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RESUMEN

La domesticacion de especies perennes adaptadas a ecosistemas aridos ha sido
propuesta como una alternativa para incrementar la intensidad de cultivo en ambientes
con baja disponibilidad de agua y nutrientes. Sin embargo, la seleccion por alto
rendimiento provoca cambios indirectos en el uso y conservacion de los recursos de las
plantas perennes. Estos cambios podrian alterar cémo el N es adquirido, usado y
almacenado, afectando asi a la longevidad de la planta y a la estabilidad interanual del
rendimiento. Usando la hierba perenne Physaria como modelo, comparé accesiones
seleccionadas por alto rendimiento (R) y por estabilidad de rendimiento (E) con sus
parientes silvestres (accesion S) para los atributos relacionados con: i) particion y uso de
N a nivel de planta entera, ii) adquisicién y almacenamiento de N y C a nivel radical y
iii) uso y conservacion de N a nivel foliar. EI cambio de estrategia provocado por la
seleccidn por alto rendimiento aumentd la particion de N a semillas y disminuyé la
particion a hojas y raices y la capacidad de conservacion de N a nivel de hoja y de
planta. Las accesiones estables también incrementaron la particion a semillas, aunque
mantuvieron un patron de uso y conservacion de N semejante al de las silvestres. A
nivel de raiz, las accesiones R mostraron mayor tasa de adquisicién de N y menor
cantidad de reservas en la raiz (contenido de TNC y N) que las accesiones E y S. Las
diferencias estructurales entre sistemas radicales de diferentes accesiones son
parcialmente responsables de las diferencias en adquisicion y almacenamiento, ya que
encontré una relacion negativa entre los caracteres asociados a la adquisicion y los
asociados a la creacion de reservas. Por ultimo, a nivel de hoja, las accesiones R
mostraron una mayor pérdida de N por senescencia y una menor reabsorcion desde
tejidos senescentes, lo que contribuyd a reducir la capacidad de conservacién de N
foliar. En general, el cambio de estrategia en el uso de N implicé un aumento en la
pérdida de nutriente y una reduccion de la eficiencia de uso de N, su conservacion y la
cantidad de reservas de la planta, lo que podria explicar la pérdida de longevidad y de
estabilidad de rendimiento en plantas seleccionas. Las accesiones E y S mostraron un
conjunto de atributos mas conservativo que promueven la conservacion de N y la
creacion de reservas. Este conjunto de atributos podria ser clave y no deberia perderse
en el proceso de domesticacion de cultivos perennes para medios aridos.

PALABRAS CLAVE: NUE, tiempo medio de residencia de N, Physaria mendocina,
Physaria pinetorum, reservas de N, tasa de adquisicion, longevidad foliar, reabsorcion.



ABSTRACT

Domestication of desert-adapted perennials has been proposed as an alternative
to increase cropping intensity in low input environments. However, selection for high
yield in perennial crops provokes indirect changes in plant resource use. These changes
might alter how nitrogen is acquired, allocated, used and stored, thus affecting plant
longevity and yield stability. Using the perennial forb Physaria as a model, | compared
the pattern of N allocation, use and conservation in high yield accessions (R), and stable
yield accessions (E), with their wild counterpart (S). The shift of strategy provoked by
high yield selection implies changes in N allocation and a decrease in nitrogen use
efficiency and conservation capacity at plant- and leaf-level. E accessions also increased
allocation to seeds, although they kept the N use and conservation traits of their wild
counterparts, remaining in an intermediate position between the R and S accessions. At
root level, high yield accessions showed higher N acquisition rate and lower amount of
reserves in roots (TNC and N pools) than stable and wild accessions. Structural
differences in root systems may be partially responsible for differences in acquisition
rate and storage among accessions. Besides, we found a negative relationship between
seed-yield and N conservation capacity and their associated traits. At leaf level, R
accessions showed higher leaf senescence and higher N concentration in senescent
tissue than E and S, thus increasing N loss and reducing N conservation capacity. The
shift of strategy provoked by high yield selection implies a decrease in nitrogen use
efficiency, conservation capacity and N and C storage and may be behind the reduction
of longevity and yield in subsequent years. Wild and stable accessions were more
conservative and showed traits that promote nitrogen conservation. These are key traits
that should not be lost during the selection process if breeders want to achieve the
adequate ideotype of perennial crop for arid systems.

KEY WORDS: NUE, mean residence time, Physaria mendocina, Physaria pinetorum,
N storage, N acquisition rate, leaf life span, N resorption.



CAPITULO I: INTRODUCCION GENERAL

1.1.-Alternativas agricolas para sistemas aridos

El aumento de poblacién esperado para las proximas décadas, que alcanzara
9600 millones de personas en 2050 (ONU, 2013), provocara un importante incremento
en la demanda de productos alimenticios e industriales de origen agricola (OCDE/FAO,
2014). Recientes estimaciones indican que, para cumplir con la demanda global, la
produccién debe aumentar un 60 % para el afio 2050 (FAO, 2012). La intensificacion y
expansion agricola para cumplir con estas necesidades ocasionara un aumento de la
presién sobre los recursos hidricos y del suelo y generara importantes externalidades
negativas (Spierz, 2010; Foley et al., 2011), entre ellas la pérdida de habitats y
biodiversidad, aumento en el consumo y contaminacién de aguas y suelos y pérdida de
fertilidad (Horrigan et al., 2002). En este escenario, el suelo se convierte en un recurso
escaso a escala global (Lambin y Meyfroidt, 2011), por lo que resulta necesaria una
produccion mas eficiente y ecolégicamente sostenible (Robertson et al., 2008).

Las areas marginales (definidas de acuerdo a tres criterios: 1) tierras no
adecuadas para la produccion agricola de alimentos, 2) tierras con recursos edaficos e
hidricos limitantes, o 3) tierras donde la produccion no es rentable; Shortall, 2013) han
recibido amplia atencién en los Gltimos tiempos y se ha propuesto que su integracion en
sistemas productivos podria favorecer la aparicion de nuevos nichos de mercado y
politicas medioambientales que impulsarian el desarrollo socioeconémico de las
regiones implicadas (Hecht, 2010). Sin embargo, las areas marginales son
ambientalmente fragiles y su uso es ecologicamente arriesgado (Wiegmann et al.,
2008). Por este motivo su explotacion plantea serias amenazas a la biodiversidad y a la
provision de servicios ecosistémicos y requiere de una planificacion cuidadosa (Tilman
et al., 2009; Sheppard et al., 2011).

Entre las areas marginales, se ha propuesto que las zonas aridas y semiéridas
tendrian potencial para la produccidn sostenible de materias primas para la industria
(Wiley, 1984). Los sistemas aridos se caracterizan principalmente por una precipitacion
baja y muy variable, altas tasas de evapotranspiracion, baja fertilidad, corta época de
crecimiento y, como consecuencia, bajo rendimiento, y estan en general severamente
amenazados por procesos de degradacién ligados a la desertificacion (Noy-Meir, 1973).
La solucion tradicional a la baja productividad intrinseca de estos ambientes es la
suplementacién de los recursos limitantes (Jacobsen et al., 2012), principalmente agua y
nitrégeno, que en muchos casos ha generado un aumento de la degradacion (Garcia-
Orenes et al., 2012). Por ejemplo, en la Patagonia extra-andina muchas areas presentan
un grado de degradacién entre moderado y severo debido principalmente a la cria de
ganado y a la agricultura tradicional (Villagra et al., 2009), que, ademas, pueden
interaccionar negativamente con un clima en muchos casos riguroso.

Como alternativa a las producciones tradicionales se ha propuesto la
domesticacion de especies nativas de ambientes aridos con potencial para la produccién
de materiales de utilidad para la industria, medicina u otros usos (por ejemplo,
McLaughlin, 1985; Ravetta y Soriano, 1998; Vilela et al., 2009). Se han definido asi
una serie de criterios para la eleccidn de especies candidato para ser domesticadas como
nuevo cultivo: 1) bajos requerimientos de agua, 2) tolerancia a las condiciones
ambientales extremas, 3) produccion de algun compuesto de alto valor, 4) imposibilidad
para ser cultivadas en zonas mésicas (McLaughlin, 1985). Ravetta y Soriano (1998)
propusieron, ademas, que la implantacion de un cultivo en zonas como la Patagonia
estaria favorecida si el rendimiento del producto fuera promovido por las condiciones
ambientales limitantes caracteristicas de estas zonas (estrés hidrico, temperaturas



extremas, etc.). Mas recientemente, se han identificado algunos caracteres eco-
fisiologicos prometedores para el desarrollo de nuevos cultivos para zonas aridas,
aunque aun no se ha llegado a un consenso sobre el ideotipo de planta adecuado para
estos sistemas productivos (Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a; Van Tassel et al., 2017).

En este contexto, los cultivos perennes emergen como una posible alternativa
para aumentar la intensidad de cultivo en medios aridos previniendo la degradacion
ambiental (Glover, 2003; Ploschuk et al., 2005; Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2012;
Pimentel et al., 2012). Los cultivos perennes han sido asociados a un conjunto de
atributos (por ejemplo, elevada asignacion a raices, elevada longevidad y conservacion
eficiente del agua y los nutrientes; Absjorsnen et al., 2014) con potenciales beneficios
ecoldgicos (e.g. ganancia de materia organica en el suelo, reduccion de pérdida de
nitrégeno y uso de fertilizantes) en contraposicién al uso de cultivos anuales (Gomiero
et al., 2011). Ademas, se presentarian como una alternativa para mitigar los efectos del
cambio climatico, ya que presentarian una mayor capacidad de ajuste a condiciones
ambientales cambiantes y aumentarian el secuestro de carbono en el suelo (Pimentel et
al., 2012; Asbjornsen et al., 2014).

Sin embargo, se ha indicado que los atributos asociados a la perennidad
determinan bajos rendimientos debido al compromiso existente entre la asignacion de
recursos a reproduccion y los asignados a supervivencia (Glover, 2003; DeHaan y Van
Tassel, 2014; Gonzalez-Paleo et al., 2016a). Esto se basa principalmente en la teoria de
la historia de vida (Stearns, 1989; Roff,1992; Jackson y Jackson, 1999; Cox et al., 2002;
DeHaan et al., 2005; Denison, 2012). Se asume la existencia de una relacion negativa
entre la produccion anual de semillas (inversion en reproduccion) y la inversion en
tejidos vegetativos para la persistencia (inversion en perennidad; Van Dijk, 2009). Una
mayor asignacion a raices, por ejemplo, significaria una menor disponibilidad de
recursos para semillas (Cox et al., 2006). En este sentido, la seleccion de plantas
perennes para produccion de grano no ha sido hasta el momento especialmente exitosa
(con rendimientos entre 10 y 70 % de sus parientes anuales; Scheinost et al., 2001;
Sacks et al., 2003; Sacks et al., 2006). Sin embargo, algunos progresos se estan
produciendo en el rendimiento de algunas especies, incluyendo arroz (Oryza sativa L.;
Sacks et al., 2003; Sacks et al., 2006), girasol (Helianthus annuus L.; Kantar et al.,
2014), centeno (Secale cereale (L.) M. Bieb.; Jaikumar et al., 2012) y agropiro
(Thinopyrum intermedium (Host) Barkworth and D. R. Dewey; Cox et al., 2010).

A pesar de las dudas existentes sobre las limitaciones de su rendimiento (Smaje,
2015), el menor costo en insumos Yy la mayor resistencia al estrés de las plantas
perennes (Bell et al., 2008) podrian hacerlas ideales para areas marginales. No obstante,
muchas de las mejoras que se producen en el rendimiento se logran sacrificando
caracteres adaptativos (Denison, 2012). Por ejemplo, se ha observado que, al
seleccionar plantas perennes por alto rendimiento de granos, se produce un cambio de
estrategia de conservativa a adquisitiva en la biomasa aérea de la planta (Garcia-
Palacios et al., 2013; Vilela y Gonzalez-Paleo, 2015; Vico et al., 2016). Este cambio de
estrategia supone un aumento de los requerimientos y de la particion a 6rganos aéreos y
podria limitar la capacidad de la raiz para adquirir el agua y nutrientes necesarios a lo
largo de la ontogenia (Cox et al., 1985; Foulkes et al., 2009). En este sentido, la
seleccion por rendimiento de granos podria ser causa de la pérdida de atributos de alto
valor ecoldgico y/o de acortar la vida de la planta y reducir la estabilidad interanual del
rendimiento (Pimm, 1997; Van Tassel et al., 2010; Gonzalez-Paleo et al., 2016a).

Para satisfacer las necesidades futuras de produccién de bienes y sostenibilidad
ambiental, debemos definir nuevos criterios de seleccion que nos permitan generar
cultivos perennes multifuncionales que atnen un rendimiento rentable con la aptitud



ecoldgica para impedir la degradacién de los sistemas productivos. Por lo tanto, resulta
conveniente desarrollar un programa de domesticacion de especies perennes en el cual
los criterios de seleccion busquen incrementar el rendimiento conservando los
caracteres silvestres de relevancia para la provision de servicios ecosistémicos diversos
(Ryan et al., 2018).

Entre las especies perennes candidatas a la domesticacion y puesta en cultivo,
existen varias del género Physaria [(Nutt.) A. Gray] (syn. Lesquerella, Brassicaceae),
elegidas por su composicion en acidos grasos hidroxi- en la semilla (Thompson y
Dierig, 1994). Ademas, este género ha sido considerado un buen modelo para trabajos
comparativos entre lineas silvestres y seleccionadas (Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a;
2011b; 2012; 2015; 2016), ya que, a diferencia de la mayoria de los cultivos de grano
tradicionales, existen lineas en diferentes estadios del proceso de seleccion y se cuenta
con las perennes silvestres originales para comparar. Algunos de estos trabajos se han
centrado en el efecto de la seleccidn sobre los atributos relacionados con la perennidad
de la planta (Ploschuk et al., 2005; Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2012). En general, estos
trabajos se han centrado en el estudio de la economia del C comparando accesiones
seleccionadas y no seleccionadas a nivel de hoja y biomasa aérea y son pocos los
estudios realizados sobre caracteres radicales o economia del N.

1.2.- Efecto de la seleccion por rendimiento en la estrategia de uso de recursos en
Physaria.

Se han estudiado varias especies de Physaria con diferente historia de vida, entre
ellas las perennes P. mendocina [(Phil) Kurtz] y P. pinetorum (Wooton y Standley), y
las anuales P. gracilis [(Hook.) Watson] y P. angustifolia (Nutt.). Se ha observado que
estas especies se distribuyen en un gradiente de estrategias segun los atributos asociados
a la economia del C. En este continuo, un extremo estaria ocupado por plantas con
perfiles conservativos que permitirian una menor pérdida de recursos, pero también
menor captura, mientras que el otro extremo estaria ocupado por plantas con un perfil
adquisitivo que permitiria una mayor captura de nutrientes, pero también una mayor
pérdida. El extremo conservativo esta ocupado por P. mendocina (con menor area foliar
especifica (SLA por sus siglas en inglés specific leaf area), hojas méas longevas y mayor
asignacion a raices) y el adquisitivo por P. gracilis (mayor SLA, hojas menos longevas
y asignacion preferencial a estructuras reproductivas), mientras que P. pinetorumy P.
angustifolia ocupan lugares intermedios, siendo P. pinetorum ligeramente mas
adquisitiva que P. angustifolia (Gonzélez-Paleo y Ravetta, 2012).

