizados en soja en los cuales se reportd alguna modificacién en la produccién de la biomasa.
La exposicion de soja bajo LD post-antesis incrementa la produccién de biomasa total y de la
biomasa vegetativa (Thomas & Raper et al. 1976; Raper & Thomas 1978; Cure et al. 1982;
Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro & Nakayama 1988; Morandi et al. 1988; Nico et al.
2015). Junto a la mayor produccion de biomasa vegetativa aumenta la cantidad de nudos
generados en las plantas (Guiamet & Nakayama 1984a, b; Caffaro & Nakayama 1988; Morandi
et al. 1988; Kantolic & Slafer 2001, 2005, 2007; Kantolic et al. 2013; Nico et al. 2015, 2016), lo
que posibilita el incremento en el numero de vainas y semillas en las plantas (Cure et al. 1982;
Guiamet & Nakayama 1984a, b; Morandi et al. 1988; Kantolic & Slafer 2001, 2005, 2007,
Kantolic et al. 2013; Nico et al. 2015, 2016). Por otro lado, en otra especie de “dia corto” como
quinoa los LD post-antesis aumentaron la altura de las plantas (Christiansen et al. 2010);
mientras que en los cereales de invierno (trigo, cebada y avena) los SD post-antesis en general
disminuyeron la produccion de la biomasa (Guitard 1960; Klinck & Sim 1977; Thorne et al.
1979).

En esta tesis los registros en soja del incremento en la produccion de biomasa bajo LD
post-antesis tanto en condiciones experimentales de campo (Cap. Il) como en condiciones
semicontroladas de inverniculo (Cap. V) son consistentes con los reportes previamente
mencionados. Por otro lado, por primera vez en condiciones de campo se determin6é un
incremento en el contenido de N durante la post-antesis bajo LD (Cap. I). EI aumento parecio
seguir el incremento de la biomasa total durante la post-antesis, por lo que la concentracion de

N en la biomasa vegetativa y granos no cambié por el tratamiento fotoperiddico (Cap. II).
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También se determiné que bajo LD post-antesis el aumento en el contenido de N fue sostenido
en partes iguales tanto por una mayor absorcién de N edafico como por la fijacion biolégica de
N (Cap. Il). En general, para quinoa como amaranto se reporta en forma novedosa el aumento
en la produccién de biomasa total y el incremento de la biomasa vegetativa. Ademas, en estas
dos especies se incrementd la produccién de granos bajo LD post-antesis. En todas las
especies de “dia largo” estudiadas en esta tesis, la exposicion bajo SD posterior a antesis
aumento la produccion de la biomasa total y la biomasa vegetativa (Cap. V). La mayor biomasa
vegetativa bajo SD se asoci6 principalmente a una mayor generacion de ejes (trigo y cebada) o
a ejes mas pesados (centeno) (Cap. V). En relacion a la biomasa reproductiva, bajo SD post-
antesis en trigo y avena aumento el numero de semillas por plantas lo que se reflejé en un
incremento del peso de semillas por planta (Cap. V).

El incremento de la produccion de biomasa bajo fotoperiodos no inductivos tanto en
especies de “dia corto” como de “dia largo”, permite generalizar entre las especies algunos
mecanismos de accion del fotoperiodo en relacién a la generacién de la biomasa. Por un lado,
la imposicion en antesis de fotoperiodos no inductivos retardaron el desarrollo reproductivo de
frutos y granos y consecuentemente prolongaron la duracién de la post-antesis (Cap. lI-V). La
prolongacién de la post-antesis extiende el tiempo de crecimiento de las plantas (exponiéndolas
a una mayor acumulacién de radiacién fotosintéticamente activa) que junto con la demora
funcional de la senescencia foliar (i.e., la duracion de la superficie fotosintética por mas tiempo)
explican razonablemente el aumento de la biomasa total registrada en los fotoperiodos no
inductivos (Cap. 1l-V). Este mecanismo funcionaria mediado por el desarrollo reproductivo de
frutos y granos por lo que es un efecto indirecto del fotoperiodo sobre la produccién de la
biomasa. Por otro lado, en la mayoria de las especies en estudio la imposicion a fotoperiodos
no inductivos modificéd la producciéon de biomasa diaria (i.e., RGR, CGR o0 AGR) (Cap. II-V), y
particularmente en soja donde se removieron las vainas (i.e., se separ6 manipulativamente el
efecto del fotoperiodo del efecto del crecimiento reproductivo) también se increment6 la
produccion de biomasa durante la post-antesis (Cap. V). Por lo tanto, también los fotoperiodos
no inductivos actian modificando la produccién de la biomasa en forma independiente del
desarrollo reproductivo de frutos y granos, lo que indica un efecto directo del fotoperiodo sobre

este proceso.

6.3. NUEVOS INTERROGANTES Y POSIBLES LINEAS DE INVESTIGACION

Si bien los resultados reportados en la presente tesis son un importante insumo para

comprender mecanismos fisiolégicos, claramente la aplicacién de fotoperiodos no inductivos a
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cultivos extensivos es logistica y econdmicamente inviable, lo cual tampoco era un objetivo de
la tesis. Sin embargo, estos nuevos conocimientos, pueden servir para dilucidar gran parte del
mecanismo de accion del fotoperiodo, lo que posibilitaria que en fotoperiodos naturales se
“mimeticen” los efectos de los fotoperiodos no inductivos en post-antesis contribuyendo a la

mejora en el rendimiento de los cultivos en el futuro.

6.3.1. Percepcion de los fotoperiodos no inductivos en post-antesis en especies de “dia

corto”y de “dia largo”

En esta tesis se demostré que en varias especies la percepcion del fotoperiodo persiste
en la etapa posterior a la antesis (Cap. lI-V); sin embargo, el mecanismo responsable de la
percepcion de este factor ambiental posterior a antesis se desconoce. En la percepciéon del
fotoperiodo previo a antesis participan los fotorreceptores ubicados en las hojas (Cajlachjan
1936 en Leopold 1959; Borthwick & Parker 1938; Bonner & Thurlow 1949; Shanmugasundaram
et al. 1979; Thomas & Vince Prue 1997a, b; Mocker et al. 2003; Song et al. 2015; Serrano-
Bueno et al. 2017; Dou & Niu 2020). Los fotorreceptores son funcionales dependiendo de la
presencia/ ausencia de luz durante el dia (i.e., fotoperiodo), en particular la existencia de la luz
azul (A 400- 499 nm) y la roja (A 600- 740 nm) (Mocker et al. 2003; Turck et al. 2008; Taiz &
Wigge 2015; Dou & Niu 2020). Los fitocromos (phy) y criptocromos (cry) son los fotorreceptores
de luz roja/roja lejana y azul respectivamente (Mocker et al. 2003; Turck et al. 2008; Taiz &
Wigge 2015; Dou & Niu 2020), que al estar activos estabilizan la proteina CONSTANS (CO) que
induce la expresion de FLOWERING LOCUS T (FT) (Roldan & Zapater 2008; Taiz & Wigge
2015; Song et al. 2015; Serrano-Bueno et al. 2017), que luego de moverse por floema hasta los
meristemas apicales promueve la floracion (Turck et al. 2008; Roldan & Zapater 2008; Taiz &
Wigge 2015; Serrano-Bueno et al. 2017). Posteriormente a antesis, se reporté en soja de un
grupo de madurez muy sensible al fotoperiodo (GM 1X), que la interrupcién de la noche con un
pulso de luz roja tenia similares efectos que LD post-antesis (Han et al. 2006), lo que sugeriria
la participacion del fitocromo en esta respuesta. Por lo tanto, seria interesante determinar si los
mismos fotorreceptores participan también en la etapa posterior a antesis, pudiendo ser parte
del mecanismo subyacente a la demora funcional de la senescencia foliar y procesos asociados
a la misma en los fotoperiodos no inductivos reportadas en esta tesis. Para ello, se podria
trabajar por un lado con la soja prolongando el fotoperiodo posterior a antesis con luz
monocromatica roja o azul y medir el desarrollo de la senescencia y la produccién de la

biomasa, y de esta forma determinar la participacion de fitocromos y/o criptocromos. De
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acuerdo al resultado anterior, se podria prolongar el fotoperiodo con una luz monocromética
roja lejana (A 710-740nm) para determinar la participacion de la forma Pr o Pfr del fitocromo.
Por otro lado, en un trabajo exploratorio que realicé con Arabidopsis thaliana (L.) Heynh se
registrd que los fotoperiodos no inductivos retrasaron la senescencia de toda la planta, de la
roseta basal de hojas e incrementaron el nimero de silicuas (i.e., frutos) por planta (Kelly et al.
2021). En esta especie, el phy Ay cry 2 estan involucrados en la induccion de la floracion en los
LD (Mocker et al. 2003; Turck et al. 2008; Taiz & Wigge 2015). Por lo tanto, seria interesante
exponer a fotoperiodos no inductivos a mutantes de estos y otros fotorreceptores (i.e., phy B, C,
D yE; cry 2, Song et al. 2015; Ahmad 2016), para determinar particularmente cuél de los
fitocromos o criptocromos esta participando en la demora de la senescencia foliar en post-

antesis.