El conjunto de caracteres encontrado en lineas seleccionadas por alto
rendimiento de granos se acerca al de especies adquisitivas y de rapido crecimiento, lo
que podria indicar que la seleccion disminuiria la tolerancia a la baja disponibilidad de
recursos (Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a). Entre los cambios provocados por la
seleccidn por rendimiento de granos en Physaria, se encuentra la disminucion de
reservas carbonadas en la raiz y un cambio en la jerarquia de asignacion de carbono,
priorizando destinos reproductivos (Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a; Vilelay
Gonzalez-Paleo, 2015; Gonzéalez-Paleo et al., 2016a). También se ha observado un
aumento de SLA y de asimilacion de carbono en hojas de plantas seleccionadas
(Gonzélez-Paleo y Ravetta, 2011a). Estos cambios en la estructura foliar y en la
particion de C podrian implicar variaciones en la estrategia de uso del N, ya que podrian
modificar los patrones de asignacion (por ejemplo, mas N asignado a tejido
fotosintético) y la longevidad de los tejidos (sefialada como uno de los principales
mecanismos de conservacion de N; Pornon et al., 2011).



Hasta el momento, se ha utilizado el sistema de especies anuales y perennes de
Physaria para evaluar la estrategia de adquisicién y uso del C (Gonzalez-Paleo y
Ravetta, 2011b, 2012; Vilela y Gonzalez-Paleo, 2015). Sin embargo, el N es el principal
nutriente limitante en zonas aridas (Schlesinger et al., 1996) y los mecanismos y
atributos implicados en su adquisicion, uso y conservacion son criticos para el
crecimiento, competencia y supervivencia de la planta (Eckstein et al., 1999). Es
necesaria una mejor comprension de la particion de N en especies perennes, de los
mecanismos de conservacion y de sus patrones de cambio con la seleccién, ya que es
probable que exista un balance 6ptimo entre conservacién y productividad en un punto
intermedio entre la estrategia observada en sistemas naturales y la observada en
sistemas agricolas convencionales (Dawson et al., 2008).

1.3.-Estrategia de uso de nitrégeno.

El patrén de asignacién de N y el conjunto de atributos implicado en su
adquisicién, conservacion y uso determinan la capacidad de la planta para sobrevivir y
reproducirse (Eckstein et al., 1999). Variaciones en estos atributos deberian poder ser
detectados mediante la caracterizacion de la estrategia de uso de N y su relacion con el
rendimiento y la longevidad. Se han propuesto diversos indices para caracterizar los
flujos de N planta-ambiente, cuantificar la adaptacion/aclimatacion a cambios en la
disponibilidad de N, comparar la estrategia de uso de N de plantas con diferentes
historias de vida, y para determinar las relaciones funcionales que existen entre diversos
caracteres y el uso de N (Silla y Escudero, 2004; lversen et al., 2010; Hirose, 2011; L
et al., 2014). En general, estos indices estan formados por componentes que hacen
referencia a los distintos niveles de procesamiento de nitrogeno: adquisicion,
asimilacion, conservacion y utilizacion (McAllister et al., 2012). Cada indice posee sus
ventajas y desventajas y resulta necesario definir bien los objetivos de un estudio con el
fin de seleccionar el indice que mejor se ajuste (Xu et al., 2012). En agroecosistemas
convencionales, generalmente, se evalla la eficiencia en el uso del N teniendo en cuenta
la eficiencia con la que el cultivo utiliza el N disponible en el suelo para producir
biomasa o grano (Moll, 1982; Good et al., 2004). Esto se debe a que en estos sistemas
no resulta de interés la conservacion interna de este recurso ya que no es limitante. En
ambientes aridos, sin embargo, el N disponible es escaso y la estrategia de uso que
mejor se ajusta es un reciclado y conservacion eficiente.

En este contexto, la eficiencia de uso de N (NUE, por sus siglas en inglés
nitrogen use efficiency) puede ser definida como el producto de la productividad de N
(An) y el tiempo medio de residencia (MRT por sus siglas en inglés mean residence
time; Berendse y Aerts, 1987). An es una medida de cuén eficientemente se utiliza el N
para producir biomasa (i.e., biomasa producida por unidad de tiempo y de N adquirida).
MRT es una medida de cuén eficientemente se conserva el N y se define como el
periodo medio durante el cual el nitrégeno puede ser utilizado para la fijacion de
carbono. Otro componente importante incluido en otros indices propuestos es la
adquisicion de N (Bridgham et al., 1995; Pastor y Bridgham, 1999) y la reabsorcién
desde tejidos senescentes (Killingbeck, 1996).

Por un lado, las perennes silvestres adaptadas a crecer en ambientes con baja
disponibilidad de N minimizan las pérdidas a través de tejidos senescentes, aumentando
la NUE mediante mayor tiempo medio de residencia del N en la planta (MRT; Berendse
y Aerts, 1987; Aerts y van der Peijl, 1993; Yuan et al., 2006). Las hojas mas longevas,
menos productivas y con mayor inversion a tejidos de proteccion o defensa de las
especies perennes, se han asociado a un mayor tiempo de retencion de los nutrientes
(Escudero et al., 1992; Aerts, 1995; Wright et al., 2002). Por otro lado, las plantas



domesticadas se comportan como especies de crecimiento rapido, cercanas al extremo
adquisitivo (Garcia-Palacios et al., 2013; Milla et al., 2015). Estas plantas presentarian
una elevada productividad de N (An) y un conjunto de caracteres como elevada SLA,
baja longevidad foliar y baja asignacion de recursos a estructuras de persistencia (Reich
et al., 1997) que determinarian una baja eficiencia en la conservacion de N.

Si bien se observa que un incremento en la productividad de N ha contribuido a
aumentar el rendimiento en ambientes no limitantes (Hirel et al., 2007), en ambientes
con baja disponibilidad de N, una mayor eficiencia en la adquisicion y, particularmente,
una adquisicién sostenida tras la antesis a menudo mejora la NUE y el rendimiento
(Hirel et al., 2007; Fageria, 2009; Bingham et al., 2012; White et al., 2013).

Teniendo en cuenta estas relaciones, la seleccion por alto rendimiento generaria
indirectamente una mayor adquisicion a expensas de la pérdida de atributos de la raiz
determinantes de la perennidad (por ejemplo, un mayor desarrollo de la raiz principal
que permitiera un mayor almacenamiento de reservas; DeHaan y Van Tassel, 2014). Por
otro lado, el aumento de rendimiento observado en lineas seleccionadas esta sustentado
por cambios ocurridos en la estructura y funcionamiento foliar (por ejemplo, aumento
del SLA y la asimilacién; Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a). Aumentos en el area foliar
y en la fuerza de los destinos reproductivos (por ejemplo, cambios en el indice de
cosecha) podrian, a su vez, alterar los patrones de reabsorcion de N y de la longevidad y
senescencia foliar (Pornon et al., 2011).

De esta manera, los efectos de la seleccion sobre la estrategia de uso de N y su
relacion con el rendimiento y la longevidad de la planta, deben ser caracterizados a tres
niveles: (1) uso y conservacion a nivel de planta, (2) adquisicion a nivel de sistema
radical y (3) uso y conservacion a nivel foliar.

Algunas de las preguntas que ain quedan por responder sobre el efecto de la
seleccion en la estrategia de uso de N en plantas perennes a estos niveles son: (1) ¢Es
posible mantener los patrones de uso y conservacion de N de las plantas perennes al
domesticarlas para cultivo? ¢ La estrategia conservativa en el uso del N tipica de
perennes silvestres esta relacionada con la estabilidad del rendimiento de granos?

(2) ¢Qué cambios produce la seleccion en la estructura del sistema radical? ¢Estan estos
cambios relacionados con variaciones en la tasa de adquisicion o la cantidad de
reservas? (3) ¢Difieren las hojas entre accesiones? ¢ Las diferencias en las hojas, si
existen, afectan la capacidad de conservacion de N?

Para contestar estas preguntas se cuenta con un sistema experimental con
accesiones seleccionadas mediante dos criterios: seleccion por alto rendimiento de
granos durante el primer afio (accesiones R) y por estabilidad interanual de rendimiento
(accesiones E), ademas de las accesiones silvestres (S). El término accesion es descrito
como la progenie de plantas seleccionadas por un criterio especifico. En este caso, el
uso de estos criterios de seleccion es responsable de las diferencias en la distribucién
temporal del rendimiento de granos observado en las tres accesiones (Fig. 1.1). Las
accesiones de alto rendimiento (R) concentran su rendimiento durante el primer afio de
vida y, debido al cambio producido en su estrategia de uso de recursos, su rendimiento
es mas vulnerable a la variabilidad ambiental (Gonzélez-Paleo y Ravetta, 2011a). Las
accesiones de rendimiento estable (E) presentan un rendimiento total igual al de las R,
pero la distribucion interanual de este rendimiento no esta concentrada en el primer afio,
sino que seria estable durante la vida de la planta. Por Gltimo, las accesiones S presentan
un bajo rendimiento que se compensa con una longevidad mayor de 4 afios. Esta
accesion, ademas, presentaria una baja dependencia de suministros externos y su
rendimiento seria menor pero menos vulnerable a cambios ambientales gracias a su
estrategia conservativa (Gonzalez-Paleo, 2010).
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Figura 1.1: Distribucion temporal del rendimiento de granos total de las accesiones
seleccionadas por alto rendimiento (R), las accesiones silvestres (S), y las accesiones estables
(E), durante los tres afios de vida de la planta (1, 2, y 3). Diferentes letras muestran diferencias
significativas (P<0,05) entre afios para una misma accesién. Extraida de Gonzalez-Paleo (2010).

1.4.- OBJETIVOS

El objetivo general es determinar en especies perennes de Physaria
(Brassicaceae) los cambios producidos por la seleccion en atributos estructurales y
funcionales de la hoja y la raiz asociados a la estrategia de uso de N.

1.4.1- Objetivos especificos por capitulo
Capitulo II:
Obijetivo 1: Evaluar el efecto del esquema de seleccion (alto rendimiento o estabilidad
del rendimiento) sobre el patron de particion de N (asignacion relativa de N a semilla,
estructuras reproductivas, tallo, hojas y raices y concentraciones de N en estos 6rganos).
Obijetivo 2: Evaluar el efecto del esquema de seleccion sobre el patrén de uso y
conservacion de N (NUE, MRT y Ana nivel foliar y de planta y otros atributos
asociados como la cantidad de N perdido anualmente o la tasa de adquisicion).
Objetivo 3: Evaluar la existencia de compromisos entre la productividad como
rendimiento de semilla y la capacidad de conservacion de N y sus caracteres asociados.
Capitulo I1I:
Obijetivo 1: Evaluar el efecto de dos esquemas de seleccion sobre los caracteres
radicales relacionados con la adquisicion de N y la capacidad de almacenamiento.
Obijetivo 2: Determinar los caracteres estructurales responsables de los cambios en la
capacidad de adquisicion y el almacenamiento de reservas durante la seleccion.
Capitulo IV:
Objetivo 1: Evaluar el efecto del esquema de seleccion sobre los caracteres foliares
relacionados con el uso de N y su conservacion.
Objetivo 2: Evaluar el efecto de los cambios en los caracteres foliares sobre la
conservacion de N a nivel foliar (medido como MRTHgja) Y con el rendimiento.



2.- MATERIALES Y METODOS GENERALES
2.1.- Especies y esquemas de seleccion de accesiones

El género Physaria ha sido propuesto como un potencial nuevo cultivo
oleaginoso para los valles irrigados de la Patagonia (Argentina), debido a que contiene
altos niveles de &cidos grasos hidréxidos similares a los del aceite de castor (acidos
lesquerdlico, auricdlico y densipdlico; Dierig et al., 1993); y porque exhibe caracteres
morfoldgicos, fisioldgicos y fenoldgicos que podrian contribuir a incrementar la
sostenibilidad ecoldgica y econdmica en ambientes marginales (Ravetta y Soriano,
1998; Ploschuk et al., 2001; Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a).

En este experimento usé tres accesiones de dos especies perennes, Physaria
mendocina y P. pinetorum: silvestre (S), alto rendimiento (R) y estable (E). Ambas
especies presentan una roseta basal que se ramifica y lignifica con el paso del tiempo
(Fig. 1.2). Physaria mendocina es una planta erecta de entre 2,5y 20 cm de altura en
estado silvestre, presenta pelos estrellados densos. Mientras que P. pinetorum presenta
una estructura mas rastrera con tallos reproductivos que se erigen sobre la roseta basal.
Las hojas basales de ambas especies son pecioladas, con lamina eliptica, margen entero
o levemente dentado o sinuado-dentado, méas dentadas en P. mendocina que en P.
pinetorum; las hojas caulinares son similares a las basales, aunque mas pequefias que las
basales. Presentan inflorescencias terminales, condensadas, que aparecen generalmente
durante el mes de octubre en el hemisferio sur y se alargan durante la fructificacion mas
prominentemente en P. mendocina formando lo que en esta tesis se ha denominado
estructuras de soporte reproductivo. Pétalos amarillos de 7-10 mm de longitud. Silicula
globosa, pubescente. Semillas subesféricas, mas grandes en P. mendocina que en P.
pinetorum. Physaria mendocina es una especie nativa de la Argentina y se encuentra en
regiones aridas, montafiosas y serranas desde el noroeste hasta la Patagonia, comin en
suelos calcareos (Prina, 1995). Physaria pinetorum se distribuye por zonas aridas de los
estados en Arizona y Nuevo México en Estados Unidos (www.eFloras.org). Physaria
mendocina presenta una mayor longevidad y una estrategia mas conservativa que P.
pinetorum: crecimiento més lento, menor produccion de biomasa y semilla 'y una
elevada inversion en raices y almacenamiento especialmente en el desarrollo de una raiz
pivotante que puede llegar a superar los 50 centimetros en plantas de 3 afios; también
presenta hojas méas longevas y de menor SLA. Physaria pinetorum presenta una
estrategia intermedia entre la conservativa tipica de especies perennes y la adquisitiva
de un perfil anual. Estas diferencias en estrategia y longevidad permitiran, a su vez y
como objetivo secundario de esta tesis, testear si la seleccidn actta diferencialmente en
funcién de la longevidad y tipo de estrategia de la especie seleccionada. Las tres
accesiones utilizadas en esta tesis fueron seleccionadas por diferentes criterios
(Gonzalez-Paleo, 2010):

1.- ACCESIONES SILVESTRES (S): Germoplasma obtenido de parcelas de
mejoramiento que fueron establecidas a partir de semillas recolectadas de poblaciones
silvestres de cada una de las especies (sin seleccidn). Se obtuvieron semillas silvestres
de poblaciones nativas de las dos especies estudiadas: P. pinetorum originaria de
Arizona y P. mendocina originaria de Argentina. Estas semillas fueron cultivadas en el
valle inferior del rio Chubut y su descendencia seleccionada para generar las accesiones
utilizadas en este estudio.

2.- ACCESIONES DE ALTO RENDIMIENTO (R): Germoplasma recolectado
de poblaciones silvestres seleccionado por alto rendimiento de grano durante cuatro
ciclos de cultivo. El criterio de seleccion fue rendimiento en peso seco de semillas por
planta individual aplicado en plantaciones creciendo en un experimento de jardin comin
en el valle del rio Chubut (160 plantas por especie). Las cuatro plantas mas productivas



fueron seleccionadas y sus semillas usadas para producir las nuevas generaciones de la
plantacion.

3.- ACCESIONES DE RENDIMIENTO ESTABLE (E): Obtenidas a partir de
plantas seleccionadas por su bajo coeficiente de variacion en el rendimiento
(CVrendimiento) @ lo largo del tiempo durante 3 afios consecutivos (CVrendimiento< 0,5).
CV'rendimiento €N P. mendocina fue 0,43; mientras que en P. pinetorum fue 0,36; con un
méaximo de 1,25.

o

o

*

Figura 1.2: Iméagenes de las dos especies estudiadas. En la zona superior izquierda,
roseta basal de Physaria mendocina. En la zona superior derecha, P. mendocina en
floracién. En la zona inferior izquierda, Physaria pinetorum en estadio de roseta. En la
zona inferior derecha, P. pinetorum en floracion.

Las accesiones silvestres de ambas especies fueron la fuente de germoplasma
para generar las accesiones seleccionadas (R y E) a través de seleccidn de biomasa de
semilla (Gonzélez-Paleo, 2010). En los dos experimentos realizados en el marco de esta
tesis, las accesiones R de ambas perennes presentaron mayor biomasa y rendimiento
(F=21,51; gl=2, 60; P<0,0001; 32,3 + 2,5 g de peso seco por planta; F=27,09; gl=2, 60;
P<0,0001; 11,5 + 0,9 g peso seco de semilla por planta) que las E (15,1 + 1,6 g de peso
seco por planta, y 4,5 £ 0,6 g de semilla por planta) y las S (19,7 £ 3,4 g peso seco por
planta, y 4,5 + 0,5 de semilla por planta). Las accesiones E y S no difirieron en biomasa
ni rendimiento.

El ciclo de cultivo de las especies evaluadas en este trabajo comienza a fines de
febrero, momento en que se realiza la siembra. Las plantas permanecen en estado
vegetativo (roseta) durante el invierno, y florecen en septiembre-octubre. Las semillas
pueden cosecharse en el estado de madurez fisioldgica, aproximadamente desde
mediados de diciembre a fines de enero. La siembra de primavera no es conveniente



debido a que una menor duracién de la etapa vegetativa ejerce un efecto negativo sobre
el rendimiento (Ploschuk et al., 2003; Gonzélez-Paleo et al., 2016b). Las especies de
Physaria presentan habito reproductivo alégamo (Dierig et al., 1993), y se ha reportado
en algunas especies de este género (ejemplo P. gordoni A. Gray) que la polinizacion es
cruzada (Roetheli et al., 1991). La seleccion para desarrollar una linea comercial con
habito autdgamo ha comenzado a realizarse en la especie comercial P. fendleri (Dierig
et al., 1993). El contenido de aceite de las poblaciones silvestres de las especies
evaluadas en esta tesis es cercano al 20 % (18,9 % para P. mendocina, 20,9 - 21,8 %
para P. pinetorum; Gonzélez-Paleo, 2010).

2.2.- Sitio de estudio y disefio experimental

Llevé a cabo dos experimentos de campo totalmente aleatorizados en 2013/14 y
2015/16 en el valle inferior del rio Chubut, proximo a la localidad de Trelew (Provincia
de Chubut) (43° 18" 14°*, 65° 19 08’’; a una altitud de 11 metros sobre el nivel del
mar). Los experimentos fueron emplazados en un predio propiedad de la Universidad
Nacional de la Patagonia San Juan Bosco (Sede Trelew). Ambos experimentos tuvieron
2 factores: Especies (dos niveles: P. mendocina y P. pinetorum) y esquema de seleccion
0 accesion (tres niveles: silvestre, o sin seleccion -S-; seleccion por alto rendimiento -R-
, ¥ seleccion por estabilidad del rendimiento -E-). La unidad experimental fue la parcela
(seis parcelas por accesion, especie y afio distribuidas en forma totalmente aleatorizada,
para un total de 72 parcelas entre ambos experimentos). Cada parcela ocup6 un area de
un metro cuadrado.

Realicé las siembras a mediados de febrero (de 2013 y 2015, respectivamente)
en bandejas de germinacidn llenas con suelo, turba y arena en igual proporcion y se
mantuvieron en invernadero recibiendo un 80 % de la luz exterior. y un rango de
temperatura de 15 a 25 °C (medias de temperaturas diurna y nocturna). Las plantulas
fueron trasplantadas al campo 45 dias después de la siembra (a principio de abril). La
densidad de la plantacion fue de 16 plantas m, ordenadas en filas separadas entre si por
0,40 m y con un distanciamiento en la fila de 0,17 m. La densidad fue suficientemente
baja como para evitar un efecto negativo por competicion en la biomasa final, en la
probabilidad de floracion y en el rendimiento (Brahim et al., 1998). Apliqué riego por
manto a capacidad de campo cada 20-30 dias desde septiembre hasta abril inclusive en
funcion de las condiciones ambientales y las necesidades de las plantas, ya que el area
presenta un balance hidrico negativo (Cabrera, 1994). Controlé manualmente las
malezas. Apliqué Etilen bis ditiocarbamate-zinc (T.N. zineb, 2 g/L) y 2-
metoxicarbamoil-bencimidazol (T.N. carbendazim, 0,5 cm®/L) mensualmente para
evitar dafio por infecciones fungicas. No se aplicé fertilizacion.

El area de cultivo se caracteriza por un suelo de tipo arcilloso con un bajo grado
de desarrollo y baja fertilidad (2,16 % de materia orgénica, 0,13 % de N total; 11,7 ppm
de P extraible). El clima es semidesértico con condiciones mediterraneas, con inviernos
frios y himedos y veranos secos. En esta rea la precipitacion media anual es de 179
mm y la temperatura media de 13,4 °C para el periodo 1971-2015 (datos provistos por la
estacion meteoroldgica de la Estacion Experimental Trelew del INTA). Las
temperaturas extremas minima y maxima absolutas histéricas para el periodo 1971-
2016 son —14,6 y 42,3 °C, respectivamente.

Para la caracterizacion climatica correspondiente a los afios durante los que se
Ilevaron a cabo los ensayos se recurri6 a los datos provistos por la estacion
meteoroldgica de la Estacion Experimental Trelew del INTA (43° 16' 21", 65° 21'41";
situado a aproximadamente 4 kilometros de distancia). La precipitacion durante la
temporada 2013/14 fue cercana a la media, mientras que en la temporada 2015/16 fue



menor (184,2 vs 107,5 mm). La temperatura media fue similar en ambas temporadas
(13,6 °C vs 13,8 °C), aunque en octubre de 2015 la temperatura fue mas baja que en
octubre de 2013, coincidiendo con la floracion. Las temperaturas extremas minima y
maxima durante los periodos en que los experimentos estuvieron en funcionamiento
fueron de —6,5y —8,6 °C (julio de 2013 y 2015, respectivamente) y 40,2 y 37,6 °C
(enero de 2014 y marzo de 2015, respectivamente). En la temporada 2013-2014, la
precipitacion registrada estuvo dentro de la media normal, mientras que la temporada
2015-2016 fue mas seca que la media historica, principalmente debido a diferencias
ocurridas al final del verano, otofio e invierno, periodos estos dos ultimos en los que el
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riego no esta disponible y las plantas se encuentran en estado vegetativo. Asi, a pesar de

la disponibilidad de riego durante primavera y verano, la temporada 2015-2016 reunié
unas condiciones hidricas menos favorables que la temporada 2013-2014, ya que

durante el crecimiento vegetativo el aporte de recursos hidricos fue mucho menor. Estas

restricciones durante la etapa vegetativa y la escasez de agua en las primeras etapas de
floracion debido a un otofio e invierno secos podrian limitar el crecimiento o afectar al
desempefio ecofisiolégico de las plantas.
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Figure 1.3: Patrdn mensual de precipitacion y temperaturas durante el periodo abarcado por

ambos experimentos. Datos correspondientes a la estacién meteoroldgica del INTA en Trelew.

Las mediciones, analisis quimicos y analisis estadisticos especificos se describen

en cada capitulo. La nomenclatura de las variables se ha mantenido en algunos casos
con sus siglas en inglés de acuerdo con la literatura especifica.
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CAPITULO Il: COMPROMISOS ENTRE PRODUCTIVIDAD Y
CONSERVACION DE NITROGENO EN PLANTAS SILVESTRES Y
DOMESTICADAS DEL CULTIVO PERENNE Physaria
(BRASSICACEAE)

1.- INTRODUCCION

La domesticacion de especies perennes y su desarrollo como cultivo se ha
propuesto como una solucion alternativa para incrementar la intensidad ecoldgica de
cultivo en ambientes con baja disponibilidad de recursos (Van Tassel et al., 2017). Esta
opcion podria reducir los requerimientos y pérdidas de N (Crews y Peoples, 2005;
Asbjornsen et al., 2014; Crews et al., 2016) e incrementar la estabilidad del rendimiento
(Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a), ya que las perennes exhiben un conjunto de
caracteres (por ejemplo: baja tasa de crecimiento relativa —RGR de su nomenclatura en
inglés relative growth rate—, hojas con bajo contenido en N, larga vida foliar, baja area
foliar especifica —SLA—y una efectiva reabsorcion de nutrientes) que contribuirian a
una baja dependencia de fuentes externas de N a través de una mejor conservacion de
este nutriente (Aerts, 1996; Aerts y Chapin, 2000; Wright et al., 2002).

Sin embargo, las mejoras en rendimiento se han alcanzado frecuentemente
sacrificando atributos de gran valor ecoldgico (Van Tassel et al., 2010; Denison, 2012;
Vilela y Gonzélez-Paleo, 2015). Un cambio generalizado de estrategia desde
conservativa a adquisitiva ha sido descrito como efecto indirecto de la seleccion por alto
rendimiento de grano (Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a; Vilela y Gonzélez-Paleo,
2015; Milla et al., 2015), incluyendo aumentos en SLA y asimilacion de carbono (Pujol
et al., 2008; Gonzélez-Paleo y Ravetta, 2011a) y un descenso en la presencia y
desarrollo de reservas carbonadas y estructuras de perpetuacion (e.g. raices, rizomas,
rosetas; Piper y Kulakow, 1995; Vico et al., 2016). Estos cambios podrian limitar la
capacidad de las plantas perennes para adquirir y conservar N y agua en afos
subsecuentes (Cox et al., 1985; Foulkes et al., 2009), reduciendo la longevidad de la
planta y comprometiendo el rendimiento en ambientes con baja disponibilidad
(Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2012).

Se han desarrollado modelos de domesticacion basados en la economia del C en
especies del género Physaria comparando accesiones seleccionadas por alto
rendimiento de grano con sus parientes silvestres (Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a,
2011b, 2012, 2015; Vilela y Gonzélez-Paleo, 2015). Sin embargo, pese a que el N es el
nutriente mas limitante para el crecimiento en ambientes aridos, se le ha prestado poca
atencion a los caracteres relacionados con la eficiencia en su uso y conservacion
(Schlesinger et al., 1996). El patron de particion de N y el conjunto de caracteres
implicados en su adquisicion, conservacién y uso determinan la capacidad de una planta
para sobrevivir y reproducirse (Eckstein et al., 1999). Por lo que la comprension de los
cambios ocurridos en la economia del N debidos a la seleccion por alto rendimiento y
estabilidad del rendimiento es fundamental para definir un ideotipo de cultivo perenne y
elegir nuevos criterios de seleccidn que ayuden a incrementar el rendimiento y su
estabilidad sin una provision artificial masiva de recursos exdgenos (Gonzélez-Paleo y
Ravetta, 2012).

El almacenamiento y redistribucion de N son factores de maxima relevancia en
la determinacion del rendimiento y de su estabilidad (Volenec et al., 1995; Hirel et al.,
2007; Gaju et al., 2011). En plantas perennes, la retraslocacion de N desde érganos
subterraneos y hojas es un mecanismo clave para superar periodos de alta demanda (por
ejemplo, el llenado de semillas), pero podria comprometer el rebrote y rendimiento del
afio siguiente (Crews et al., 2016). Esta relacion de compromiso entre reproduccion y
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almacenamiento de N podria ser una de las causas de los compromisos entre
rendimiento, estabilidad del rendimiento y longevidad. Ademas, cambios en la particion
de N podrian alterar la relacion fuente-destino en la planta, que modula como el N es
adquirido en la planta entera (Pornon y Lamaze, 2007; Wang et al., 2016). En este
sentido, la particion de N regularia la eficiencia de uso de N (NUE; Cuadro 2.1.), tanto a
nivel foliar como a nivel de planta, y sus componentes: el tiempo medio de residencia
(MRT; Cuadro 2.1.) y la productividad de N (An; Berendse y Aerts, 1982). An es una
medida de cuan eficientemente se utiliza el N para producir biomasa (i.e., biomasa
producida por unidad de tiempo y de N adquirida). MRT es una medida de cuan
eficientemente se conserva el N y se define como el periodo medio durante el cual el
nitrégeno puede ser utilizado para la fijacién de carbono.

En este capitulo, utilizando a las especies perennes de Physaria como modelo
comparé el patron de particion, uso y conservacion de N entre accesiones de alto
rendimiento (R), accesiones de rendimiento estable (E) y accesiones silvestres (S), con
el objetivo de responder las siguientes preguntas:

¢Es posible mantener los patrones de uso y conservacion de N de las plantas
perennes al domesticarlas para cultivo? ;La estrategia conservativa en el uso del N
tipica de perennes silvestres, esta relacionada con la estabilidad del rendimiento?

Objetivo 1: Evaluar el efecto de dos criterios de seleccién (alto rendimiento de
grano y estabilidad del rendimiento de grano) comparativamente con plantas no
seleccionadas sobre el patrén de particion de N.

Hipdtesis 1: Los cambios en particion de biomasa (mayor biomasa particionada
a reproduccion y menor a raices en accesiones seleccionadas que en accesiones
silvestres) se corresponderan con cambios analogos en la particion de N.

Prediccion 1: Respecto a las accesiones silvestres (S), las accesiones de alto
rendimiento (R) aumentaran la particion de N a semillas y la disminuiran a 6rganos
vegetativos de almacenamiento (hojas y raices), mientras que las accesiones estables (E)
presentaran un patron de particion de N semejante a S.

Objetivo 2: Evaluar el efecto de los criterios de seleccion sobre el patron de
adquisicidn, uso y conservacion de N.

Hipotesis 2: EI aumento de rendimiento provocado por la seleccion se
correspondera con cambios en la capacidad de adquisicion de N y en los componentes
de la eficiencia de uso de N.

Prediccidn 2: Las accesiones R presentaran mayor tasa de adquisicion,
productividad de nitrégeno (An) y pérdida de N que las S, mientras que el tiempo medio
de residencia (MRT) sera menor. Las accesiones E mantendran las caracteristicas
conservativas (baja tasa de adquisicion, baja Ax y pérdida de nitrégeno y elevado MRT)
de las accesiones S.

Objetivo 3: Evaluar la existencia de compromisos entre la productividad como
rendimiento de semilla y la capacidad de conservacion de N y sus caracteres asociados.

Hipotesis 3: Los cambios en rendimiento de semilla estaran asociados a cambios
en la capacidad de conservacién de N.

Prediccion 3: Los caracteres involucrados en aumentos de la productividad (tasa
de adquisicidn, particion a semillas o An) estaran negativamente relacionados con
aquellos que promueven la conservacién de N (e.g. particion a 6rganos vegetativos y
MRT).
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2.- MATERIALES Y METODOS
En la seccion de materiales y métodos del capitulo | se encuentra toda la informacién
referente a material vegetal, sitio y disefio experimental.