6.3.2. Participacion de CONSTANS (CO) y FLOWERING LOCUS T (FT) en la transicién de
los meristemas y desarrollo de la senescencia foliar en especies de “dia corto” y “dia

largo” en fotoperiodos no inductivos en post-antesis

En soja, los LD posteriores a antesis generan una demora de la transicion de los
meristemas (i.e., de aquellos meristemas que todavia no estan diferenciados) desde un estadio
vegetativo a uno reproductivo (Caffaro & Nakayama 1988; Morandi et al. 1988), e incluso a LD
se ha reportado una reversion (i.e., de aquellos meristemas ya diferenciados) desde el estadio
reproductivo al vegetativo (Washburn & Thomas 2000; Han et al. 2006). Esta demora en la
transicion de los meristemas posibilita el aumento en el nimero de nudos (Guiamet &
Nakayama 1984a, b; Caffaro & Nakayama 1988; Morandi et al. 1988; Kantolic & Slafer 2001,
2005, 2007; Kantolic et al. 2013; Nico et al. 2015, 2016), sitios potenciales para la generacion
de mas flores y posteriormente mas vainas y granos en soja. Sin embargo, el mecanismo que
explica la demora en la transicién o reversion de los meristemas en fotoperiodos no inductivos
persiste sin resolver. En Arabidopsis thaliana, la transicién de los meristemas desde un estado
vegetativo al reproductivo esta dada por el aumento de la proteina FT (codificada por el gen
Flowerin Locus T), que se sintetiza en las hojas y por medio del floema llega a los meristemas
caulinares, tal como fue descripto en 6.3.1. (Taiz & Wigge 2015; Song et al. 2015; Serrano-
Bueno et al. 2017; Gonzales Suarez et al. 2020; Liu et al. 2021). En esta especie se ha
reportado que la diminucién de la expresion FT se asocié con la terminacion de la floracién
(Miryeganeh et al. 2018). Gonzales-Suarez et al. (2020) hipotetizan que en las especies

monocarpicas la disminucién de los niveles de FT podria revertir los meristemas desde un
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estado reproductivo a uno vegetativo al igual que lo que pasa estacionalmente en las especies
policarpicas. Por otro lado, la regulacién positiva de FT depende de la estabilizacién de la
proteina CO por medio de la activacion de los fotorreceptores dependientes de la presencia de
luz (i.e., fotoperiodo) tal como fue descripto en 6.3.1. (Roldan & Zapater 2008; Taiz & Wigge
2015; Song et al. 2015; Serrano-Bueno et al. 2017). Serrano-Bueno et al. (2021), sugieren que
en los fotoperiodos inductivos, la estabilizacion de CO no solo induce la floracién, sino que
participaria en la senescencia al interactuar con hormonas (JA, ABA, etileno) relacionadas con
el avance de la misma. En congruencia con los anteriores reportes, en esta tesis en
fotoperiodos no inductivos en soja se registr6 una prolongacion del estadio de generacion y
apertura de flores, en conjunto con un aumento en el nimero de nudos del tallo principal y de
vainas por planta junto a la demora funcional de la senescencia (Cap. Il y V). En Arabidopsis
thaliana (como se informé en seccion 6.3.1) también en fotoperiodos no inductivos se registrd
un aumento en el nimero de silicuas y demora de la senescencia (Kelly et al. 2021). Por lo
tanto, seria interesante determinar la expresion de los genes FT y CO (o sus ort6logos) en hojas
y meristemas en Arabidopsis thaliana y en soja ante la exposicion a fotoperiodos no inductivos.
Estos datos serian Gtiles para comprender la relacion entre el fotoperiodo, la expresion de FT y

CO, y la demora en la transicion de los meristemas y la senescencia foliar.

6.3.3. Sintesis, transporte y degradacién de hormonas vegetales modificadas bajo
fotoperiodos no inductivos en post-antesis en soja

Una vez percibido el fotoperiodo en las hojas, I6gicamente se tienen que desencadenar
mecanismos fisiolégicos que, en Ultima instancia, se evidencian como el retraso funcional en la
senescencia foliar y procesos asociados a la misma ante fotoperiodos no inductivos posterior a
antesis (Cap. ll-V). Particularmente en la soja, donde se determind la concentracién de
hormonas vegetales se registr6 que la exposicion bajo LD posterior a antesis modifico la
concentracion de las mismas en las hojas, lo que indica que podrian ser parte del mecanismo
subyacente a las respuestas observadas (Cap. V). La sintesis de hormonas ocurre en
diferentes 6rganos vegetales (Sakakibara 2006; Zhao 2010; Gupta & Chakrabarty 2013; Zucker
& Muller 2016; Leyser 2017; Binenbaum et al. 2018; Kuromori et al. 2018; Ali et al. 2020;
Ghorbel et al. 2021), y actian a corta distancia (i.e., via paracrina) y/o se transportan largas
distancias hasta su sitio de accién (Faiss et al. 1997; Sakakibara 2006; Werner & Schmulling
2009; Zhao 2010; Zucker & Muller 2016; Leyser 2017; Kieber & Schaller 2018; Binenbaum et al.
2018;Kuromori et al. 2018; Ruan et al. 2019; Wybouw & De Rybel 2019; Ali et al. 2020).

Teniendo en cuenta estos reportes, podria ser relevante estudiar en soja la expresion de genes
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codificantes de enzimas claves en las vias de sintesis y degradacion de las hormonas que
estuvieron modificadas (IP, Z, DHZ, GA1, IAA, JA, ABA) bajo los fotoperiodos no inductivos. Los
genes candidatos de enzimas claves relacionadas con la sintesis serian Isopentenil transferasa
(Gan & Amasino 1995, citocininas), GA20 y GA3 oxidasa (Smith et al. 1990; Hedden & Kamiya
1997, giberelinas), Triptéfano aminotransferasa y 4cido indol 3 acético flavina monooxigenasa
(Cheng et al. 2007; Stepanova et al. 2008, IAA), 9 cis epoxicarotenoide dioxigenasa (Schwartz
et al. 1997, ABA) y aleno-6xido sintasa (Wasternack & Hause 2013, JA). Considerando el
catabolismo de estas hormonas, los genes de las enzimas de degradacion serian citocinina
oxidasa (Jones et al. 1997, citocininas), GA2 oxidasa (Hedden & Kamiya 1997, giberelinas),
auxina oxidasa (Beffa et al. 1990, IAA), &cido abscisico 8" hidrolasa (Krochlo et al. 1998, ABA) y
la hidrolasa de isoleucina de &cido jasmonico (Woldemariam et al. 2012, JA). En una segunda
etapa, dada la influencia que tuvo la demora en el desarrollo reproductivo sobre la senescencia
y procesos asociados a la misma en fotoperiodos no inductivos (Cap. 1I-V), seria interesante
determinar la concentracion de hormonas y la expresion de genes que participan en su sintesis
y degradacién en las vainas y semillas de soja en diferentes estadios fenoldgicos. En una
tercera instancia y teniendo en cuenta los resultados encontrados en hojas y vainas y granos,
seria util poder determinar el posible cambio en la concentracién de las hormonas en fluido
xileméatico y floematico en fotoperiodos no inductivos. Los resultados de esta etapa de estudio
podrian revelar la conexion entre el atraso en el desarrollo reproductivo de vainas y granos y la
demora funcional de la senescencia en las hojas. Por ultimo, se podria focalizar en una
hormona (o conjunto de hormonas) de acuerdo a los resultados de las etapas anteriores, y
realizar aplicaciones foliares en soja en fotoperiodos inductivos posterior a antesis (i.e.,
fotoperiodo naturales), con el objetivo de intentar “mimetizar” los efectos de los fotoperiodos no

inductivos en condiciones reales de cultivo.

6.3.4. Estudio de la variabilidad genética para las respuestas al fotoperiodo en post-

antesis en soja e identificacion de QTL (“cuantitative trait loci”’) responsables

La aplicacion agrondmica de las respuestas de las plantas, particularmente de soja, a
los fotoperiodos no inductivos en post-antesis requeriria poder extender el periodo post-antesis,
aumentar la generacion de vainas y demorar la senescencia del canopeo sin afectar el tiempo
entre emergencia y floracion. Algunas evidencias (Criswell & Hume 1972; Nico et al. 2019)
sugieren que existe cierta, aunque limitada, independencia entre las respuestas fotoperiddicas
relacionadas con la induccion floral y el desarrollo post-antesis. Dos aproximaciones que se

podrian ensayar para determinar si las respuestas fotoperiddicas en pre- y post-antesis son
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separables genéticamente serian por un lado comparar la sensibilidad fotoperiddica en pre- y
post-antesis en diversos cultivares de soja de los GM IV y V (donde los efectos positivos de los
fotoperiodos extendidos en post-floracion son mas claros); por otro lado, utilizar poblaciones de
mapeo de QTL para identificar regiones cromosémicas que confieran mayor sensibilidad al
fotoperiodo particularmente en post-antesis. Estas investigaciones permitirian conocer qué
posibilidades hay de modificar las respuestas al fotoperiodo en post-antesis sin afectar el ciclo a
floracion. Por otra parte, dado que los efectos indirectos del fotoperiodo estdn muy relacionados
con la duracion del periodo post-antesis, seria interesante conocer si hay variabilidad entre
cultivares para la duracién del periodo post-antesis, sin cambios en la duracién del periodo

emergencia-floracion.
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Figura suplementaria 2.1. Radiacién fotosintéticamente activa diaria (PAR) (A), temperatura (B),
fotoperiodo (C) y duracién del estadio reproductivo (R1-R8) (D) en plantas de soja cv. NS 4619 y NS
5019 expuestas a tratamientos de fotoperiodo de dia corto (SD) y largos (LD) en campafa 2016-17 y
2018-19. PAR diario se calculé a partir de la conversién de radiacidn global incidente diaria por el factor
0.48 (Gosse et al. 1986). La doble flecha () indica diferencia en horas entre SD y LD. R1 y R8
corresponden a antesis y madurez de cosecha respectivamente segun Fehr & Caviness (1977).
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Figura suplementaria 2.2. “Absicién” del canopeo en planta de soja cv. NS4619 expuestas a
tratamiento fotoperiédico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en campafa
2018-19. En la parte superior del grafico la flecha () indican los estadios fenolégicos R1 - R8
segun Fehr & Caviness (1977) en SDy LD.
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Figura suplementaria 2.3. Relacién del contenido de clorofilas foliares (indicada a partir del indice de “verdor™™ SPAD) y asimilacién neta de diéxido de carbono a
saturacién luminica (An) en plantas de soja cv. NS4619 y NS5019 expuesta a tratamiento de fotoperiodo de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en
campafa 2016-17 y 2018-19. (A) y (B) soja NS4619 y NS5019 en campafia 2016-17 respectivamente, (C) NS4619 en camparfia 2018-19. Las curvas de regresién
ajustada estan representadas con linea continua para SD vy linea discontinua para LD. Se representan las ecuaciones de las curvas de regresion ajustada para
cada tratamiento. Entre paréntesis () el coeficiente de determinacién (R?) y la probabilidad de relacién nula entre variables. Debajo de las ecuaciones de la curva se
representa la probabilidad (p) de diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05,
0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Figura suplementaria 2.4. Nimero de granos (Gn) y vainas (Va) en plantas de soja cv. NS4619 y NS5019 expuesto a tratamientos fotoperiédicos de

dia corto (SD) y largo (LD) durante la post-antesis en campafia 2016-17 y 2018-19.