2.1.- Analisis quimico, particion de N y caracteres de uso y conservacién

Se cosechd una planta al azar por parcela, accesion, especie y afio (seis plantas
por tratamiento) en el estadio fenoldgico de madurez, aproximadamente 330 dias
después de la siembra en ambos experimentos. Con el fin de no perder biomasa radical,
extraje seis cilindros de 0,30 m de didmetro utilizando una pala. La distancia desde el
borde del cilindro hasta la base de la planta fue de 0,15 m. La profundidad de los
cilindros de suelo fue de 0,40 m, suficiente para asegurar que en este estadio (primer
afio de cultivo) no se perdio raiz, ya que las raices finas proliferan principalmente en los
estratos superiores mas ricos en nutrientes y las raices primarias alcanzan un maximo de
20-25 cm durante este primer afio. Las plantas fueron desecadas en estufa durante 72
horas a 50 °C. La biomasa fue dividida en raices, tallo, hojas senescentes, hojas verdes,
estructuras reproductivas de soporte (tallos reproductivos y frutos) y semillas y pesada
seca con una precision 0,0001 gramo. Estimé el rendimiento como el producto del
numero de frutos por el nimero de semillas y peso de una sola semilla. Conté el nimero
de frutos de las plantas cosechadas y el nimero de semillas por fruto (20 frutos por
planta). Con ello calculé el nimero promedio de semillas por fruto en cada planta
cosechada. Estimé el peso de una semilla individual como el promedio del peso de 100
semillas, para ello pesé 100 semillas (precision 0,0001 gramos) y dividi el peso entre
100. Estimé la concentracion de N ([N], mgN/g de biomasa seca) en raices ([N]raices),
tallo ([N]tallo), hojas ([N]hoja), estructuras reproductivas de soporte ([N]soporte) y
semillas ([N]semilla) mediante el método de la digestion acida estandar de Kjeldahl
(Scales y Harrison, 1920) en las instalaciones de laboratorios del Museo Paleontologico
Egidio Feruglio (Trelew). Con estos datos estimé la tasa de adquisicién como el
cociente entre el nitrogeno total adquirido por la planta (gramos de N) y el peso de la
raiz (en gramos) y el tiempo transcurrido (en afios). Se separaron los caracteres en dos
grupos (ver Cuadro 2.1. para definiciones y unidades):

i) Caracteres de particion: Usando los datos de biomasa y concentracién calculé:
Ntotal como el contenido total de nitrégeno en la planta, Nrendimiento como el
contenido de nitrégeno en la cosecha de semilla, y la particion proporcional de N a
raices (RNR; del inglés Root N Ratio), tallo (SNR; Stem N Ratio), hojas (LNR; Leaves
N Ratio), estructuras reproductivas de soporte (SupportNR; Support N Ratio) y
semillas (NHI; Nitrogen Harvest Index, o indice de cosecha del N). Los datos de [N]
descritos arriba estan también incluidos en este grupo.

i) Caracteres de uso y conservacion: Tiempo medio de residencia a nivel foliar
y de planta (MRTHoja Y MRTpianta) y Nloss (N perdido por unidad de tiempo) como
caracteres relacionados con la estrategia de conservacion. La tasa de adquisicion de N
(Nadq), la eficiencia de utilizacion (NUtE; Good et al., 2004), productividad de N
(An), y la eficiencia en el uso (NUE; Berendse y Aerts, 1987; Hirose, 2012) fueron
usados como caracteres relacionados con el uso del N. NUE y sus componentes fueron
calculados tanto a nivel foliar (Anroja, MRTHoja Y NUEHoja) como a nivel de planta
(Anplanta, MRTpianta Y NUEPrianta) debido a que se ha propuesto que existe una fuerte
relacion entre ellos (Hirose, 2012), asi, cambios a nivel foliar afectarian al uso y
conservacion a nivel de planta.
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Cuadro 2.1: Definiciones y unidades de los caracteres usados para describir la particion de
nitrégeno y el uso y conservacion a nivel de hoja y de planta entera.
VARIABLE DEFINICION UNIDADES

CARACTERES PARTICION DE NITROGENO

Ntotal Contenido total de nitrégeno mg N planta’

Nrendimiento Nitrégeno contenido en las semillas mg N total semilla*planta’

RNR Ratio del nitrégeno de la raiz. Cociente entre el mgN raiz mgN planta’*
nitrogeno en la raiz y el total.

SNR Ratio del nitrégeno del tallo. Cociente entre el mgN tallo mgN planta?®
nitrégeno en el tallo y el total.

LNR Ratio del nitrégeno de las hojas. Cociente entre el mgN hojas mgN planta

nitrogeno en hojas y el total.

SoporteNR Ratio del nitr6geno de las estructuras reproductivas de  mgN estructuras reproductiva
soporte. Cociente entre el nitrégeno en las estructuras de soporte mgN plantal
reproductivas de soporte y el total.

NHI indice de cosecha del nitrégeno. Cociente entre mgN semilla mgN planta™
Nrendimiento y Ntotal.

CARACTERES DE USO Y CONSERVACION DE NITROGENO

Nloss Nitrégeno total perdido por senescencia foliar y de mgN planta® afio
estructuras reproductivas y en semilla por planta
individual al afio.

NAdq Nitrégeno adquirido por unidad de raiz y tiempo. gN g raiz! afio’

NUtE Eficiencia en la utilizacién de nitrégeno. Cosecha g semilla gN*
producida por gramo de nitrégeno adquirido.

MRTplanta Tiempo medio de residencia. Periodo medio durante el Afio
que el nitrogeno puede ser almacenado en la planta.

AnPlanta Productividad de nitrogeno. Tasa de produccion de g biomasa afio* gN planta™
biomasa por unidad de nitrégeno adquirido.

NUEbpianta Eficiencia en el uso de nitrégeno. Produccién de g biomasa gNperdido™
biomasa por unidad de nitrégeno perdido.

AnHoja Productividad de nitrégeno a nivel foliar. Tasa de g hoja gN hoja! afio™

produccién de biomasa foliar por unidad de nitrégeno
almacenada en las hojas.

MRT Hoja Tiempo medio de residencia foliar. Periodo medio Afio
durante el que el nitrogeno puede ser utilizado para fijar
carbono.
NUEHoja Eficiencia de uso de nitrégeno foliar. g hoja gNperdido por hoja sen*

2.2.- Andlisis estadistico

Realicé ANOVA de tres factores para identificar las fuentes de variacion
significativas en los caracteres de particién y de uso y conservacion de N entre las
accesiones, especies y afios de cultivo, y para analizar sus interacciones (doble
interaccion: afo*especie, accesion*especie, accesién*afio; y triple interaccion:
afio*especie*accesion). Calculé el error estandar de la diferencia (SED; de sus siglas en
inglés Standar Error of the Difference) y la minima diferencia significativa (LSD; Least
Significant Difference) para un P valor de 0,05 con el fin de comparar entre accesiones.
No realicé esta comparacion entre especies 0 afios ya que no era el objetivo de este
trabajo, pese a que inclui los resultados del ANOVA con el fin de incluir toda la
variabilidad existente en el sistema y probar que el término residual del ANOVA esta
basado en los grados de libertad correctos. La expresion simbolica del modelo de
efectos fijos planteado es la siguiente:

Yiik= U+ ti+ Si+ e+ ()it ()it (By)ik+(1By)ik+ Uijk, i=1,2,3; j=1,2; k=1,2
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Donde: yij: Representa la desviacion de la variable objetivo para la accesion i de
la especie j del afio k. u: Efecto constante, comdn a todos los niveles de los factores,
denominado media global. zi: Efecto medio producido por la accesion i. j: Efecto
medio producido por la especie j. y«: Efecto producido por el afio k. (z6)ij: Efecto medio
producido por la interaccion entre la accesion i y especie j. (zy)i: Efecto producido por
la interaccion entre la accesion i y afio k. (8y)jk: Efecto producido por la interaccion
entre la especie j y el afio k. (zfy)ij: Efecto producido por la interaccion entre la
accesion i, la especie j y el afio k. uij: error experimental con distribucién NID(0,c).
Estos efectos son pardmetros que estimar, con las condiciones Yizi= Y fj= Yk 5= Y.
@WB)i= 2i (PB)ii=, ... = Xk (By)i=0.

Para evaluar el compromiso entre productividad y capacidad de conservacion
de N, analicé la correlacién entre caracteres relacionados con la productividad
(rendimiento, adquisicion de N, NHI, Nloss, NUtE, Anroja Y Anpianta; Berendse y Aerts,
1982; Good et al., 2004, Dawson et al., 2008) y caracteres relacionados con
conservacion (RNR, LNR, MRT noja, MR Tpianta; Volenec et al., 1995; Hirose, 2012,
Crews et al., 2016). Estimé correlaciones de Pearson entre las variables que cumplian
los supuestos de normalidad, mientras que estimé correlaciones de Spearman entre
variables que no cumplieron el supuesto de normalidad y fue necesario aplicar una
transformacion por rango (MRTpiant). Para comprobar el supuesto de normalidad y
homocedasticidad realicé el test de Shapiro-Wilk y el test de Levene. Apliqué
transformacion con logaritmo decimal cuando fue necesario (para Ntotal, Ncosecha,
RNR, LNR, rendimiento, biomasa, Nadq, NI10oss, Anpianta, NUEpianta, ANHoja, MRTHoja Y
NUEHoja) 0 transformacion por rangos en el caso de MR Tpianta con el fin de cumplir los
supuestos. El uso de la transformacion por rangos en ANOVA paramétrico fue
propuesto por Conover e Iman (1981) y proporciona resultados fiables para los efectos
principales; sin embargo, su uso no es aconsejable en las interacciones ya que aumenta
el error de tipo | (significancia estadistica cuando no la hay; Salter y Fawcett, 1993;
Higgins y Tashtoush, 1994; Wobbrock et al., 2011). Con el fin de evitar este problema
realicé una transformacion por rangos alineados (ART: Aligned Rank Transform;
Wobbrock et al., 2011) para MRTpianta usando el software ARTool para asegurar que los
resultados de las interacciones en el ANOVA paramétrico fueran fiables. EI programa
que usé para realizar los ANOVA vy estimar las correlaciones fue el InfoStat version
2009.

3.- RESULTADOS
3.1.- Efecto de la seleccidn en la particién, uso y conservacion de N

Las interacciones dobles (especies *accesion, afio*accesion) y triple
(especie*afio*accesidn) fueron no significativas para todas las variables consideradas,
por lo que las diferencias entre accesiones fueron consistentes en ambos afios y especies
(Cuadro 2.2). Las accesiones R presentaron mayor N total y N rendimiento que Sy E
(Cuadro 2.3). La particion proporcional de N a semillas (NHI) fue mayor en R que en
las otras accesiones, debido principalmente a una mayor produccion de semillas (datos
mostrados en Materiales y Métodos), ya que no hubo diferencias en la concentracion de
N en semillas (Cuadro 2.2). La particion a estructuras reproductivas de soporte fue
mayor en la accesion S (SupportNR y [N] support; Cuadro 2.3). Las accesiones R
mostraron menor particion a 6rganos vegetativos (RNR y LNR) y menor concentracion
en raices y hojas ([N] raiz y [N] hoja) que las accesiones Sy E (Cuadro 2.3). Las
accesiones R tuvieron una mayor tasa de adquisicion de N (Nadq) y fueron mas
eficientes en la utilizacion de N para produccion de semilla (NULE), pero también
presentaron mayor pérdida de N (Nloss) y menor tiempo medio de residencia a nivel de
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planta (MR Tpianta), resultando en una menor eficiencia de uso de N (NUEpjanta) que las
accesiones Sy E. No encontré diferencias en productividad de N (Anpianta) €ntre
accesiones. Las accesiones estables (E), en las que la demanda de N por parte de los
destinos reproductivos no aument6 en la misma proporcion que lo hizo en las R,
mantuvieron un patron similar de particion y de uso y conservacion que las S. Sin
embargo, a nivel foliar, las accesiones R y E mostraron menor tiempo medio de
residencia (MRTHoja) Y eficiencia de uso (NUEHojz) que las S, mientras que no encontré
diferencias significativas entre accesiones en la productividad de N (AnHoja; Cuadro
2.2).

Cuadro 2.2: Fuentes de variabilidad en los caracteres de particion y de uso y conservacién de
nitrégeno. Se muestran valores F y significancia (* P< 0,05; ** P< 0,01; *** P< 0,001; ns= no
significativo) de los efectos principales y las interacciones del afio de experimento (afio), especie (sp) y
esquema de seleccion (acces) del analisis ANOVA. GL= grados de libertad. CMenor= cuadrado medio
del error. Caracteres de particion: Ntotal= N total en planta. Nrendimiento= N en semilla. NHI=
indice de cosecha de N. RNR= Ratio N raiz. SNR= Ratio N tallo. LNR= Ratio N hoja. SupportNR=
Ratio N estructuras reproductivas. Caracteres de uso y conservacién: NAdg= Tasa de adquisicion.
NUtE= Eficiencia en la utilizacion. Nloss= tasa de pérdida de N. Anpianta= Productividad de N.
MRTpiana= Tiempo medio de residencia. NUEpnw= Eficiencia en el uso de N. Annoja= Productividad N
foliar. MRTwo= Tiempo medio de residencia foliar. NUEw= Eficiencia uso foliar.

ANO SP ACCES ARNO*SP ANO*ACCES SP*ACCES ANO*SP*ACCES CMeror
GL 1 1 2 1 2 2 2 60

CARACTERES DE PARTICION

N total (mg pl™) 36,91*** 0,84ns 22,49%** 3,09ns 0,95ns 1,03ns 0,87ns 0,04
N rendimiento (mg) 3,39ns 13,89***  26,49%** 0,57ns 0,14ns 0,66ns 0,75ns 0,06
NHI (g g?) 34,67*** 42,42%** 15 76***  19,31*** 0,24ns 0,48ns 0,24ns 0,01
RNR (g g?) 9,52** 5,47* 34,10%** 0,53ns 2,93ns 3,14ns 1,05ns 0,04
SNR (g g?) 12,41%** 13,29***  20,28*** 0,14ns 0,17ns 0,28ns 1,39ns 0,01
LNR (g g™ 14,46*** 19,35***  11,82***  30,04*** 1,51ns 2,03ns 0,54ns 0,04
SupportNR (g g%) 8,43** 18,53*** 5,62** 0,56ns 2,40ns 0,56ns 1,54ns 0,01
[N] semilla (mg g™) 47,01%** 25,06*** 1,23ns 2,05ns 0,24ns 0,20ns 3,40ns 0,002
[N] raiz (mg g}) 4,14* 13,95%** 3,69* 0,40ns 0,69ns 1,40ns 0,10ns 0,01
[N] tallo (mg g% 5,00* 38,04*** 3,15ns 2,72ns 0,49ns 0,32ns 0,84ns 23,64
[N] hoja (mg g 4,17 7,63%* 2,63ns  22,49%** 0,49ns 0,25ns 0,82ns 20,31
[N] support (mg g% 52,18*** 23,17%** 3,89* 18,71%** 1,39ns 0,18ns 0,29ns 10,72

CARACTERES DE USO Y CONSERVACION

Nadq (g g afio?) 0,22ns 50,88***  20,53*** 0,70ns 0,17ns 0,06ns 1,38ns 0,02
NUtE (g ™) 73,21%** 16,94***  1563***  12,14*** 0,05ns 0,50ns 1,07ns 11,82
Nloss (mg afio™) 16,76*** 3,43ns 28,33*** 0,21ns 0,96ns 1,08ns 1,18ns 0,04
Anplana (9 7 afi0™?) 86,53*** 1,33ns 2,64ns 14,24*** 3,38ns 0,94ns 1,93ns 0,003
MRTpianta (afi0) 28,42%** 1,73ns 18,39***  33,02%** 1,23ns 2,07ns 0,53ns 185,46
NUEpana (9 9™) 12,46%** 8,42%* 4,56* 0,02ns 0,28ns 0,91ns 0,13ns 0,006
Annoia (0 g7 afio™) 4,34 10,26** 1,33ns 52,96%** 1,81ns 2,45ns 0,30ns 0,01
MRToja (afio) 6,72* 1,96ns 6,78** 15,27*** 0,91ns 1,09ns 1,84ns 0,14

NUEga (9 97) 5,38* 7,185  7.39% 4,55* 0,74ns 1,65ns 2,22ns 0,10
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Cuadro 2.3: Comparacién de medias entre accesiones (esquema de seleccion, N= 24) para los
caracteres de particion y de uso y conservacion. Se muestra error estandar de la diferencia (SED;
Standard Error of the Difference) y minima diferencia significativa (LSD; Least Significant
Difference). Se muestran las medias sin transformar y entre paréntesis valores transformados.
Caracteres de particion: Ntotal= N total en planta. Nrendimiento= N en semilla. NHI= Indice de
cosecha de N. RNR= Ratio N raiz. LNR= Ratio N hoja. SupportNR= Ratio N estructuras
repoductivas. Caracteres de uso y conservacion: NAdg= Tasa de adquisicion. NUtE= Eficiencia
en la utilizacion. Nloss= tasa de perdida de N. MRTpiania= Tiempo medio de residencia. NUEpanta=
Eficiencia en el uso de N. MRT o= Tiempo medio de residencia foliar. NUEw.= Eficiencia uso
foliar.

ACCESION/ESQUEMA DE SELECCION
RENDIMIENTO ESTABILIDAD SILVESTRE

VARIABLES (R) (E) (S) SED L.SDo.05, 60
CARACTERES DE PARTICION
N total (mg) 652,34 (2,77) 304,32 (2,42) 396,32 (2,52) 0,05 0,12
N rendimiento (mg) 393,71 (2,56) 158,76 (2,09) 160,65 (2,13) 0,07 0,14
NHI (g gh) 0,63 0,52 0,45 0,03 0,06
RNR (g g™) 0,016 (-1,83) 0,044 (-1,39) 0,032 (-1,52) 0,03 0,06
SNR (g g?h) 0,006 0,020 0,016 0,01 0,02
LNR (g g™) 0,11 (-1,04) 0,19 (-0,81) 0,19 (-0,80) 0,06 0,12
SupportNR (g g 0,24 0,22 0,31 0,03 0,06
[N] semilla (mg g™) 34,10 (1,53) 34,04 (1,53) 35,41 (1,55) 0,01 0,02
[N] raiz (mg g™) 15,94 (1,19) 18,87 (1,26) 18,05 (1,25) 0,03 0,06
[N] tallo (mg g%) 17,36 20,77 19,81 1,41 2,82
[N] hoja (mg g) 21,91 24,38 24,60 1,30 2,60
[N] support (mg g™) 10,12 10,40 12,52 0,95 1,89
CARACTERES DE USO Y CONSERVACION
Nadq (g g™ afio?) 1,32 (0,08) 0,78 (-0,16) 0,73 (-0,17) 0,04 0,08
NUE (g gh) 18,58 15,28 13,06 0,99 1,99
Nloss (mg planta™ afio) 582,80 (-0,22) 259,25 (-0,66) 338,92 (-0,54) 0,06 0,12
Anplanta (9 g™ afio™) 58,60 (1,77) 56,02 (1,75) 59,90 (1,78) 0,02 0,04
MRTpianta (afio) 22,75 (0,97) 42,83 (1,17) 43,92 (1,13) 3,93 7,86
NUEpiana (9 97) 56,55 (1,75) 62,22 (1,78) 66,08 (1,83) 0,02 0,05
Annoja (g gt afo?) 81,85 (1,91) 74,51 (1,87) 1,87 (74,46) 0,03 0,06
MRTHoja (afio) 5,07 (0,54) 6,17 (0,66) 16,39 (0,97) 0,11 0,22
NUEhoi (9 97 402,32 (2,46) 384,45 (2,51) 977,14 (2,79) 0,09 0,18

3.2.- Compromisos entre rendimiento y conservacion de N

Considerando todas las accesiones juntas, encontré una relacion negativa entre
los caracteres de productividad y los de conservacion de N. Por ejemplo, esta relacion
negativa entre el rendimiento y el tiempo medio de residencia (Cuadro 2.4) puede verse
en la Fig. 2.1, donde las accesiones R se situaron preponderantemente en la zona
superior izquierda de la figura indicando un alto rendimiento y bajo MRTpjanta, Mmientras
que las E y S mostraron una distribucion heterogenea en la figura, evidenciando una
mayor variabilidad en ambos caracteres, pero preponderantemente fuera del cuadrante
superior izquierdo. Este patron fue similar para todos los compromisos investigados
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(Fig. 2.2 y 2.3). Especificamente, para el rendimiento encontré compromisos con el N
almacenado en la raiz (Cuadro 2.4 y Fig. 2.2 A) y hojas (Cuadro 2.4 y Fig. 2.2 B) y con
MRTHoja (Cuadro 2.4 y Fig. 2.2 C). Por otra parte, encontré compromisos entre la
capacidad de conservacion a nivel de planta (MRTpianta) Y la particion a semillas (NHI;
Cuadro 2.4 y Fig. 2.3 A), el N perdido (N loss; Cuadro 2.4 y Fig. 2.3 B), la tasa de
adquisicion (Nadq; Cuadro 2.4 y Fig. 2.3 C), la eficiencia de utilizacién (NUtE; Cuadro
2.4y Fig. 2.3 D) y la productividad de N a nivel foliar y de planta (Antoja Y Anplanta;
Cuadro 2.4y Fig. 23EVyF).

Segun estos analisis, los caracteres relacionados con la productividad estan
consistentemente relacionados en forma negativa con aquellos que promueven la
conservacion de nitrégeno en drganos vegetativos. Concretamente, el N particionado a
raices (RNR) estd negativamente relacionado con la particion a semillas (NHI), la
pérdida de N (Nloss), la tasa de adquisicion (Nadqg) y NUtE (Cuadro 2.4). Por su parte,
el N particionado a hojas (LNR) estd negativamente relacionado con el N particionado a
semillas (NHI), la pérdida de N (Nloss) y el An (foliar —Annoja - Y de planta -Anpianta;
Cuadro 2.4). Finalmente, la capacidad de conservacion de N a nivel foliar (MRT Hoja)
estuvo relacionada negativamente con NHI, Nadg, NUtE, AnHoja Y Anpianta (Cuadro 2.4).

Cuadro 2.4: Andlisis de correlacion de Pearson y Spearman entre caracteres asociados con la
productividad y caracteres asociados con la conservacion de nitrégeno para las tres accesiones de
ambas especies y afios (N= 72). Se muestran los coeficientes Pearson o Spearman y la significancia
(* P<0,05; ** P< 0,01; *** P< 0,001; ns: no significativo). Caracteres relacionados con
productividad: NHI= indice de cosecha de N. Nloss= tasa de perdida. NAdg= Tasa de
adquisicion. NUtE= Eficiencia en la utilizacion. Annoja= Productividad N foliar. Anpianta=
Productividad de N. Caracteres relacionados con conservacion: RNR= Ratio N raiz. LNR= Ratio
N hoja. MRTeiant== Tiempo medio de residencia. MRTwoja= Tiempo medio de residencia foliar.

CARACTERES PRODUCTIVIDAD

NHI Nloss Nadq NUtE ANHoja Anplanta Rendimiento
(99" (gah) (9g'ah) (ggh (9g'ah) (gg'al) (9
nZ RNR (99 -0,36%%  -0,52%** -072%%*  -043*** -0,20ns -0,19ns -0,58%**
w2
CQ LNR(ggY -0,80%** -0,35%*  -0,08ns -0,73%%* 0, 81*%**  .0,34** -0,54%**
= >
2 5 MRT Hoja (afio) -0,48***  -0,10ns -0,31* -0,62***  -0,60*** -0,34* -0,29***
z2
(@) 8 MRTpianta (afi0) -0,75***  -0,30* -0,31* -0,76***  -0,75*** -0,46*** -0,51***
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Figura 2.1: Correlacion entre el tiempo medio de residencia de la planta (MR Tpianta) Y €l
rendimiento en semilla para las tres accesiones (Alto rendimiento: R; estabilidad del
rendimiento: E; y silvestres: S). N=72; P<0,0001; Spearman R?= - 0,51. El rendimiento y
MRT se muestran transformados usando logaritmo y rango, respectivamente, con el fin de
cumplir los supuestos de normalidad y homocedasticidad.
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Figura 2.2: Compromisos del rendimiento con caracteres de particion y conservacion: A)
Rendimiento contra Ratio de N de la raiz (RNR). B) Rendimiento contra ratio de N de las
hojas (LNR). C) Rendimiento contra tiempo medio de residencia (MRTwgja). R son las
accesiones de alto rendimiento, E las accesiones de estabilidad de rendimiento y S las
accesiones silvestres. La linea continua negra y ancha indica la correlacion de todas las

accesiones juntas (coeficiente y significancia se muestran en la Cuadro 4).
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Figura 2.3: Compromisos de la capacidad de conservacion de N (MRTpianta) CON caracteres
relacionados con la productividad: A) indice de cosecha del N (NHI). B) Tasa de pérdida de

N (N Loss). C) Tasa de adquisicion. D) Eficiencia de utilizacion (NUtE). E) Productividad de
N foliar (Annoja). F) Productividad de N de planta (Anplanta). R SON las accesiones de alto
rendimiento, E las accesiones de estabilidad de rendimiento y S las accesiones silvestres. La
linea continua negra y ancha indica la correlacidn de todas las accesiones juntas (coeficiente y
sianificancia se muestran en el Cuadro 4).

4.- DISCUSION
4.1.- Efecto del criterio de seleccidn por alto rendimiento

Se ha demostrado que la seleccion tradicional provoca, junto con incrementos en
el rendimiento de grano y la biomasa, cambios en la particion de carbono, por ejemplo,
reducciones de las reservas carbonadas o de la particion a 6rganos de almacenamiento
(Vilela'y Gonzalez-Paleo, 2015). En este estudio encontré cambios en la particion de N
semejantes a los hallados en la particion de C en estudios previos con especies de
Physaria (Gonzélez-Paleo y Ravetta, 2011a; Vilela y Gonzélez-Paleo, 2015) o a los
hallados en otras especies perennes en estadio de domesticacion tales como Silphium
integrifolium Michx. (Vilela et al., 2018). Las accesiones R incrementaron su biomasa y
contenido en N total, asi como su rendimiento de grano. Tal y como predije, las
accesiones R aumentaron su particion de N a semilla (NHI) a expensas de érganos
vegetativos y de almacenamiento. Dado que las concentraciones de N permanecieron
estables en la semilla, el aumento en el N de la cosecha fue una consecuencia del
aumento en la produccion de semillas. La elevada concentracion de N hallada en raices
y hojas de las accesiones S refuerzan la idea propuesta por Crews et al. (2016) de que
los drganos vegetativos son destinos de alta jerarquia en plantas silvestres tanto para el
N como para el C, mientras que en plantas domesticadas (similares a nuestras
accesiones R) los destinos reproductivos se ven favorecidos. Estos cambios en la
prioridad de los destinos para la particion de N podrian comprometer el rebrote en la
temporada siguiente (Volenec et al., 1995; Crews et al., 2016), alterando la longevidad
de la planta y la estabilidad interanual del rendimiento. El incremento en NHI hallado

1.7 1.9 2,1 1,5 1.6 1,7 1.8 1.9
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en las accesiones R implica una reduccion en la relacién fuente-destino que implica
ajustes en la adquisicion, la reabsorcidn foliar y en la manera en la que las plantas usan
el N para crecer o almacenar (Pornon y Lamaze 2007; Marty et al., 2010; Pornon et al.,
2011; Gaju et al., 2014).

Como predije, observé un aumento en la tasa de adquisicion por unidad de masa
de raiz en el primer afio de cultivo. Incrementos de la adquisicién de N con el
rendimiento han sido hallados en otros estudios y sistemas experimentales, por ejemplo,
en colza (Brassica napus L.) tanto en baja como elevada disponibilidad de N (Wang et
al., 2016) o en maiz (Emmet et al., 2018). Este incremento podria estar vinculado a un
aumento en la longitud especifica de raiz (cociente entre la longitud y la masa de la raiz;
Reich et al., 1998), que ocasionaria una reduccién en la longevidad (Eissenstat et al.,
2000) y un incremento en la pérdida de N por senescencia (Silla y Escudero, 2004),
limitando la capacidad de almacenamiento de N para el rebrote de la siguiente
temporada (Volenec et al., 1995).

El incremento observado en NHI en las accesiones R estuvo asociado a una
mayor pérdida de N, tanto por el N perdido en la cosecha de semilla como por una
reduccion de la conservacién de N foliar y una reduccion en la capacidad total de
conservacion (MR Tpianta; Hirose, 2012). La reduccion en el valor de MRT foliar hallado
en las accesiones R podria estar explicado por cambios en la fisiologia de la hoja.
Pornon et al. (2011) propusieron que aumentos en los requerimientos reproductivos
podrian alterar los patrones de reabsorcién de nutrientes y la longevidad foliar. Hay tres
posibles mecanismos mediante los cuales cambios en la fisiologia foliar pueden alterar
la capacidad de conservacion de la planta: i) incrementando la concentracion de N en las
hojas senescentes (por ejemplo, con una menor eficiencia de reabsorcion; Garcia-
Palacios et al., 2014); ii) incrementando la tasa de senescencia (menor longevidad
foliar; Berendse y Aerts, 1987); o iii) utilizando el N reabsorbido desde hojas y raices
principalmente en la produccién de semillas a expensas de las reservas (Crews et al.,
2016). Todos estos mecanismos implicarian una mayor pérdida de N, menor MRT y
NUE. La ultima explicacion es la mas consistente con nuestros resultados, ya que el
incremento en N perdido estuvo relacionado con una menor capacidad de
almacenamiento de reservas a través de la reduccion de LNR y RNR.

Finalmente, las accesiones R fueron mas eficientes en la utilizacion de N para la
produccion de semilla (NUtE) que las S. Los incrementos en NUtE implican una menor
inversion en tejidos vegetativos o bien una mayor removilizacion desde tejidos
vegetativos de reserva a produccion de semilla, Ilevando a una menor inversién de N
por unidad de semilla producida (Andrews y Lea, 2014). En efecto, el incremento en
NULE en accesiones R estuvo negativamente relacionado con la particion de N a raices
y hojas y con MRT (a nivel foliar y de planta).