(A) y (B) NS4619 y NS5019 en campafia 2016-17

respectivamente, y (C) NS4619 en campafia 2018-19. En la parte superior de cada grafico R3-R8 se corresponde con el estadio fenolégico segun Fehr
& Caviness (1977) de las plantas de cada tratamiento al momento del muestreo. Los muestreos intermedios (25, 34,41 dias térmicos post-antesis,
dtpa) se realizaron a los mismos dias térmicos entre tratamientos Los muestreos iniciales e intermedios se realizaron a los mismos dias térmicos entre
tratamientos; en cambio el muestreo final se realizé alcanzado R8 por lo que difieren en los dias térmicos. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias
estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra () representa el error estandar de la media.

Tesis Doctoral — Lic. S. J. Kelly| 273



Material suplementario

SDR1 R5 R8
2000 - LD R1 R3-R4 R8

1500 - *xk
e -
9
®©
% 1000 -
€
S
i i
500 ~
0 — T T T T -
13 41 88(SD)
108(LD)

A

SD R1 R5 R8

/LD R1 R3-R4 R8

**

*%

s
6 34 91(SD)
107(LD)

Dias térmicos post- antesis

B

SDR1 R5 R6 R8
{LDR1 R3-R4 R5 R8
**
*k ‘}
un
*%
T T T -
0 25 41 64(SD)
81(LD)

C

Figura suplementaria 2.5. Biomasa total en plantas de soja cv. NS4619 y NS5019 expuesto a tratamientos fotoperiédicos de dia corto (SD) y
largo (LD) durante la post-antesis en campafia 2016-17 y 2018-19. (A) y (B) NS4619 y NS5019 en campafia 2016-17 respectivamente, y (C)
NS4619 en campara 2018-19. Biomasa total incluye biomasa de tallo principal, ramificaciones, peciolos, laminas foliares, granos y pericarpios
de vaina. En la parte superior de cada grafico R3-R8 se corresponde con el estadio fenoldgico segiin Fehr & Caviness (1977) de las plantas de
cada tratamiento al momento del muestreo. Los muestreos iniciales (0,6,13 dias térmicos post-antesis, dtpa) e intermedios (25, 34,41 dtpa) se
realizaron a los mismos dias térmicos entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realizé alcanzado R8 por lo que difieren en los dias
térmicos en que se realizd. Los asteriscos *, ** y ** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001
respectivamente. La barra (l) representa el error estandar de la media.
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Tabla suplementaria 2.1. indice de area foliar (LAI), peso del area foliar, proporcion del peso del area foliar en relacion a la biomasa total
(LWR) y é&rea foliar especifica (SLA) en plantas de soja cv. NS4619 y NS5019 expuesto a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo
(LD) durante post-antesis en campafia del afio 2016-17 y 2018-19.

LAI Peso LWR SLA LAI Peso LWR SLA
foliar por foliar
area de por area
Campafia suelo de suelo
Cultivar  Tratamiento (m? m?) (gm?) (ghojag?  (m2g?) m?m?  (@m?)  (ghojag®  (m?g?
biomasa) biomasa)
2016-17 41 dtpa
NS4619 SD 7.2a 188.8 ab 0.26 ¢ 0.031a
LD 8.6a 212.5ab 0.30 ab 0.032 a
34 dtpa
NS5019 SD 96a 252.6 a 0.27 bc 0.038 a
LD 9.1a 240.8 a 0.3la 0.038 a
T ns ns **
CV. ns * ns
T x cv. ns ns ns
2018-19 25 dtpa 41 dtpa
NS4619 SD 39b 106.5c¢c 0.31a 0.036 a 42b 122.2b 0.19b 0.029 a
LD 5.6 bc 136.5¢ 0.30 ab 0.037 a 6.0a 166.7 a 0.24 a 0.030 a
T * * ns ns * * * ns
A *x *x ns ns
TXA ns ns ns ns

Los 34 y 41 dias térmicos post-antesis (dtpa) en camparia 2016-17, y 25 dtpa en 2018-19 se corresponden con R5 en SD (segun Fehr & Caviness 1977) y R3-R4 en
LD. Los 41 dtpa en campafia 2018-19 se corresponde con R6 en SD y R5 en LD. La fuente de variacion fue el tratamiento (T) y en cultivar (cv.) en la campafia 2016-17, y
el tratamiento y la campafia (A) en el 2018-2019. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y
ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa. Diferentes letras denotan diferencias significativas a P < 0.05 segun test de Fisher.
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Tabla suplementaria 2.2. indice de cosecha (HI) de planta entera, tallo principal y
ramificaciones a madurez de cosecha (R8) en plantas de soja cv. NS4619 y NS5019
expuesto a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-
antesis en campanfa del afio 2016-17 y 2018-19.

indice de cosecha (HI)

Campafia Tallo
Cultivar Tratamiento Planta entera principal Ramificacion
2016-17
NS4619 SD 0.51 ab 0.50 b 0.57 a
LD 0.40c 0.36 ¢ 0.59 a
NS5019 SD 0.56 a 0.55a 0.60 a
LD 0.47 bc 0.37c 0.57 a
T ** ** ns
cv. * ns ns
Txcv. ns ns ns
2018-19
NS4619 SD 0.6l a 0.61la 0.60 a
LD 0.53b 0.53b 0.54 a
SD +hp 0.34 a
LD +hp 0.25a
T **% *% ﬂS
A * *% nS
TxA ns ns ns
T+hp *

Los tratamientos SD+hp y LD+hp incluye biomasa abscindida correspondiente a hojas y peciolos en
campafia 2018-19. La fuente de variacion fue el tratamiento (T) y en cultivar (cv.) en la campafia 2016-17,
y el tratamiento y la campafia (A) en el 2018-2019. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias
estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia
estadisticamente significativa. Diferentes letras denotan diferencias significativas a P < 0.05 segun test de
Fisher.
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Tabla suplementaria 2.3. Porcentaje de nitrdgeno derivado de la fijacion biolégica (BNF), y contenido de N incorporado por la fijacion biolégica o
por la absorcion del suelo (SN) en plantas de soja NS4619 expuesta a tratamiento fotoperiddico de dia cortos (SD) y dias largos (LD) en post-

antesis en campaia 2018-19.

0 dtpa 41 dtpa MC
BNF Contenido  Contenido BNF Contenido  Contenido BNF Contenido  Contenido

Campafia Tratamiento BFN SN BFN SN BFN SN

Cultivar %) (gm?) (gm?) %) (gm?) (gm?) 0 (gm?) (gm?)
2018-19

NS4619 SD 33.6 bc 25b 50c 51.6 a 10.1a 9.4 abc 53.5a 12.8 a 11.1 ab
LD 236¢c 2.3b 7.8 bc 44.2 ab 8.2.ab 10.4 ab 49.4 ab 13.0a 13.3 a

ns ns ns ns ns ns ns ns ns

El 0 dia térmico post-antesis (dtpa) y MC (madurez de cosecha) corresponde a R1 y R8 (segun Fehr & Caviness 1977) en ambos tratamientos respectivamente. El 41 dtpa se
corresponden a R6 en SD y R5 en LD. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de
diferencia estadisticamente significativa. Diferentes letras denotan diferencias significativas a P < 0.05 seguln test de Fisher dentro de un mismo tiempo o entre tiempos.
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Figura suplementaria 3.1. Radiacion fotosintéticamente activa PAR (A), fotoperiodo (B) y
duracion desde el periodo de antesis hasta muestreo final (C) en plantas de quinoa cv. Baer y
cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuestas a tratamiento de fotoperiédico de dia corto
(SD) y dia largo (LD) durante la post- antesis en los experimentos de los afios 2017, 2018 y
2019. PAR diario se calcul6 a partir de la conversion de radiacion global incidente diaria por el
factor 0.48 (Gosse et al. 1986). La doble flecha () indica diferencia en horas entre SD y LD.
En el experimento del afio 2017 el muestreo final se realiz6 simultineamente en ambos
tratamientos y previo a madures de cosecha. En cambio, en los experimentos de los afios
2018 y 2019 el muestreo final se realiz6 cuando cada tratamiento fotoperiddico alcanzo
madures de cosech; la madurez de cosecha (MC) fue determinada segun escala fenolégica de
Sosa- Zuniga et al. (2016) y Martinez-Nufiez et al. (2019) para quinoa y amaranto
respectivamente.