4.2.- Efecto del criterio de seleccion por estabilidad de rendimiento

La estabilidad del rendimiento podria ser una de las principales ventajas de la
produccion de cultivos perennes (Glover, 2003). De hecho, un cultivo perenne necesita
mantener la produccion al menos durante tres afios después de su establecimiento para
poder ser competitivo al compararlo con un cultivo anual analogo (Vico et al., 2016).
En consecuencia, resulta relevante comprobar que el incremento de rendimiento no
afecte a la capacidad de conservar nutrientes, que mantendrian la longevidad y la
produccidn en afios subsecuentes. En este capitulo encontré evidencia de que el patron
de particion de las accesiones E es muy similar al de las accesiones silvestres, excepto
por un leve incremento de su NHI a expensas de las estructuras reproductivas de
soporte. Las accesiones E también mantuvieron los atributos de uso y conservacion de
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N de sus parientes silvestres: baja tasa de adquisicion y alta dependencia del ciclado
interno de N (baja pérdida de N y alto MRT y NUE a nivel de planta). Sin embargo, a
nivel foliar los mecanismos de conservacion de N difirieron de los de las silvestres,
mostrando un MRTHoja Y NUEHja mas bajo de lo esperado. Esto podria estar
relacionado con el aumento de los requerimientos reproductivos en accesiones E (por
ejemplo, un aumento de NHI; Pornon et al., 2011). Pese a ello, estos cambios parecen
no tener consecuencias en la capacidad de conservacion de N de planta entera en las
accesiones E: las raices y las hojas se mantienen como un destino de mayor jerarquia
gue en las accesiones R. Estas ultimas favorecen la produccion de semilla aumentando
la pérdida de N y reduciendo la capacidad total de conservacion. Sin embargo, los
cambios fisioldgicos y morfoldgicos de la hoja parecen jugar un papel relevante en la
conservacion de N (Hirose, 2012) y seran tratados con mayor detalle en el capitulo IV
de esta tesis.

4.3. Compromisos entre MRT y rendimiento: implicaciones para la domesticacion
de cultivos

Los cambios indirectos ocurridos durante las etapas iniciales de la domesticacion
de especies perennes de Physaria parecen estan en contra de los requeridos para el
desarrollo de un cultivo perenne estable para ambientes mediterraneos semiaridos
(Gonzalez Paleo y Ravetta, 2011a). Estos resultados sostienen la existencia de
compromisos entre el rendimiento y la conservacion (medido como MRT a nivel de
planta). Los compromisos entre la produccion de semilla, la particion a reservas y el
rebrote en afos subsiguientes ha sido descrito como algo inherente a la perennidad
(Vico et al., 2016). Estos compromisos implican que las especies que habitan ambientes
con baja disponibilidad (en este sistema experimental serian las S y E) son menos
productivas que las de ambientes fértiles (accesiones de alto rendimiento) pero
conservan mas eficientemente los nutrientes, son menos dependientes de fuentes
exogenas y son mas resilientes a la variabilidad ambiental (Vazquez de Aldana y
Berendse, 1997; Aerts y Chapin, 2000; Silla y Escudero, 2004).

El N perdido en semillas fue méas del 60 % del total en las accesiones R
(mientras que en Sy E solo represent6 un 40 y 50 % respectivamente), esta pérdida
significd una reduccién del N almacenado en hojas y raices. A la luz de estos resultados,
la via principal de perdida de N en el periodo reproductivo parece que es la
removilizacion desde tejidos vegetativos a la maquinaria reproductiva en las accesiones
R. Ademas, un MRT Hoja mas bajo podria estar indicando una mayor pérdida por
senescencia foliar. Estos mecanismos implican una reduccién del N almacenado y de la
conservacion, lo que llevaria a una mayor dependencia de fuentes externas de nutriente
y podria afectar al rebrote en la temporada siguiente, reduciendo la longevidad y la
estabilidad del rendimiento (Jackson y Koch, 1997; Crews et al., 2016). En ambientes
con baja disponibilidad de N, las plantas con baja conservacion de N, como las
accesiones R, producirian mas biomasa y rendimiento a corto plazo que las Sy E, pero
perderian rapidamente su potencial reproductivo en afios siguientes en comparacién con
plantas adaptadas a ambientes con baja disponibilidad, que presentarian mayor MRT y
menor tasa de pérdida de N (Aerts y van der Peijl, 1993).

Las accesiones E también incrementaron su pérdida proporcional de N por
produccion de semilla comparadas con las accesiones S, aunque mantuvieron patrones
similares de conservacion de N, manteniendose en una posicion intermedia entre las R y
las S. Se ha propuesto que el ideotipo sostenible de cultivo para ambientes con baja
disponibilidad estaria en un punto intermedio entre el perfil de las plantas silvestres y el
de los cultivos convencionales anuales (Dawson et al., 2008). Nuestros resultados
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indican que la seleccion por estabilidad de rendimiento podria ser utilizada con el fin de
conseguir un ideotipo sostenible de cultivo para ambientes con baja disponibilidad de
recursos. Ademas, estos resultados podrian abrir la puerta al uso de otras opciones de
seleccidn que permitan incrementar la conservacion de nitrégeno en cultivos perennes
oleaginosos. Por ejemplo, seleccionar para altas cantidades de N en hoja a la vez que
alto rendimiento de grano, podria servir para sostener la fotosintesis mas tiempo en un
mismo ciclo creando asi una mayor reserva de carbono. Adicionalmente, el N
almacenado en las hojas podria ser removilizado si fuera necesario, proveyendo un
mecanismo para mantener la productividad bajo condiciones ambientales variables o
para crear una reserva en el sistema radical para el rebrote del afio siguiente.

4.4. Conclusiones

El incremento de biomasa y rendimiento debido a la seleccién por alto
rendimiento de grano estuvo acompariado por un aumento en la particion a semillas y
una reduccion de la particion a raices en las accesiones R, apoyando la prediccion 1. Sin
embargo, las accesiones E mostraron un leve incremento de la particion a semillas que
no habiamos predicho. Ademas, las accesiones R mostraron una reduccion en el uso y
conservacion de N a nivel foliar y de planta (prediccion 2) que podrian afectar a la
provision de servicios ecosistémicos. Por Gltimo, de acuerdo con la prediccién 3, se
observaron multiples compromisos causados por la seleccion entre los caracteres
relacionados con el rendimiento y los relacionados con la conservacion de N.

Los cambios observados en particion, adquisicion y en la economia del uso de N
implican mayores pérdidas en las accesiones mejoradas para aumentar el rendimiento y
podrian ser responsables de la reduccion de la longevidad de la planta. EI cambio de
estrategia provocado por la seleccion por rendimiento de grano implica una reduccion
de la eficiencia de uso de N y de la capacidad de conservacion que podria estar detras de
la pérdida de rendimiento en afios subsiguientes. Las accesiones silvestres y estables
fueron, en general, mas conservativas y mostraron un conjunto de caracteres que
promovieron la conservacion de N. Estos caracteres podrian ser clave y deberian ser
tenidos en cuenta en los programas de seleccién para alcanzar un ideotipo adecuado de
cultivo para ambientes aridos y tierras marginales.
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CAPITULO IlI: LA SELECCION POR RENDIMIENTO PROVOCA
CAMBIOS EN LOS ATRIBUTOS RADICALES RELACIONADOS
CON LA PERENNIDAD: ¢(ES ESTA LA RAIZ DEL PROBLEMA DE
LA DOMESTICACION DE CULTIVOS PERENNES?

1.-INTRODUCCION

Los cultivos anuales convencionales presentan un sistema radical pobremente
desarrollado y dejan el suelo estacionalmente expuesto, generando altos niveles de
erosion y escorrentia superficial (Cox et al., 2010). Las plantas perennes, sin embargo,
presentan sistemas radicales de mayor longevidad, profundidad y desarrollo, que
podrian mitigar los problemas de erosion de suelo en agroecosistemas, facilitando la
infiltracion y mejorando la eficiencia en el uso de nutrientes y agua (Glover et al.,
2010). Ademas, las raices gruesas de algunas especies perennes funcionan como
estructuras de perpetuacion, almacenando carbohidratos y nutrientes para el rebrote,
manteniendo condiciones Optimas en la rizosfera (Comas et al., 2013).

Pese a ello, como se ha sefialado en el capitulo anterior, el aumento en la
produccion de biomasa y rendimiento de grano por seleccién esta asociado a un
aumento de la tasa de adquisicion de nutrientes por unidad de biomasa de raiz,
sugiriendo que podria haber cambios indirectos en la estructura de la raiz durante la
domesticacion. Al aumentar el rendimiento pueden ocurrir cambios a nivel radical,
algunos de estos cambios son: un aumento en el nimero de ramificaciones radiculares y
de su longitud, y una reduccion de la densidad del tejido radical y de la cantidad de
reservas acumuladas (Weih et al., 2011; Kaien et al., 2012; Garnett et al., 2009; Iversen
etal., 2010; Xu et al., 2012; Comas et al., 2013; Lynch y Brown, 2008; Burton et al.,
2013; White et al., 2013; Gonzélez-Paleo et al., 2016b). En cultivos perennes,
especificamente, se ha mostrado que el aumento de rendimiento por seleccion genera
cambios en la particion de biomasa y N a las raices (Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011,
Vilela y Gonzélez-Paleo, 2015; Pastor-Pastor et al., 2018; Capitulo Il de esta tesis) y en
la estrategia de uso de recursos tanto a nivel foliar como de planta entera, de
conservativa a adquisitiva (Vilela y Gonzalez-Paleo, 2015; Milla et al., 2015; Vico et
al., 2016; Capitulo 11 de esta tesis). Si los cambios provocados por la seleccion en el
sistema radical de las plantas perennes son consistentes con los cambios hallados en la
parte aérea (es decir, un sistema radical mas adquisitivo como resultado de la seleccion),
podria afectar a la supervivencia de la planta y su longevidad mediante la pérdida de
atributos radicales que provean mayor capacidad de almacenamiento de recursos. Estos
cambios podrian resultar en la pérdida de atributos ecoldgicos que permitirian sostener
los servicios ecosistémicos por los que fueron elegidas para la domesticacion en primera
instancia. En este sentido, el objetivo de la domesticacion de cultivos perennes es
alcanzar mejoras en la adquisicion manteniendo un sistema radical longevo, profundo y
con alta capacidad de almacenamiento que asegure la supervivencia de la planta y un
rendimiento estable de un afio a otro durante al menos tres afios (De Haan et al., 2005;
Vico et al., 2016).

La literatura en este campo sugiere que las plantas perennes mostrarian una
estrategia méas conservativa que las anuales con raices méas gruesas y densas asociadas a
una mayor capacidad de almacenamiento y longevidad, reflejando su adaptacion a
sobrevivir en medios competitivos (Reich et al., 1998; Roumet et al., 2006; Freschet et
al., 2015; 2017). Por otro lado, las plantas anuales presentarian un sistema radical que
tenderia a maximizar la longitud, el crecimiento rapido y el tejido absorbente (por
ejemplo, mayor longitud especifica de raiz —SRL, del inglés specific root length-,
contenido de N, y densidad especifica de meristemas —STD, del inglés specific tip
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density-), lo que permitiria una tasa de adquisicién mayor (Graham y Syvertsen, 1985;
Reich et al., 1998; Paula y Pausas, 2011). Los sistemas radicales adquisitivos estarian,
por lo tanto, relacionados con una explotacion de recursos rapida, crucial para aumentar
la tasa de crecimiento y completar el ciclo vital en un periodo corto.

A pesar de la enorme importancia del sistema radical, los programas
tradicionales de seleccidn se han focalizado principalmente en las partes aéreas de la
planta y los esfuerzos de domesticacion seleccionando atributos especificos de la raiz
son limitados. Asi, la caracterizacion de los cambios provocados por la seleccién en la
morfologia radical supondria un paso relevante para prevenir la pérdida de los atributos
silvestres que contribuyen a la supervivencia y longevidad de la planta y de la provision
de servicios ecosistémicos particulares. En este capitulo comparamos la tasa de
adquisicion, la capacidad de almacenamiento y los atributos estructurales del sistema
radical de accesiones de alto rendimiento (R) y accesiones de rendimiento estable (E),
con sus parientes silvestres no seleccionados (S) en dos especies perennes que difieren
en la economia del C y su longevidad: P. pinetorum y P. mendocina. El objetivo de este
capitulo es responder a las preguntas: ;Qué cambios produce la seleccion en la
estructura del sistema radical? ;Estan estos cambios relacionados con variaciones en la
tasa de adquisicion o la cantidad de reservas?

Objetivo 1: Evaluar en dos especies de Physaria el efecto de criterios de
seleccion por alto rendimiento de y por estabilidad del rendimiento sobre los caracteres
radicales relacionados con la adquisicion de N y la capacidad de almacenamiento.

Hipdtesis 1: El incremento de rendimiento de grano y biomasa durante el primer
afio de cultivo estara asociado a un aumento en los atributos relacionados con la
adquisicion de recursos y una reduccion de la capacidad de almacenamiento.

Prediccion 1: Las accesiones R mostraran un sistema radical adquisitivo
(elevada tasa de adquisicion, longitud radical, longitud especifica de raiz -SRL-,
densidad especifica de meristemas —STD- y concentracion de N) y una baja capacidad
de almacenamiento (menor densidad del tejido radical -RTD, del inglés root tissue
density-, particion de biomasa a raices -RMR, del inglés root mass ratio-, diametro de
las raices, peso seco, volumen de la raiz principal y contenido de carbohidratos no
estructurales —TNC, del inglés total non-structural carbohydrates-) comparado con las
accesiones S. Las E mantendran un sistema radical conservativo semejante al de las S.

Obijetivo 2: Determinar qué caracteres estructurales estan involucrados en los
cambios en la capacidad de adquisicion y el almacenamiento de reservas durante la
seleccion.

Hipdtesis 2: Los caracteres de tipo conservativo (por ejemplo, raices de mayor
densidad y didmetro) determinaran la capacidad de almacenamiento, mientras que los
caracteres de valor adquisitivo (SRL y STD) determinaran la capacidad de adquisicion.
Entre ellos habré relaciones de compromiso.

Prediccidn 2: Una mayor densidad del tejido radical, particion de biomasa a
raices, diametro de las raices y volumen de la raiz principal determinar&n una gran
capacidad de almacenamiento y se daran principalmente en las accesiones Sy E.
Mayores valores de longitud, SRL, STD y concentracion de N determinaran altas tasas
de adquisicion y se relacionaran negativamente con la capacidad de almacenamiento
(medida como el contenido total de Ny TNC en raiz).

2.- MATERIALES Y METODOS
2.1.- Medidas del Sistema radical y analisis quimico

En los mismos dos ensayos utilizados en el capitulo anterior y ya descriptos,
coseché una planta al azar por parcela (6 repeticiones por especie, accesion y afio, lo



26

que hizo un total de 72 muestras) durante el estadio de antesis (al inicio de la floracion;
~230 dias después de la siembra —DDS) y en el estadio fenoldgico de madurez (~330
DDS) (llevando el muestreo total de este Capitulo a 144 plantas). El criterio usado para
decidir el momento en el que las plantas habian alcanzado antesis y madurez fue cuando
el 50 % de las plantas de una parcela tuvieran al menos una flor o un fruto maduro,
respectivamente (Gonzélez-Paleo et al., 2015). La cosecha se llevo a cabo en antesis
porque durante la fase vegetativa es cuando se determinan los caracteres principales de
sistema radical (Gonzélez-Paleo et al., 2016a) y en madurez porque es el estadio critico
en el que la capacidad de almacenamiento de la planta juega un papel relevante en el
rebrote de la siguiente temporada (Crews et al., 2016). La metodologia de comparar
caracteres basada en estadios fenoldgicos se considera apropiada para eliminar el efecto
de la ontogenia en diferencias interespecificas en caracteres relacionados con el
crecimiento y la tasa relativa de crecimiento (Coleman et al., 1994).

Cada planta se cosecho extrayendo un cilindro de suelo con un didmetro de 30
cm y una profundidad de 40 cm. Esta profundidad es suficiente para asegurar que no se
perdio raiz, ya que las raices finas proliferan principalmente en los estratos superiores
mas ricos en nutrientes y las raices primarias alcanzan un maximo de 20-25 cm durante
este primer afio (dato comprobado por experiencia previa con estas plantas). Las plantas
vecinas que pudieran verse afectadas por la cosecha no fueron cosechadas durante ese
afo, pero permanecieron en su lugar de plantacion original. Las muestras se
mantuvieron en frio hasta su llegada al laboratorio. En el laboratorio se lavaron las
muestras sobre una malla de Imm de apertura (Craine et al., 2001). Cuando las raices
estuvieron totalmente libres de suelo y de fragmentos de materia organica, fueron
suspendidas en una capa de 0,5 cm de agua sobre una bandeja negra de 30 x 25 cm y
digitalizadas mediante una camara fotografica digital. Para ninguno de los analisis inclui
raices que estuvieran sueltas cuya procedencia pudiera ofrecer alguna duda o hubiera
alguna posibilidad de que no fuera de la planta objetivo. Las imagenes fueron
convertidas a una escala de grises a 8 bits y una resolucion de 300 dpi. Todas las raices
mostraron un eje principal bien definido y un color y apariencia similares. El software
GvSIG 1.11.0 fue usado para calcular el nimero total de raices y el numero total de
meristemas del sistema radical, el didmetro de la raiz primaria y las secundarias y la
longitud total del sistema radical en el volumen de la muestra extraida. Calculé el
volumen de la raiz primaria hundiendo las raices en agua y midiendo el volumen de
agua desplazado al sumergirla (Harrington et al., 1994). Para ello introduje la raiz
primaria en el fondo de una probeta de 50 mL y con una pipeta de 10 mL enrasé hasta
10 mL, el volumen restante en la pipeta fue el volumen de la raiz con una precision de
0,1 mL.

Después de la digitalizacion, sequé las plantas en estufa durante 72 horas a 50 °C
y medi la biomasa total y la particion a raices con una balanza electronica con una
precision de 0,0001 gramos. Medi la concentracion de N en raices ([N]Jroot; mgN g de
peso seco de raiz) mediante la digestion &cida estandar de Kjeldahl. Utilicé el método
colorimétrico de la antrona (Yemm y Willis, 1983) para cuantificar la concentracion en
% de carbohidratos no estructurales (TNC) del sistema radical. Realicé estos analisis en
los laboratorios del Museo Paleontoldgico Egidio Feruglio (Trelew). Con el fin de
homogeneizar las muestras moli raices de diferentes calibres en partes iguales de peso
de cada sistema radical y lo homogeneicé pasando la muestra por un tamiz de 2 mm, por
lo que se trata de valores promedios por planta que no discriminan por didmetro. Tanto
para los TNC como para el N radical calculé la concentracion en tejidos en % de TNC y
mg g* de N y los contenidos absolutos en el sistema radical en mg (a los que denominé
TNC pool y N pool, por su nomenclatura en inglés). Basado en estas medidas calculé: la
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tasa de adquisicion de N por unidad de tiempo y raiz (Nadg, cociente entre la cantidad
de N absorbido durante la vida de la planta en g y el peso de la raiz en gramos y el
tiempo de vida de la planta en afios), la particién a raiz (RMR, cociente entre la biomasa
de la raiz y la biomasa total), longitud especifica de raiz (SRL, cociente entre la longitud
total del sistema radical y el peso), la densidad especifica de meristemas (STD, cociente
entre el nimero de meristemas total del sistema radical y el peso de laraiz) y la
densidad del tejido radical (RTD cociente entre el peso y el volumen de la raiz). Separé
los caracteres en dos tipos: los relacionados positivamente con la adquisicién de
recursos y los relacionados con la capacidad de almacenamiento de acuerdo a Fitter
(1991), Roumet et al. (2006), Ryser (1998), Paula y Pausas (2011), Eissenstat et al.
(2000), Dawson et al. (2004) y Gonzalez-Paleo et al. (2016a). Para los caracteres
relacionados con la funcion de almacenamiento, % TNC, TNC pool, Npool y volumen
de la raiz primaria, s6lo usé datos de madurez, ya que es el estadio critico en el que la
capacidad de almacenamiento juega un papel relevante en el rebrote de la siguiente
temporada de cultivo (Crews et al., 2016; ver Cuadro 3.1 para definiciones y unidades).

Cuadro 3.1: Definiciones y unidades de los caracteres usados para caracterizar las
accesiones a nivel radical.

VARIABLE DEFINICION UNIDADES
CARACTERES DE ADQUISICION DE RECURSOS
Nadq N adquirido por unidad de raiz y tiempo. gN graiz* afio?
[N] raiz Concentracion de N en la raiz. mgN*g*
. Longitud total del sistema radical en la muestra extraida contando todas
Longitud | p cm
as raices.
Meristemas NUmero total de meristemas radicales NUmero de meristemas
SRL Longitud especifica de raiz. Cociente entre longitud total y peso seco. cmg?
STD Den_5|dad especifica de meristemas. Cociente entre el nimero de Meristemas gt
meristemas y el peso de la raiz.
CARACTERES DE CONSERVACION DE RECURSOS
Peso seco Peso seco de raiz. s
RTD Densidad del tejido radical. Cociente entre peso seco y volumen. gcm®
RMR Particion de biomasa a raiz. Cociente entre peso de la raiz y biomasa total. gg?
TNC Carbohidratos no estructurales totales % Peso seco
Volumen Primaria  VVolumen de la raiz primaria. cm?
Diadmetro laterales  Didmetro medio de las raices laterales. cm
Npool Contenido total de N de la raiz mg
TNCpool Contenido total de TNC de la raiz mg

2.2.- Andlisis estadistico
Realice ANOVA de tres factores para identificar las fuentes de variacion
significativas en los caracteres del sistema radical entre las accesiones, especies y afios
de cultivo, y analizar sus interacciones (doble interaccion: afio*especie,
accesion*especie, accesion*afo; y triple interaccion: afio*especie*accesion). Cuando
alguna de estas interacciones resulto significativa apligu¢ ANOVA de uno y dos
factores para explorar las diferencias entre accesiones dentro de las especies y afos. El
error estandar de la diferencia (SED; de sus siglas en inglés Standard Error of the
Difference) y la minima diferencia significativa (LSD; Least Significant Difference)
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fueron calculados para un P valor de 0,05 con el fin de comparar entre accesiones. No
realicé esta comparacion entre especies 0 afios ya que no era el objetivo de este trabajo,
pese a que incluimos los resultados del ANOVA con el fin de incluir toda la
variabilidad existente en el sistema y probar que el término residual del ANOVA esté
basado en los grados de libertad correctos. La expresion simbdlica del modelo de
efectos fijos planteado es equivalente a la presentada en el capitulo anterior.

Realicé un andlisis de correlacion para determinar las relaciones entre caracteres
relacionados con adquisicion ([N]raiz, SRL, STD y Nadq) y aquellos relacionados con
almacenamiento (RTD, RMR, volumen de raiz primaria, diametro de raices secundarias
y pool de reservas de TNC y N). Con el fin de obtener un modelo funcional que
explique la adquisicion de N y el almacenamiento de reservas en este sistema, llevé a
cabo un analisis de vias para los datos del afio 1 (ya que son los que muestran un perfil
meteoroldgico mas cercano a la media de la zona) en el estadio de madurez (ya que es el
que determina los condiciones para el rebrote del afio siguiente) usando el paquete
estadistico AMOS (Arbuckle y Wothke, 1999). El analisis de vias es una forma de
regresion multiple que permite considerar estructuras causales complejas con mas de
una variable dependiente (Mitchell, 1992), permitiendo asi testear relaciones causales
directas e indirectas entre variables. Para comprobar el supuesto de normalidad y
homocedasticidad realicé tests de Shapiro-Wilk y tests de Levene, respectivamente.
Apliqué transformaciones de logaritmo decimal en todas las variables para satisfacer los
supuestos de ANOVA, analisis de correlacidn y regresion maltiple. EI programa usado
para realizar los analisis ANOVA y de correlacion fue Infostat version 2009.

3.- RESULTADOS
3.1- Efecto de la seleccion en la morfologia radical en antesis

Las diferencias entre accesiones en [N] raiz, SRL, STD, peso seco de la raiz y
RTD fueron analizadas por separado para cada afio debido a la existencia de
interacciones entre la accesion y el afio (Cuadro 3.2). En el ensayo 1, las accesiones R
tuvieron un conjunto de caracteres mas adquisitivos, con mayor SRL y STD y menos
peso de la raiz y densidad que las E y S (Cuadro 3.3). Estas diferencias no se repitieron
en el ensayo 2 con plantas de la misma edad debido a que en el ensayo 1 las accesiones
E y S presentaron mayor [N] raiz, SRL y STD y menor RTD y peso seco de raiz que en
el ensayo del afio 2 (Cuadro 3.3). Estos atributos, sin embargo, no presentaron
diferencias entre ensayos en las accesiones R. No se registraron diferencias entre
accesiones en ninguno de los dos ensayos en la tasa de adquisicion, longitud, nimero de
meristemas, particidon o didmetro de raices laterales (Cuadro 3.2). No hubo diferencias
entre las accesiones E y S (Cuadro 3.3).
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Cuadro 3.2: Fuentes de variabilidad en caracteres radicales relacionados con la adquisicion y

la conservacion de N en los estadios fenoldgico de antesis y madurez. Se muestran valores F

y significancia (-< 0,10; * P< 0,05; ** P< 0,01; *** P< 0,001; ns= no significativo) de los
efectos principales y las interacciones del afio de experimento (afio), especie (sp) y criterio de
seleccion (ac) del anélisis ANOVA. GL= Grados de libertad. CMerror= Cuadrado medio del
error. Caracteres de adquisicion: Nadg= Tasa de adquisicion. [N]raiz= concentracién N

raiz. Longitud= Longitud del sistema radical. Meristemas= Numero de meristemas del
sistema. SRL= Longitud de raiz especifica. STD= Densidad especifica de meristemas.

Caracteres de conservacion: TNC= Concentracion carbohidratos no estructurales. Peso
raiz= Peso seco del sistema radical. RTD= Densidad del tejido radical. RMR= Particion de
biomasa a raiz. Volumen 12= VVolumen de la raiz primaria. @ Laterales= Didmetro de las

raices laterales.

ANO SP AC ANO*SP ANO*AC SP*AC ANO*SP*AC CMerror
VARIABLE/GL 1 1 2 1 2 2 2 60
ANTESIS
CARACTERES DE ADQUISICION
Nadg. (ggtatl) 36,91*** 27,83*** 2,03ns 0,07ns 0,59ns 0,20ns  0,34ns 0,04
[N]raiz(mgg?) 26,49%** 17,98*** 860***  11,92**  3,49* 1,38ns  2,52ns 0,06
Longitud (cm) 0,01ns 30,00***  0,42ns 5,79* 0,43ns 3,30ns  2,73ns 0,01
Meristemas (n°)  3,18ns 14,53***  0,46ns 0,14ns 0,87ns 2,08ns  1,01ns 0,04
SRL (cmg?) 19,85*** 18,39***  1,09ns 1,86ns 6,16** 1,28ns  2,59ns 0,11
STD (merisg')  33,36*** 7,02* 0,34ns 9,24** 7,50%* 2,34ns  1,05ns 0,04
CARACTERES DE CONSERVACION
Peso raiz (g) 47,33*** 0,31ns 3,08* 27,59*%** 10,09*** 4,10ns  0,14ns 0,02
RTD (g mL™Y) 42,30*** 0,11ns 4,19* 29,67*** 12 41*** 288ns  3,13ns 0,04
RMR (g g1) 50,96*** 39,85*** 1,78ns 1,33ns 0,41ns 0,28ns  0,08ns 0,04
Lateral ® 0,25ns 1,42ns 0,73ns 1,27** 0,12ns 1,98ns  1,14ns 0,1
MADUREZ
CARACTERES DE ADQUISICION
Nadg, (ggtal) 0,22ns 50,88*** 20,53*** 0,70ns 0,17ns 0,06ns  1,38ns 0,02
[N] raiz (mg g) 4,14* 13,95**  3,69* 0,01ns 0,69ns 1,40ns  0,10ns 0,01
Longitud (cm) 16,31*** 21 55*** 829*** 11 43*** 219ns 0,32ns  0,57ns 0,06
Meristemas (n°)  11,47**  47,65*** 9,11***  3,39ns 0,69ns 2,95ns  3,31ns 0,04
SRL (cm g% 1,70ns 144, 74%** 3.48* 10,76**  1,29ns 0,06ns  4,72* 0,04
STD (merisg') 5,63* 134,40*** 1,90ns 0,74ns 0,58ns 0,69ns  5,35** 0,05
CARACTERES DE CONSERVACION

TNC (%) 0,30ns 0,02ns 120,89*** 0,46ns 2,30ns 1,40ns  0,08ns 0,01
Peso raiz (g) 39,10*** 41,89** 2,85ns 0,79ns 1,30ns 0,83ns  2,41ns 0,04
RTD (g mLY) 12,74%** 51 25%** 3 41* 2,61ns 1,01ns 0,22ns  2,89: 0,02
RMR (g g?}) 6,99* 56,30***  19,29***  0,32ns 0,48ns 0,91ns  0,03ns 0,03
Volume 128 (mL)  13,77*** 39,09***  2,00ns 0,22ns 0,94ns 0,57ns  1,43ns 0,01
@ Laterales (cm) 5,85* 29,10%**  1,52ns 5,25* 3,15* 0,28ns  1,09ns 0,02
Npool (mg) 72,78%** Q B5** 0,98ns 5,68* 2,75- 191ns  2,67: 0,04
TNCpool (mg) 39,88*** 39,09*** 17,69*** 0,36ns 1,17ns 0,19ns  2,27ns 0,04
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Cuadro 3.3: Comparacién de medias entre accesiones para los caracteres que mostraron
diferencias significativas en el ANOVA en antesis (Cuadro 3.2). Para comparar entre medias, se
muestra la minima diferencia significativa (LSD; Least Significant Difference). Se muestran los
valores sin transformar y entre paréntesis transformados por logaritmos. Se muestran valores F y
significancia (-< 0,10; * P< 0,05; ** P< 0,01; *** P< 0,001; ns = no significativo). Caracteres de
adquisicion: [N]raiz= concentracién N raiz. SRL= Longitud de raiz especifica. STD= Densidad
especifica de meristemas radicales. Caracteres de conservacion: Peso raiz= Peso seco del
sistema. RTD= Densidad del tejido radical.