Tesis Doctoral — Lic. S. J. Kelly | 278



Material suplementario

) A
Oantesis
2 SD _ Oacuoso-lechoso
= Opastoso
= mduro-maduro
8
©
£ o I
0 20 40 60 80
B
e s [T T
c
Q
e
©
IS
£ I
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
C
[
Q
IS
s
©
£o I
0 20 40 60 80 100 120 140
D
o
Q
I
8
|_
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

Dias post-antesis

Figura suplementaria 3.2. Duracién de etapas fenoldgicas durante post-antesis en plantas de
quinoa cv. Baer y cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuestas a tratamiento
fotoperiddico de dia corto (SD) y dia largo (LD) durante la post- antesis en experimento de los
afios 2018 y 2019. (A) Q. cv. Baer, (B) Q. cv. Kankolla, (C) A. cv. Don Guiem en experimento
del afio 2018, (D) Q. cv. Kankolla en experimento del afio 2019. Antesis, grano acuoso-lechoso,

pastoso y duro-maduro determin
Zuniga et al. (2016) y Martinez-

ado segun escala fenolégica segun escala fenolégica de Sosa-
Nufiez et al. (2019) para quinoa y amaranto respectivamente.

Periodo de antesis se corresponde con antesis, periodo de generacion y llenado de grano se

corresponde con grano acuoso-|
grano duro-maduro.

echoso y pastoso, y maduracion de grano se corresponde con
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Figura suplementaria 3.3. Modificacion del contenido de clorofilas foliares (estimada a partir
de indice de “verdor” SPAD) en hojas individualizadas en el tallo principal en plantas de quinoa
cv. Kankolla expuestas a tratamiento de fotoperiodo corto (SD) y largo (LD) durante post-
antesis en experimento del afio 2019. (A) SPAD de hoja 0, (B) hoja +1 y (C) hoja +2. En parte
superior del grafico la flecha (|) indica estadios fenol6gicos de Antesis (At), grano Acuoso (Ac),
Lechoso (Le), Pastoso (Pa) y Duro (Du) seglin escala fenolégica de Sosa-Zuniga et al. (2016).
Las ecuaciones representan la tasa de degradacion de las clorofilas (calculada entre en inicio
de avance de la degradacion y la degradacion maxima de clorofilas); entre paréntesis () el
coeficiente de determinacion (R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables para cada
tratamiento; debajo de las ecuaciones se representa la probabilidad (P) de diferencia
significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias
estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de
diferencia significativa. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de
no observarse en el grafico se debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo
de la media.
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Figura Suplementaria 3.4. Concentracion foliar de clorofilas totales en plantas de quinoa cv.
Baer y cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuestas a tratamiento fotoperiédico de dia
corto (SD) y largo (LD) durante post- antesis en experimento del afio 2018 y 2019. (A) Q. cv.
Baer, (B) A. cv. Don Guiem en experimento del afio 2018, (C) Q. cv. Kankolla en experimento
del afio 2019. En parte superior del grafico se indica estadios fenoldgicos de Antesis (At),
grano Acuoso (Ac), Lechoso (Le), Pastoso (Pa) y Duro (Du) segun escala fenolégica de Sosa-
Zuniga et al. (2016) y Martinez-Nufiez et al. (2019) para quinoa amaranto respectivamente.
Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas
a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la
media.

Tesis Doctoral — Lic. S. J. Kelly| 281



Material suplementario

B
—a—SD A S0
Ko -0 -=LD B SD
3 o - ¢ =LD
S8%
— o &
g8
? O
Qo
<
100 - C - D
_ —e—5SD -¢-LD
So~ 7 -0-LD T ——SD
c 8
.‘g S = 50 1 .
25
< 25 .
0 T T T 1 ‘ T T T 1
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
Dias post-antesis Dias post-antesis

Figura suplementaria 3.5. Absicion del canopeo en planta de quinoa cv. Baer y cv. Kankolla y Amaranto cv. Don Guiem expuestas a
tratamiento fotoperiédico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post- antesis en experimento de los afios 2018 y 2019. (A) Q. cv. Baer, (B) Q.
cv. Kankolla, (C) A. cv. Don Guiem en experimento del afio 2018, y (D) Q. cv. Kankolla experimento afio 2019. En parte superior del grafico la
flecha (|) indica los dias post-antesis en que sucedié la abscisién foliar de todo el canopeo perteneciente al tallo principal. La sigla “pl”
corresponde a planta.
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Figura suplementaria 3.6. Relacion del contenido de clorofilas foliares (indicada a partir del indice de ““verdor™ SPAD) y
asimilacion neta de diéxido de carbono a saturacién luminica (An) en plantas quinoa cv. Baer y cv. Kankolla y Amaranto cv. Don
Guiem expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post- antesis en experimento de los afios
2018 y 2019. (A) Q. cv. Baer, (B) Q. cv. Kankolla, (C) A. cv. Don Guiem en experimento del afio 2018, y (D) Q. cv. Kankolla
experimento afio 2019. Las rectas y curvas de regresion ajustada estan representadas con linea continua para SD y linea
discontinua para LD. Se representan las ecuaciones de las rectas y curvas de regresion ajustada para cada tratamiento. Entre
paréntesis () el coeficiente de determinacion (R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables. Debajo de las ecuaciones de
la curva se representa la probabilidad (P) de diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan
diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente
significativa.

Tesis Doctoral — Lic. S. J. Kelly| 283



Material suplementario

Tabla suplementaria 3.1. Duracién del periodo de siembra — antesis y antesis - madures
de cosecha en plantas de quinoa cv. Baer, cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem
expuesta a tratamiento de fotoperiodo de dia corto (SDSD) y largo (LDLD) durante pre-
antesis y post-antesis en experimento del afio 2018 y 2019.

Afio Tratamiento Duracién Duracién
Especie / siembra —antesis antesis —madures
cultivar de cosecha

(d) (d)
2018
Q. Baer SDSD 48 73
LDLD 56 74
Q.Kankolla SDSD 51 53
LDLD 182 149
A. D.Guiem SDSD 61 118
LDLD 68 127

2019

Q.Kankolla SDSD 74 100
LDLD 94 140

La fenologia se determind en quinoa segun escala fenoldgica de Sosa-Zuniga et al. (2016) y en amaranto
segun escala fenolégica de Martines-Nufiez et al. (2019).

Tabla suplementaria 3.2. Estado fenolégico, rango de fotoperiodos y radiacion
fotosintéticamente activa acumulada (PARac) a los 45, 81 y 63 dias post- antesis

en plantas de quinoa cv. Baer, cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuesta a
tratamiento de fotoperiodo de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en
experimento del afio 2017.

Afio Tratamiento Estado Rango de PARac

Especie/ fenoldgico fotoperiodo

cultivar (h) (MJ m2)

2017

Q.Baer SD Grano pastoso 10.6 -12.1 221.4
LD Grano lechoso-pastoso 146 - 16.1 221.4

Q. Kankolla SD Grano pastoso 10.3-13.0 461.2
LD Grano acuoso-lechoso 14.3-17.0 461.2

A. D.Guiem SD Grano pastoso 104 -12.7 363.7
LD Grano lechoso- pastoso 14.4 -16.7 363.7

Los 45,81 y 63 dias post-antesis corresponden al muestreo final del experimento del afio 2017, realizado
previo a madurez de cosecha. El desarrollo fenolégico se determind en quinoa segun escala fenoldgica
de Sosa-Zuniga et al. (2016) y en amaranto segun escala fenolégica de Martines-Nufiez et al. (2019).
PARac se calcul6 por la sumatoria de radiacion global incidente diaria transformada por el factor 0.48 en
cada intervalo. Ver materiales y métodos de Capitulo Il para una descripcion méas detallada.
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Tabla suplementaria 3.3. Numero de nudos del tallo principal, de ramificaciones y area foliar por planta a los 0 y 45 dias post- antesis (dpa) en
en plantas de quinoa cv. Baer, cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuesta a tratamiento de fotoperiodo de dia corto (SD) y largo (LD)
durante post-antesis en experimentos de los afios 2018 y 2019.

Afio Tratamiento Tiempo 0 dpa Tiempo 45 dpa
Especie/
Cultivar NuUmero de NUmero Area NlUmero de NUmero Area
nudos de de foliar nudos de de foliar
tallo ramificaciones tallo principal ramificaciones
principal
(N° pI') (N° pI't) (cm? pl't) (N° pI') (N° pI') (cm? pl'™)
2018
Q. Baer SD 28 32
LD 28 32
ns ns
Q. Kankolla SD 31 7 209.9
LD 31 7 294.6
ns ns ns
A. D.Guiem SD 22 5 1445.2 28 8 1601.2
LD 22 5 1781.4 28 13 1469.0
ns ns ns ns ns ns
2019
Q. Kankolla SD 16 20 504.5 15 11 421.5
LD 16 20 472.8 20 17 1509.9
ns ns ns ns ns *

El tiempo O (inicio de tratamiento, antesis) y 45 dias dpa corresponden a muestreos previos a madurez de cosecha. El 45 dpa se corresponde en A.cv. Don Guiem con
estadio fenoldgico de grano acuoso-lechoso en ambos tratamientos, y en Q. Cv. Kankolla a estadio fenoldgico de grano duro para SD y grano pastoso para LD. Determinacion
de estadio fenoldgico segun Martines-Nufiez et al. (2019) y Sosa-Zuniga et al. (2016) para amaranto y quinoa respectivamente. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias
estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa. La sigla “p!l” corresponde a planta.
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Tabla suplementaria 3.4. NUmero de nudos del tallo principal y de
ramificaciones por planta a madurez de cosecha (MC) en plantas de
guinoa cv. Baer, cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuesta a
tratamiento de fotoperiodo de dia corto (SD) y largo (LD) durante

post-antesis en experimentos de los afios 2018 y 2019.

Afo Tratamiento NUmero de NUmero
Especie/ nudos de de
Cultivar tallo ramificaciones
principal
(N° pI't) (N° pI't)
2018
Q. Baer SD 28 28
LD 32 32
* ns
Q. Kankolla SD 24 22
LD 29 23
*% ns
A. D. Guiem SD 25 11
LD 24 13
ns ns
2019
Q. Kankolla SD 13 10
LD 13 12
ns ns

Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P <
0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente

significativa. La sigla “pl” corresponde a planta.
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Tabla suplementaria 3.5. NUmero de granos por planta, de inflorescencias de tallo principal, de inflorescencia de ramificaciones y peso individual de
granos a los 45 dias post-antesis en plantas de quinoa cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuesta a tratamiento de fotoperiodo de dia corto
(SD) y largo (LD) durante post-antesis en experimentos de los afios 2018 y 2019.

Afo Tratamiento NUumero Ndmero NUmero Peso Peso Peso
Especie/ de grano de grano de grano individual de individual de individual de
Cultivar por planta de tallo de grano grano de grano de
principal ramificaciones por planta inflorescencia de inflorescencia de
tallo principal ramificaciones
(N° pI') (N° pI't) (N° pI't) (mg Gn 1) (mg Gn 1) (mg Gn 1)
2018
A. D.Guiem SD 12065 9820 2245 0.63 0.63 0.63
LD 10358 7424 2934 0.68 0.67 0.69
ns ns ns ns ns ns
2019
Q. Kankolla SD 4517 317 4200 2.20 2.20 2.16
LD 3823 251 3572 0.95 0.92 0.94
ns ns ns * * *

Los 45 dias post-antesis corresponde a muestro previo a madurez de cosecha. Los 45 dpa se corresponde en A.cv. Don Guiem con estadio fenoldgico de grano acuoso-lechoso en
ambos tratamientos, y en Q. Cv. Kankolla a estadio fenoldgico de grano duro para SD y grano pastoso para LD. Determinacion de estadio fenolégico segin y Martines-Nufiez et al.
(2019) Sosa-Zuniga et al. (2016) para amaranto y quinoa respectivamente. El peso individual de grano por planta considera en conjunto la inflorescencia del tallo y las ramificaciones.
Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa. La
sigla “pl” y “Gn” corresponde a planta y grano respectivamente.
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Tabla suplementaria 3.6. Peso individual de grano de inflorescencia de
tallo principal e inflorescencia de ramificaciones a madurez de cosecha
(MC) en plantas de quinoa cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem
expuesta a tratamiento de fotoperiodo de dia corto (SD) y largo (LD)
durante post-antesis en experimentos de los afios 2018 y 2019.

Afio Tratamiento Peso individual Peso individual de
Especie/ de grano de grano de
Cultivar inflorescencia de inflorescencia
tallo principal de ramificaciones
(mg Gn ) (mg Gn )
2018
Q. Baer SD 2.67 221
LD 2.02 1.63
* ns
Q.Kankolla SD 2.47 2.25
LD 3.13 2.20
ns ns
A. D. Guiem SD 0.73 0.72
LD 0.72 0.71
ns ns
2019
Q. Kankolla SD 1.83 1.81
LD 1.83 1.71
ns ns

Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05,
0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
La sigla “Gn” corresponde a grano

Tabla Suplementaria 3.7. Particion de biomasa en granos y en biomasa reproductiva a los 45 dias
post-antesis en plantas de quinoa cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuesta a tratamiento de
fotoperiodo de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en experimento de afio 2018 y 2019.

Afo Tratamiento Peso de Biomasa Peso de Biomasa
Especie/ Granos/ reproductiva/ granos/ reproductiva/
cultivar biomasa Biomasa total Biomasa total Biomasa total
total + abscindida + abscindida
2018
A. D. Guiem SD 0.24 0.33 0.23 0.33
LD 0.21 0.33 0.21 0.32
ns ns ns ns
2019
Q. Kankolla SD 0.52 0.63 0.48 0.58
LD 0.13 0.29 0.12 0.28
* * * *

Los 45 dias post-antesis corresponde a muestro previo a madurez de cosecha. Los 45 dpa se corresponde en A.cv. Don
Guiem con estadio fenoldgico de grano acuoso-lechoso en ambos tratamientos, y en Q. Cv. Kankolla a estadio fenol4gico
de grano duro para SD y grano pastoso para LD. Determinacién de estadio fenoldgico segun y Martines-Nufiez et al. (2019)
Sosa-Zuniga et al. (2016) para amaranto y quinoa respectivamente. Biomasa total incluye biomasa reproductiva y
vegetativa, biomasa reproductiva comprende el peso de granos y pericarpios, y biomasa abscindida al peso de hojas
abscindidas. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001
respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla suplementaria 3.8. Tasa de crecimiento relativo (RGR) y tasa de crecimiento absoluto (AGR) en el periodo comprendido entre antesis, 45 dias
post-antesis (dpa) y madurez de cosecha (MC) en plantas de quinoa cv. Baer, cv. Kankolla y amaranto cv. Don Guiem expuesta a tratamiento de
fotoperiodo de dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en experimento de afio 2018 y 2019.

Afio Tratamiento Antesis — 45 dpa 45 dpa -MC
Especie/ RGR AGR RGR + hp AGR + hp RGR AGR RGR + hp AGR + hp
Cultivar (mg g (mg pl* (mg g (mg plt (mg g* (mg pl (mg g* (mg pl
d ) d ) d ) d ) d ) d ) d ) d )
2018
A. D. Guiem sSD 22.8 454.1 23.2 464.9 3.2 111.9 3.9 144.0
LD 23.8 494.3 24.1 501.3 35 132.3 3.8 150.2
ns ns ns ns ns ns ns ns
2019
Q. Kankolla SD 23.5 356.8 25.04 395.52 0.01 15.05 1.57 71.05
LD 29.2 531.2 30.01 558.06 1.72 84.22 2.91 135.75
ns * ns * * * ns *

La RGR y AGR no considera la biomasa “abscindida”, y RGR +hp y CGR +hp considera la biomasa “abscindida” (hp). La biomasa “abscindida” incluye hojas “abscindidas” durante el
periodo de post-antesis. Los 45 dpa se corresponde en A.cv. Don Guiem con estadio fenolégico de grano acuoso-lechoso en ambos tratamientos, y en Q. Cv. Kankolla a estadio
fenolégico de grano duro para SD y grano pastoso para LD. Determinacion de estadio fenoldgico segun y Martines-Nufiez et al. (2019) Sosa-Zuniga et al. (2016) para amaranto y quinoa
respectivamente. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente
significativa. La sigla “pl” corresponde a planta.
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Figura suplementaria 4.1. Radiacion fotosintéticamente activa PAR (A), fotoperiodo (B) y
duracion desde el periodo de antesis hasta muestreo final (C) en plantas de trigo, cebada,
avena y centeno expuestas a tratamiento de fotoperiddico de dia corto (SD) y dia largo (LD)
durante la post- antesis en los experimentos de los afios 2017, 2018 y 2019. El PAR diario se
calculé a partir de la conversion de radiacion global incidente diaria por el factor 0.48 (Gosse et
al. 1986). La doble flecha (1) indica diferencia en horas entre SD y LD. En el experimento del
afio 2017 el muestreo final se realizé simultdneamente en ambos tratamientos al momento que
las plantas en LD alcanzaron la madures de cosecha (Z 94). En cambio, en los experimentos
de los afios 2018 y 2019 el muestreo final se realiz6 cuando cada tratamiento fotoperiddico
alcanzo madures de cosecha (Z 94). La madurez de cosecha (Z 94) fue determinada segun

escala fenolégica Zadoks et al. (1974).
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Figura suplementaria 4.2. Modificacion del contenido de clorofilas foliares (estimadas a partir
de indice de “verdor” SPAD) en hoja bandera (Ban) y hoja -1 (-1) en plantas de trigo expuesto
a tratamiento fotoperiddico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post- antesis en el
experimento del afio 2019. Se consideran (A) todos los ejes, (B) tallo principal y (C) primer
macollo que alcanz6 antesis post-tratamiento. En la parte superior de los graficos la flecha (|)
indica estado fenol6gico segun Zadoks et al. (1974). Las ecuaciones representan la tasa de
avance de degradacion de las clorofilas (calculada entre en inicio de avance de la degradacion
y la degradacion maxima de clorofilas) en hoja ban y -1 ecuacion superior e inferior
respectivamente; entre paréntesis () el coeficiente de determinacion (R?) y la probabilidad de
relacién nula entre variables para cada tratamiento; Debajo de las ecuaciones se representa la
probabilidad (P) de diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan
la probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001
respectivamente entre tratamientos, y ns ausencia de diferencia. Los asteriscos sin subrayar
(*) y los asteriscos subrayados (*) se corresponden a la P en hoja ban y -1 respectivamente.
La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el
gréfico se debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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Figura suplementaria 4.3. Modificacién de la asimilacién neta de diéxido de carbono a saturacién
luminica (An) en plantas de trigo expuesta a tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y corto (SD)
durante post- antesis en el experimento del afio 2019. Se considera en (A) tallo principal y (B) primer
macollo que alcanz6 antesis post-tratamiento. En la parte superior de los graficos la flecha (|) indica
estado fenolégico segun Zadoks et al. (1974). Las ecuaciones representan la tasa de avance de
disminucién de la An (calculada entre en inicio de avance de la disminucién de An y An nula); entre
paréntesis () el coeficiente de determinacion (R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables para
cada tratamiento; debajo de las ecuaciones se representa la probabilidad (P) de diferencia significativa
entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente entre tratamientos, y ns ausencia de diferencia.
La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media; en caso de no observarse en el gréafico se
debe a que el valor del SE es pequefio y cae dentro del simbolo de la media.
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Figura suplementaria 4.4. Relacion del contenido de clorofilas foliares (indicada a partir del indice de ““verdor™ SPAD) y asimilacion neta
de diéxido de carbono a saturacién luminica (An) en tallo principal en plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuesta a tratamiento
fotoperiodico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post-antesis en el experimento del afio 2018. (A) trigo, (B) cebada, (C) avena y (D)
centeno. Las rectas y curvas de regresion ajustada estan representadas con linea continua para SD y linea discontinua para LD. Se
representan las ecuaciones de las rectas y curvas de regresion ajustada para cada tratamiento; entre paréntesis () el coeficiente de
determinacion (R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables. Debajo de las ecuaciones de la recta o curvas se representa la
probabilidad (p) de diferencia significativa entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P
< 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa entre tratamientos.
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Figura suplementaria 4.5. Relacion del contenido de clorofilas foliares (indicada a partir del
indice de “verdor” SPAD) y asimilacion neta de diéxido de carbono a saturaciéon luminica (An)
en plantas de trigo expuesta a tratamiento fotoperiddico de dia largo (LD) y corto (SD) durante
post-antesis en el experimento del afio 2019. (A) tallo principal y (B) primer macollo que
alcanzo antesis post-tratamiento. Las rectas de regresion ajustada estan representadas con
linea continua para SD y linea discontinua para LD. Se representan las ecuaciones de las
rectas de regresion ajustada para cada tratamiento. Entre paréntesis () el coeficiente de
determinacion (R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables. Debajo de las ecuaciones
de la recta se representa la probabilidad (p) de diferencia significativa entre tratamientos. Los
asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y
0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa entre
tratamientos.
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Figura suplementaria 4.6. Biomasa vegetativa (Ve), de tallos (Ta) y de hojas totales (Ho) en
plantas de trigo expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia largo (LD) y corto (SD) durante
post-antesis en el experimento del afio 2019. Se considera en (A) la totalidad de los ejes en
muestreo inicial (antesis, Z64-65) y a madurez de cosecha (Z 94), y (B) ejes pre-tratamiento
(pre trat) y post-tratamiento (post trat) a madurez de cosecha (Z 94).El muestreos iniciales (0
dias post-antesis, dpa) se realizé a los mismos dpa entre tratamientos; en cambio el muestreo
final se realizé alcanzado la madurez de cosecha (Z 94) por lo que difieren en los dpa en que
se realizd entre tratamientos. La biomasa vegetativa incluye peso de tallos y hojas totales,
mientras que la biomasa de hojas totales incluye hojas secas y verdes. En la parte superior del
grafico se indican los estadios fenolégicos segun escala de Zadoks et al. (1974). Los asteriscos
* ¥y ** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001
respectivamente entre tratamientos. La barra (1) representa el error estdndar de la media.
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Figura suplementaria 4.7. Biomasa reproductiva (Re), de granos (Gn) y de resto de espiga (ReEs)
en plantas de trigo expuestas a tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post-
antesis en el experimento del afio 2019. Se considera en (A) la totalidad de los ejes en muestreo
inicial (antesis, Z64-65) y a madurez de cosecha (Z 94), y (B) ejes pre-tratamiento (pre trat) y post-
tratamiento (post trat) a madurez de cosecha (Z 94).El muestreos iniciales (0 dias post-antesis, dpa)
se realizd a los mismos dpa entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realiz6 alcanzado la
madurez de cosecha (Z 94) por lo que difieren en los dpa en que se realizd entre tratamientos. La
biomasa reproductiva incluye peso de granos y resto de espiga; la biomasa de resto de espiga incluye
raquis, glumas y aristas. En la parte superior del gréafico se indican los estadios fenoldgicos segun
escala de Zadoks et al. (1974). Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente entre tratamientos. La barra (1) representa el
error estdndar de la media.
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Figura suplementaria 4.8. Biomasa total en plantas de trigo expuestas a tratamiento
fotoperiddico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post-antesis en el experimento del afio
2019. Se considera en (A) la totalidad los ejes en muestreo inicial (antesis, Z64-65) y a
madurez de cosecha (Z 94), y (B) ejes pre-tratamiento (pre trat) y post-tratamiento (post trat) a
madurez de cosecha (Z 94).El muestreos iniciales (0 dias post-antesis, dpa) se realizé a los
mismos dpa entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realizé alcanzado la madurez
de cosecha (Z 94) por lo que difieren en los dpa en que se realizé entre tratamientos. La
biomasa total incluye biomasa vegetativa y reproductiva. En la parte superior del grafico se
indican los estadios fenoldgicos segun escala de Zadoks et al. (1974). Los asteriscos *, ** y ***
denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente
entre tratamientos. La barra () representa el error estandar de la media.
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Tabla suplementaria 4.1. Duracion del periodo de siembra — antesis (Z 64-65) y
antesis - madures de cosecha (Z 94) en plantas de trigo, cebada, avena y centeno
expuesta a tratamiento de fotoperiodo de dia largo (LDLD) y corto (SDSD) durante
todo el ciclo de vida de las plantas en experimentos de los afios 2018 y 2019.

Afio Tratamiento Duracién Duracién antesis
Especie siembra — — madures de
antesis cosecha
(d) (d)
2018
Trigo LDLD 69 78
SDSD 141 75
Cebada LDLD 75 80
SDSD 120 95
Avena LDLD 53 122
SDSD 88 133
Centeno LDLD 52 100
SDSD 167 26

La fenologia se determind a partir de Zadoks et al. (1974). En trigo y centeno los tratamientos SDSD
no alcanzaron la madurez de cosecha al momento de finalizar el experimento, y el desarrollo en
ambas especies correspondia a grano acuoso (Z 70-72)

Tabla suplementaria 4.2. Estado fenolégico, rango de fotoperiodo y radiacion
fotosintéticamente activa acumulada (PARac) a los 79 y 66 dias post- antesis en
plantas trigo y cebada expuesta a tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y corto
(SD) durante post-antesis en experimento del afio 2017.

Afio Tratamiento Estado Rango de PARac
Especie fenoldgico fotoperiodo
(h) (MJ m?)
2017
Trigo LD Grano maduro — madurez 14.2 -16.8 420.8
de cosecha
SD Grano lechoso-pastoso 10.2-12.8 420.8
Cebada LD Grano maduro — madurez 14.1 - 16 290.5
de cosecha
SD Grano lechoso -pastoso 10.1-12 290.5

Los 79 y 66 dias post- antesis corresponden a la finalizacion del experimento del afio 2017. La fenologia
se determind a partir de Zadoks et al. (1974), por lo tanto, grano duro-madurez de cosecha (Z 90-94),
grano lechoso (73-79) y grano pastoso (80-89). PARac se calcul6 por la sumatoria de radiacion global
incidente diaria transformada por el factor 0.48 en cada intervalo. Ver materiales y métodos de capitulo
IV para una descripcién mas detallada.
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Tabla suplementaria 4.3. Area y peso de hojas verdes en plantas de trigo,
cebada, avena y centeno expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia largo (LD) y
corto (SD) durante post- antesis en el experimento del afio 2018.

Afio Dias post- Tratamiento Area foliar Peso area
Especie antesis verde foliar verde
(cm? pi?) (9 pI)
2018
Trigo 0 LD 520.2 2.06
SD 461.7 1.98
ns ns
57 LD 152.6 0.74
SD 506.8 2.17
* *
78 LD 19.3 0.05
111 SD 386.9 1.65
*% *k%k
Cebada 0 LD 325.8 1.42
SD 456.4 1,84
ns ns
32 LD 242.8 0.94
SD 421.3 1.61
* ns
80 LD 154.1 0.61
108 SD 237.2 0.79
ns ns
Avena 0 LD 444.8 1.45
SD 436.6 1.43
ns ns
59 LD 349.8 1.33
SD 385.8 1.46
ns ns
122 LD 87.9 0.52
168 SD 105.6 0.48
ns ns
Centeno 0 LD 228.2 0.67
SD 188.2 0.62
ns ns
60 LD 121.8 0.52
SD 451.1 1.42
* *
100 LD 126.3 0.42
144 SD 175.8 0.70
ns ns

El muestreo inicial se realizé a los 0 dias post-antesis (dpa) que se corresponde segun escala
fenoldgica Zadocks et al. (1974) con antesis (Z 64-65). Los muestreos intermedios fueron realizados
a los 57, 32, 59 y 60 dpa. En trigo muestreo intermedio correspondi6 a desarrollo Z 80-83 (LD) y Z
70-75 (SD), en cebada a Z 75-78 (LD) y Z 72- 74 (SD), en avena a Z 73-74 (ambos tratamientos) y
en centeno Z 71-73 (ambos tratamientos). El muestreo final se realizé6 a madurez de cosecha (Z 94)
por lo que difieren en los dias post antesis en que se realizd entre los tratamientos. La sigla “pl”
corresponde a planta. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a
P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla suplementaria 4.4. Numero de ejes fértiles y no fértiles considerando la totalidad de los ejes, los ejes pre-
tratamiento y los ejes post-tratamiento por planta a madurez de cosecha (Z 94) en plantas de trigo, cebada, avena y
centeno expuesta a tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y corto (SD) durante post-antesis en los experimentos de
los afios 2018 y 2019.

Afio Tratamiento Ejes totales Ejes pre-tratamiento Ejes post- tratamiento
Especie
Fértiles No Fértiles No Fértiles No
fértiles fértiles fértiles
(N°pl?) (N°pl?) (N°pl) (N°plt) (N°pl?) (N°pl?)
2018
Trigo LD 10 1 4 - 6 1
SD 17 3 3 - 14 3
*% * ns *% *
Cebada LD 26 6 4 - 22 6
SD 36 3 5 - 32 3
*x ns ns ** ns
Avena LD 55 4 3 - 52 4
SD 52 10 3 - 49 10
ns * ns ns *
Centeno LD 39 2 3 - 36 2
SD 34 2 3 - 31 2
ns ns ns ns ns
2019
Trigo LD 11 1 7 - 4 1
SD 19 7 7 - 12
*% * nS * *

La totalidad los ejes considera ejes pre-tratamiento y post-tratamiento. La madurez de cosecha (Z 94) fue determinada segun Zadoks et al. (1974).
La sigla “pl” corresponden a planta. Los asteriscos * ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001
respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla suplementaria 4.5. NUmero de granos y espiguillas por planta y por espiga o panicula, nUmero de granos
por espiguillas y peso individual de grano considerando los ejes pre-tratamiento a madurez de cosecha (Z 94) en
plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuesta a tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y corto (SD)
durante post-antesis en los experimentos de los afios 2018 y 2019.

Afo Tratamiento NUumero NUumero NUmero Ndmero Ndmero Peso
Especie de de de de de individual
granos espiguillas granos espiguilla granos de
por por por por por grano
planta planta espiga espiga espiguilla
(N° pI') (N° pI't) (N°esp®)  (N°esp?)  (N°espg™) (mg Gn
2018
Trigo LD 109 63 30 18 1.68 29.28
SD 89 58 25 17 151 27.49
ns ns ns ns ns ns
Cebada LD 44 101 12 28 0.42 36.4
SD 77 158 15 30 0.49 43.3
ns ns ns ns
Avena LD 112 57 31 16 1.93 28.3
SD 99 50 29 15 1.96 28.2
ns ns ns ns ns ns
Centeno LD 85 68 22 19 111 8.78
SD 59 60 19 19 0.97 8.22
ns ns ns ns ns ns
2019
Trigo LD 381 140 55 20 2.74 345
SD 368 136 56 20 2.94 32.0
ns ns ns ns ns ns

"o«

La madurez de cosecha (Z 94) fue determinada segun Zadoks et al. (1974). Las siglas “pl”,” esp”, “espg” y “Gn” corresponden a planta,
espiga o panicula, espiguilla y grano respectivamente. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P <
0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla suplementaria 4.6. Niamero de granos y espiguillas por planta y por espiga o panicula, nUmero de granos
por espiguillas y peso individual de grano considerando los ejes post-tratamiento a madurez de cosecha (Z 94) en
plantas de trigo, cebada, avena y centeno expuesta a tratamiento fotoperiédico de dia largo (LD) y corto (SD)
durante post-antesis en los experimentos de los afios 2018 y 2019.

Ano Tratamiento NUmero Ndamero Ndamero Ndamero Ndamero Peso
Especie de de de de de individual
granos espiguillas granos espiguillas granos de
por por por por por grano
planta planta espiga espiga Espiguilla
(N° pI™) (N° pI'™) (N° esp™) (N°esp™) (N° espg?) (mg Gn)
2018
Trigo LD 181 100 30 16 1,86 43.16
SD 247 185 18 13 1,36 38.64
* * *% * * ns
Cebada LD 283 447 13 21 0,63 41.28
SD 276 645 9 21 0,42 41.71
ns **k * ns i ns
Avena LD 420 293 8 6 1,44 30.80
SD 562 328 12 7 1,73 33.70
*% nS *% * *% *
Centeno LD 672 494 19 14 1,40 7.26
SD 677 500 22 17 1,35 7.97
ns ns ns ns ns ns
2019
Trigo LD 100 60 25 14 1,34 29.10
SD 437 222 34 18 1,93 22.70
* * ns ns ns *

"

La madurez de cosecha (Z 94) fue determinada segun Zadoks et al. (1974). Las siglas “pl”, “esp”,” espg” y “Gn” corresponden a planta,
espiga o panicula, espiguilla y grano respectivamente. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P <
0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Figura suplementaria 5.1. Radiacion fotosintéticamente activa diaria (PAR) (A), temperatura
(B), fotoperiodo (C) y duracién del estadio reproductivo (R1-R8) (D) en plantas de soja cv. NS
4619 y Williams 82 expuestas a tratamientos de fotoperiodo de dia corto (SD) y largos (LD)
durante post-antesis en experimento 1 del afio 2018 y 2019. En afio 2019 en el cv. Williams 82
el tratamiento fotoperiddico fue combinado con tratamiento de desfrutado (-va). PAR diario se
calcul6 a partir de la conversion de radiacion global incidente diaria por el factor 0.48 (Gosse et
al. 1986). La doble flecha (3) indica diferencia en horas entre SD y LD. R1 y R8 corresponden
a antesis y madurez de cosecha respectivamente segiin Fehr & Caviness (1977).
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Figura suplementaria 5.2. Duracidn de etapas fenoldgicas durante post-antesis en plantas de
soja cv. NS4619 y Williams 82 expuestas a tratamiento fotoperiédico de dia corto (SD) y dia
largo (LD) en experimento 1 del afio 2018 y 2019. (A) cv. NS4619 y (B) cv. Williams. Estadios
fenoldgicos R1- R3, R3-R5, R5- R8 determinadas segun escala de Ferh & Caviness (1977).
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Figura suplementaria 5.3. “Abscisidon” del canopeo en planta de soja cv. NS4619 expuestas a
tratamiento fotoperiédico de dia corto (SD) y largo (LD) en experimento 1 del afio 2018. En
parte superior del grafico la flecha (|) indica los dias post-antesis de estadios fenoldgicos R4-
R8 segun Ferh & Caviness (1977) para SD y LD; el simbolo () denota lo dias post-antesis en
el que todas las hojas correspondientes al tallo principal abscindieron. La sigla “pl” corresponde

a planta.
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Figura suplementaria 5.4. Concentracion foliar de clorofilas totales en plantas de soja cv.
NS4619 expuestas a tratamiento fotoperiédico de dia corto (SD) y largo (LD) en experimento 1
del afio 2018. En la parte superior del grafico R1-R8 indican los estadios fenolégicos segun
escala de Fehr y Caviness (1977) para SD y LD. Los asteriscos *, ** y *** denotan la
probabilidad de diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001
respectivamente. La barra (I) representa el error estandar (SE) de la media.

35 - , ASD
SDy: 0.01 e 0-173x ( g5*++) / ALD
—~ 30 1 LDy: 0.02 e 0151 x (.90 ***) ;
(\in 25 1 P *k% A
S
~ A
o 20 1
O
S 15 -
l
=10 A
<
5 -
O LY A T T T T 1
0 10 20 30 40 50

SPAD (ua)

Figura Suplementaria 5.5. Relacion del contenido de clorofilas foliares (indicada a partir del
indice de ““verdor® SPAD) y asimilacion neta de diéxido de carbono a saturacion luminica (An)
en plantas de soja cv. NS4619 expuestas a tratamiento fotoperiédico de dia corto (SD) y largo
(LD) en experimento 1 del afio 2018.Las curvas de regresién ajustada estan representadas con
linea continua para SD y linea discontinua para LD. Se representan las ecuaciones de las
curvas de regresion ajustada para cada tratamiento. Entre paréntesis () el coeficiente de
determinacion (R?) y la probabilidad de relacion nula entre variables. Debajo de las ecuaciones
de la curva se representa la probabilidad (P) de diferencia significativa entre tratamientos. Los
asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001
respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Figura suplementaria 5.6. Degradacion de clorofilas foliares (estimada a partir del indice de
“verdor” SPAD) en plantas de soja cv. Williams 82 expuestas a tratamiento fotoperiédico de
dia corto (SD) y largo (LD) combinado con tratamiento de desfrutado (-va) en post-antesis en el
experimento 1 de afio 2019. (A) hoja -2, (B) -1y (C) 0. En la parte superior del grafico la flecha
(}) indican dia de los estadios fenolégicos R2- R5 segin Fehr & Caviness (1977) para
tratamientos con vainas intactas. Las ecuaciones representan la tasa de avance de
degradacion de las clorofilas (calculada entre en inicio de avance de la degradacion y
degradacion méaxima de clorofilas); entre paréntesis () el coeficiente de determinacion (R?) y la
probabilidad de relacién nula entre variables para cada tratamiento; Debajo de las ecuaciones
se representa la probabilidad (P) de diferencia significativa entre tratamientos (SD vs LD, SD-va
vs LD-va). Los asteriscos *, ** y *** denotan la probabilidad de diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia
estadisticamente significativa entre tratamientos. La barra (I) representa el error estandar (SE)
de la media; en caso de no observarse en el gréafico se debe a que el valor del SE es pequefio
y cae dentro del simbolo de la media. Diferentes letras representan diferencias entre
tratamientos a P < 0.05 segln Test de Fisher.
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Figura suplementaria 5.7. NUmero de vainas, granos y peso de perigonios de vainas y granos de diferentes estadios de desarrollo en plantas de soja cv. NS4619
expuesta a tratamiento fotoperiédico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post- antesis en experimento 1 del afio 2018. (A) nimero de vainas, (B) nimero de
granos, (C) peso de perigonios y (D) peso de granos. Los estadios de desarrollo se determinaron siguiendo la escala de Fehr y Caviness (1977). Total (Tot) es el
conjunto de las vainas y granos (indistintamente de su desarrollo) en un tiempo de muestreo. En la parte superior del grafico R1-R8 indican los estadios
fenoldgicos en que se encontraban las plantas en los diferentes tiempos de muestreos. Los muestreos intermedios (18 y 58 dias post-antesis, dpa) se realizaron a
los mismos dpa entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realizé alcanzado la madurez de cosecha (R8) por lo que difieren en los dpa en que se realizd
entre tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (I) representa el
error estandar de la media. La sigla “pl” corresponde a planta.
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Figura suplementaria 5.8. Biomasa total por planta (To), asociada a tallo principal (Bi To Ta)
y a las ramificaciones (Bi To Ra) en plantas de soja cv. NS4619 expuesta a tratamiento
fotoperiddico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post- antesis en experimento 1 del afio
2018. La biomasa total incluye biomasa vegetativa (peso de tallo principal, ramificaciones,
laminas foliares y peciolos) y biomasa reproductiva (peso de granos y pericarpios de vainas);
la biomasa abscindida (hp) incluye ldminas folaires y peciolos. En la parte superior del grafico
R1- R8 indican los estadios fenol6gicos segln escala de Fehr y Caviness (1977) para SD y
LD. Los muestreos iniciales (0 dias post-antesis, dpa) e intermedios (18 y 58 dpa) se
realizaron a los mismos dpa entre tratamientos; en cambio el muestreo final se realiz6
alcanzado la madurez de cosecha (R8) por lo que difieren en los dpa en que se realizd entre
tratamientos. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P <
0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (I) representa el error estandar de la media. La
sigla “pl” corresponde a planta.
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Figura suplementaria 5.9. Biomasa reproductiva (Re), de granos (Gn), de pericarpios de
vainas (Va), total (Bi To) por planta, asociado a tallo principal (Ta) y a ramificaciones (Ra) en
plantas de soja cv. Willams 82 a madurez de cosecha (R8) expuesta a tratamiento
fotoperiodico de dia corto (SD) y largo (LD) durante post- antesis en experimento 1 del afio
2019. (A) Biomasa reproductiva, de granos, de pericarpios de vainas y (B) biomasa total. La
Biomasa reproductiva incluye peso de granos y pericarpio de vainas; la biomasa total incluye
biomasa vegetativa (peso de tallo principal, ramificaciones, laminas foliares y peciolos) y
biomasa reproductiva (peso de granos y pericarpios de vainas); la biomasa abscindida (hp)
incluye laminas foliares y peciolos. Los asteriscos * ** y *** denotan diferencias
estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (I)
representa el error estandar de la media. La sigla “pl” corresponde a planta.
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Figura suplementaria 5.10. Contenido de Isopentenil adenina (IP), Zeatina (Z), e Dihidrizeatina
(DHZ) en laminas foliares en plantas de soja cv. NS4619 expuesta a tratamiento fotoperiodico de
dia corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en el experimento de campafia 2018-19. (A)
Isopentenil adeninas, (B) Zeatinas y (C) Dihidrizeatinas. Los datos corresponden a la
concentracién de citocininas en su forma de bases libres (li), glucosiladas (gl), ribosidos (rs) y
ribotidos (rb). En la parte superior del grafico R2-R7 indican los estadios fenoldgicos segln
escala de Fehr y Caviness (1977) para SD y LD. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias
estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente. La barra (I) representa
el error estdndar de la media.
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Tabla suplementaria 5.1. Duracién del periodo siembra — antesis (R1)
y antesis — madurez de cosecha (R8) en plantas de soja cv. NS4619 y
Williams 82 expuestas a tratamiento fotoperiodico de dia corto (SDSD)
y largo (LDLD) durante todo el ciclo de vida de la planta en experimento
1 de los afios 2018 y 2019.

Afo Tratamiento Duracion Duracion
Cultivar Siembra -R1 R1-R8
(d) (d)
2018
NS4619 SDSD 46 123
LDLD 85 119
2019 SDSD 38 63
Williams 82 LDLD 76 118

El estadio fenoldégico R1 (antesis) y R8 (madurez de cosecha) se determind segun
escala de Fehr & Caviness (1977).

Tabla suplementaria 5.2. Namero de nudos del tallo principal, nimero de ramificaciones, y
area foliar de tallo principal y ramificaciones a los 0,18 y 58 dias post-antesis (dpa) en plantas
de soja cv. NS4619 expuesta a tratamiento fotoperiédico de dia corto (SD) y largo (LD) en
post- antesis en el experimento 1 del afio 2018.

Cultivar Dias Tratamiento Namero Namero Area Area foliar
Post- de de foliar de
antesis nudos ramificaciones del tallo ramificaciones
principal
(d) (N° pIt) (N° pIt) (cm? plt) (cm?2 pl?)
NS4619
0 SD 9 2 587.6 216.3
LD 9 3 560.9 201.8
ns ns ns ns
18 SD 13 3 804.9 301.0
LD 13 4 817.6 299.3
ns ns ns ns
58 SD 12 4 587.4 235.1
LD 14 5 832.4 442.0
* ns * *

El muestreo inicial se realiz6 a los 0 dias post-antesis (dpa) que se corresponde segun escala fenologica de Fehr &
Caviness (1977) con antesis (R1). Los muestreos intermedios fueron realizados a los 18 y 58 dpa. Los 18 dpa se
corresponden a R3 y R2-3 para SD y LD respectivamente; mientras que los 58 dpa para R5 y R4-5 para SD y LD
respectivamente. La sigla “pl” corresponde a planta. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Tabla suplementaria 5.3. Particion de biomasa en semillas y en biomasa reproductiva en diferentes dias post-antesis
(dpa) de muestreo en plantas de soja cv. NS4619 y Williams 82 expuestas a tratamiento fotoperidédico de dia corto (SD) y
largo (LD) durante post-antesis en experimento 1 de los afios 2018 y 2019.

Ano Dias Tratamiento Peso de Biomasa Peso de Biomasa
Cultivar Post- antesis semilla/ reproductiva/ semilla/ reproductiva /
Biomasa Biomasa total Biomasa Biomasa total
total total + + abscindida
(d) abscindida
2018
NS4619 18 SD 0.13 0.36 0.13 0.36
LD 0.03 0.17 0.03 0.17
*k% *k% *k% *k%
58 SD 0.59 0.81 0.58 0.80
LD 0.48 0.73 0.48 0.73
*% *%k% *% *%k%
123 SD 0.61 0.83 0.46 0.62
148 LD 0.60 0.81 0.47 0.64
ns ns ns ns
2019
Williams 82 62 SD 0.58 0.85 0.54 0.80
77 LD 0.55 0.83 0.51 0.77
ns ns ns ns

En el cv. NS4619 los muestreos realizados a los 18, 58 dpa se realizaron previo a madurez de cosecha; los 18 dpa se corresponden a R3 y R2-3
para SD y LD respectivamente segun escala fenolégica de Fehr & Caviness (1977); mientras que los 58 dpa para R5 y R4-5 para SD y LD
respectivamente; En cv. NS4619 los 123 y 148 dpa, y en cv. Williams 82 los 62 y 77 dpa se corresponden al muestreo final realizado madures de
cosecha (R8). La Biomasa total incluye biomasa reproductiva y vegetativa; la biomasa reproductiva incluye peso de semillas y peso de pericarpios de
vainas; la biomasa abscindida incluye peso de laminas foliares y peciolos. Los asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente
significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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Figura Suplementaria 5.4. Tasa de crecimiento relativo (RGR) y tasa de de crecimiento de absoluto (AGR) en el periodo comprendido entre antesis
(R1), 18, 58 dias post-antesis (dpa) y madurez de cosecha (MC, R8) en plantas de soja cv. NS4619 expuestas a tratamiento fotoperiddico de dia

corto (SD) y largo (LD) durante post-antesis en experimento 1 de los afios 2018.

Cultivar Tratamiento Antesis -18 dpa 18-58 dpa 58 dpa—- MC
RGR AGR RGR RGR+hp AGR  AGR +hp RGR RGR + hp AGR AGR +hp
(mgg*  (mgplt (mg g (mg g (mgplt  (mg pl* (mg g (mg g* (mg pl* (mg pl*
d-l) d—l) d—l) d—l) d—l) d—l) 1 d—l) dl) dl) dl)
NS4619
SD 48.7 320.0 11.1 12.1 142.8 150.5 0 2.9 0 52.4
LD 25.3 130.2 21.6 22.2 221.9 221.9 3.1 5.9 59.7 120.7

RGR y AGR no considera la biomasa abscindida, y RGR + hp y CGR + hp considera la biomasa abscindida (hp); la biomasa abscindida incluye peso de laminas foliares y peciolos. En
el periodo antesis - 18 dpa no existié biomasa “abscindida”. Antesis y MC se corresponden a R1 y R8 respectivamente segtin escala fenoldgica de Fehr & Caviness (1977); los 18 dpa
se corresponden a R3 y R2-3 para SD y LD respectivamente; mientras que los 58 dpa para R5 y R4-5 para SD y LD respectivamente. La sigla “pl” corresponde a planta. Los
asteriscos *, ** y *** denotan diferencias estadisticamente significativas a P < 0.05, 0.01 y 0.001 respectivamente, y ns ausencia de diferencia estadisticamente significativa.
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