ACCESIONES

VARIABLES ANO  Rendimiento (R) Estabilidad (E) Silvestre (S)  Facces LSD
[N] raiz (mg g'%) 1 2354(1,35) 16,27 (1,20) 16,19 (1,19) 7,70% 0,10
2 2541 (1,40) 22,05 (1,32) 24,75 (1,39) 1,22ns 0,09

Faio 0,63ns 6,11* 19,48***
SRL (cm g 1 124877 (3,02) 582,09 (2,72) 81522 (2,82)  347* 0,23
2 1215,60 (53,0) 1416,11 (13,1) 1376,55 (3,1) 0,40ns 0,19

Fario 0,01ns 21,93*** 9,64%***
STD (meris g1) 1 622,82 (2,71) 320,09 (2,44) 375,14 (2,47) 3,71* 0,24
2 62574 (2,73) 834,17 (2,90) 826,80 (2,88)  1,77ns 0,17

Fario 0,004ns 35,51%** 13,33***
Peso raiz (g) 1 0,15 (-0,85) 0,27 (-0,6) 0,25 (-0,62) 6,32** 0,14
2 0,14 (-0,87) 0,12 (-0,94) 0,13 (-0,94) 0,65ns 0,14

Faio 0,20ns 16,81*** 24,62***
RTD (g mL™) 1 0,07 (1,15) 0,13 (-0,92) 0,12 (-0,97) 6,54** 0,13
2 0,08(-1,14) 0,07 (-1,20) 0,06 (-1,21) 0,91ns 0,11

Fafo 0,10ns 21,30* 11,06***

3.2.- Efecto de la seleccion en la morfologia radical en madurez

Para los caracteres estructurales radicales las diferencias entre accesiones fueron
consistentes en la mayoria de los caracteres entre afios y especies (Cuadro 3.2), con las
excepciones de SRL, STD y RTD que fueron dependientes de la especie y del afio
(triple interaccién, Cuadro 3.2). Las accesiones R mostraron menor [N] raiz, [TNC] y
particion a raiz (RMR) que las accesiones S y E (Cuadro 3.4). Las accesiones Sy E no
difirieron en la tasa de adquisicién, pero E mostro valores mas bajos de longitud y
namero de meristemas que S (Cuadro 3.4). Respecto al didmetro de las raices laterales
encontramos una interaccién significativa de la accesion con el afio (Cuadro 3.2): las
accesiones R mostraron diametros menores en el ensayo del afio 1, mientras que no
hubo diferencias en el afio 2 debido a una reduccién significativa en las accesiones S en
el afio 2 (Cuadro 3.4). Por ultimo, encontramos una triple interaccion (accesion*afo*sp)
para SRL, STD y RTD (Cuadro 3.2). En P. mendocina en el afio 1, las accesiones R
mostraron mayor SRL y STD (Cuadro 3.4). Estas diferencias fueron consistentes con
incrementos significativos en SRLy STD en Sy E en el afio 2 (Cuadro 3.4). En el afio
2, las accesiones E y S de P. mendocina mostraron una reduccién en RTD respecto al
afio 1, lo que provoca las diferencias entre accesiones siendo las R las que mostraron
una mayor densidad (Cuadro 3.4). No hubo diferencias en P. pinetorum para estos
caracteres (Cuadro 3.4).
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Cuadro 3.4: Comparacién de medias entre accesiones para los caracteres que mostraron
diferencias significativas en el ANOVA (Cuadro 3.2). Para comparar entre medias de las
accesiones cuando no hubo interaccion significativa se muestra la minima diferencia significativa
(LSD; Least Significant Difference). Se muestran los valores sin transformar y entre paréntesis
transformados por logaritmos. Se muestran valores F y significancia (-<0,10; * P<0,05; ** P<0,01;
*** P<(,001; ns = no significativo). Nadg= Tasa de adquisicion. [N]raiz= concentracion N raiz.
Longitud= longitud del sistema radical. Meristemas= NUmero de meristemas del sistema. SRL=
Longitud de raiz especifica. STD= Densidad especifica de meristemas radicales. TNC=
Concentracion carbohidratos no estructurales. RTD= Densidad del tejido radical. RMR= Particion
de biomasa a raiz. @ Laterales= Didmetro de las raices laterales.

ACCESION

VARIABLES SP ANO Rendimiento (R)  Estabilidad (E) Silvestre (S)  Facces LSD
INTERACCION NO SIGNIFICATIVA
Nadg. (g g™*a?) 1,32 (0,08) 0,78 (-0,16) 0,73 (-0,17) 0,08
[N] raiz (mg g%) 15, 94 (1,19) 18,87 (1,26) 18,05 (1,25) 0,05
Longitud (cm) 282,08 (2,36) 156,25 (2,11) 292,96 (2,34) 0,14
Meristemas (n°) 101,92 (1,96) 61,92 (1,72) 101,50 (1,88) 0,11
TNC (%) 13,71 (1,13) 24,26 (1,38) 29,53 (1,47) 0,05
RMR (g g1 0,02 (-1,72) 0,04 (-1,49) 0,04 (-1,49) 0,09
INTERACCION ACCESION * ANO SIGNIFICATIVA
1 0,15 (-0,87) 0,13 (-0,92) 0,19 (-0,75)  3,29* 0,11
@ Lateral(cm)
2 0,13 (-0,93) 0,14 (-0,90) 0,12 (-0,93) 0,12ns 0,14
Faro 1,72ns 0,12ns 8,05%**
INTERACCION ACCESION * SP * ANO SIGNIFICATIVA
RTD (g mL™Y) P. mendocina 1 0,19 (-0,75) 0,19 (-0,73) 0,18 (-0,75) 0,07ns 0,14
2 0,18 (-0,75) 0,10 (-0,99) 0,11 (-0,97)  8,59** 0,14
Fario  0,003ns 20,60** 19,31**
STD (meris g1) . mendocina 1 101,31(1,97) 59,95 (1,74) 39,74 (1,54) 6,10* 0,25
2 86,82 (1,91) 74,90 (1,84) 11540 (2,02) 1,34ns 0,23
Faro 0,37ns 0,71ns 13,20**
SRL (cm g?) . mendocina 1 24541 (2,37) 121,23 (2,04) 147,32 (2,13) 4,75* 0,22
222,24 (2,31) 226,30 (2,34) 363,15 (2,51) 1,70ns 0,23
Faro  0,28ns 9,09* 8,26*
RTD (g mLY) . pinetorum 1 0,12 (-0,95) 0,09 (-1,04) 0,09 (-1,07) 1,79ns 0,14
2 0,09 (-1,06) 0,09 (-1,11) 0,09 (-1,06) 0,12ns 0,22
Faro 3,19* 0,36ns 0,002ns
STD (meris g1) . pinetorum 1 269,62 (2,40) 252,21 (2,31) 379,30 (2,53) 1,01ns 0,31
2 429,24 (2,57) 350,69 (2,48) 277,85 (2,43) 1,21ns 0,26
Faro 2,10- 0,83ns 0,66ns
SRL (cm g?) . pinetorum 1 800,93 (2,89) 665,97 (2,77)  1053,44 (2,99) 1,93ns 0,23
2 817,06 (2,89) 616,86 (2,76) 589,80 (2,73) 0,63ns 0,22
Faro  0,00ns 0,03ns 4,74ns
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3.3.- Efecto de la seleccidn sobre la adquisicion y el almacenamiento

En estadio de madurez se determinaron los caracteres radicales funcionales:
Tasa de adquisicion (Nadq) y almacenamiento (TNCpool y Npool), que serian
dependientes de la estructura radical previamente analizada. Las accesiones R
mostraron una mayor capacidad de adquisicion y una menor capacidad de
almacenamiento de TNC que las accesiones E y S en ambos afios (Fig. 3.1 Ay B). Se
encontraron diferencias entre afios que fueron iguales para todas las accesiones: en el
ensayo 2 se produce una reduccion de la capacidad de almacenamiento de TNC en todas
las accesiones de P. mendocina y las accesiones R de P. pinetorum, mientras que la tasa
de adquisicidn no presenta diferencias entre los dos ensayos (Cuadro 3.2; Fig. 3.1 Ay
B). El Npool, por su parte, mostrd un patrén variable que dependio de la especie y del
afio (triple interaccion significativa; Cuadro 3.2). En el ensayo 1, las accesiones R
mostraron en ambas especies menor Npool que lasE y S (Fig. 3.1 C). En el afio 2 se
registré una reduccién generalizada de Npool que, sin embargo, no afecta a la accesion
R de P. mendocina (Fig. 3.1 C). Esta plasticidad diferencial en el almacenamiento de N
entre especies y accesiones resulté en que, para P. mendocina, las accesiones R
presenten un mayor pool de N que lasE y S (Fig. 3.1 C).
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Figura 3.1: Andlisis de la tasa de adquisicién de N (A), TNCpool (B) y Npool (C). En negro se
muestran las accesiones R, en gris las E y en blanco las S. PR1= P. pinetorum, accesion R, afio
1. PR2= P. pinetorum, accesion R, afio 2. MR1= P. mendocina, accesion R, afio 1. MR2=P.
mendocina, accesion R, afio 2. Y asi sucesivamente. Nadg= Tasa de adquisicion de N. Npool=
N contenido en la raiz. TNCpool= TNC contenido en la raiz. Se muestra medias sin tranformar
y error estandar.

3.4.- Relacion entre caracteres y modelo adquisicidn-almacenamiento

Considerando todas las accesiones, especies y afios juntos encontramos una
relacion negativa entre los caracteres relacionados positivamente con la adquisicion y
los relacionados con el almacenamiento (Cuadro 3.5). Los caracteres estructurales
relacionados con adquisicion (SRL y STD), mostraron relaciones positivas y
significativas con la tasa de adquisicion N tanto en antesis como en madurez (Cuadro
3.5). Las relaciones halladas para la [N] raiz podrian estar reflejando su bifuncionalidad,
ya que en antesis estuvo positivamente relacionado con la tasa de adquisicion y en
madurez con la capacidad de almacenamiento (TNC; Cuadro 3.5). Todos estos
caracteres, excepto [N]raiz en madurez, estuvieron negativamente correlacionados con
los caracteres de almacenamiento (RMR, volumen de la raiz primaria, diametro de las
raices laterales y TNC; Cuadro 3.5). Por otro lado, los caracteres relacionados con la
capacidad de almacenamiento se correlacionaron positivamente con TNC y Npool, y
negativamente con la tasa de adquisicion (Cuadro 3.5).
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Ademas del analisis de correlacion, se realizo un analisis de vias con los datos
del afio 1 (ya que es el que presenta las condiciones climéticas normales de la zona
objetivo) con el fin de identificar las bases estructurales de la variacién en la tasa de
adquisicion y en la capacidad de almacenamiento. El andlisis de vias resultd en un X2de
99,35 (P> 0,05), indicando que el modelo propuesto describia adecuadamente las
relaciones funcionales subyacentes. La variacion en la tasa de adquisicion fue
parcialmente explicada por diferencias en SRL y STD (Fig. 3.1), con SRL mostrando un
mayor coeficiente. Las diferencias en SRL y STD se explican por una combinacion de
diferencias en el peso de la raiz, la densidad y en la morfologia (especificamente
variaciones en la raiz primaria y en el didmetro de las laterales). Asi, las accesiones con
raices mas largas y menos pesadas (mayor SRL) mostraron mayor tasa de adquisicion, y
menor cantidad de reservas (TNC).

Cuadro 3.5: Analisis de correlacion de Pearson entre caracteres relacionados con la adquisicién y
caracteres relacionados con el almacenamiento en madurez y antesis para las tres accesiones de ambas
especies y afios (N= 72). Se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson y la significancia (- P<0,1;
* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns: no significativo). A= Antesis. M= Madurez.

Caracteres de adquisicion: Nadg= Tasa de adquisicion. [N]raiz= Concentracion N raiz. SRL= Longitud de
raiz especifica. STD= Densidad especifica de meristemas radicales. Caracteres de conservacion: TNC=
Concentracion carbohidratos no estructurales. RTD= Densidad del tejido radical. RMR= Particion de
biomasa a raiz. Volumen 1%= Volumen de la raiz primaria. ® Laterales= Diametro de las raices laterales.
Npool= Contenido de N de la raiz. TNCpool= Contenido de TNC de la raiz.

ANTESIS MADUREZ
[N]lraiz  SRL STD RTD [N]raiz  SRL STD Nadq N TNC
(mgg*)  (mg?)  (merg®) (gmL?) |(mgg*) (emg?)  (merg?)  (mgg'a?) | (pool) (pool)
A. [N]raiz (mgg?) - 0,37** 0,29* -0,24* -0,13ns  0,38*** 0,40*** 0,30** -0,40%** -0,38**
o [N] raiz (mg g% -0,13ns 0,08ns 0,02ns  0,14ns 0,14ns 0,18ns 0,15ns 0,40%** 0,06ns
RTD (g mL™) -0,19ns -0,37** -0,35** 0,29 -0,14ns  -0,64***  -0,67***  -0,38** 0,57*** 0,59***
RMR (g g*) -0,39***  -0,38** -0,28*  0,22- -0,10ns  -0,5%** -0,61***  -0,95%** | 0,47*** 0,69***
m Vol. 12 (ml) -0,35** -0,39*** -0,33* 0,17ns -0,12ns  -0,54*** -0,66*** -0,46*** 0,53*** 0,72***
% @ lateral (cm) -0,29* -0,22ns -0,17ns  0,06ns |-0,03ns  -0,42***  -0,62***  -0,36** 0,58*** 0,67***
g TNC (%) -0,28* -0,10ns -0,09ns  0,24* 0,27* -0,08ns -0,10ns -0,42*** 10,07ns 0,43***
N pool (mg) -0,40***  -0,39*** 0 e 0,44*** | 0,40*** -0,36** -0,50***  -0,34** - 0,74***
TNC (pool) -0,38** -0,42** -0,42**  0,38*** | 0,06ns  -0,52***  -0,66***  -0,62*** | 0,74***
Nadg (mgg*a?) 0,30* 0,35** 0,26* -0,22- 0,15ns  0,52%** 0,59*** - -0,34** 6,62***
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Figura 3.2: Diagrama de vias para el afio 1 mostrando los efectos directos e indirectos de los
atributos radicales sobre la tasa de adquisicion de N y la capacidad de almacenamiento de
reservas (medido como contenido de TNC y de N en raiz). Los nimeros indican el
coeficiente de relacion entre atributos; los asteriscos la significancia del coeficiente (***P <
0,001; **P < 0,01; and *P < 0,05). Las lineas s6lidas indican realciones positivas, mientras
que las punteadas indican relaciones negativas.

4.-DISCUSION
4.1.- Diferencias entre accesiones

Predije que las accesiones R mostrarian un sistema radical méas adquisitivo que
las S, mientras que las E mantendrian el patron mas conservativo de las S. En antesis, la
prediccion se cumplié Unicamente en el ensayo 1. Durante el ensayo 1, con condiciones
ambientales dentro de la media normal de la zona de estudio, las accesiones R
mostraron mayor valor de los caracteres relacionados con la adquisicion de nutrientes,
especificamente mayor concentracion de N en raiz, SRL y STD. Las diferencias en SRL
y STD pueden ser explicadas por el menor peso y densidad de los sistemas radicales de
las accesiones R respecto a S y E, ya que no hubo diferencias en la longitud total del
sistema radical o el nUmero de meristemas. Los resultados en este sentido en otros
sistemas experimentales son diversos, en trigo por ejemplo se ha encontrado un patron
semejante, con los cultivares mas modernos presentando un incremento de la presencia
de raices finas (Roucou et al., 2017), en otra graminea Microlaena stipoides la
somesticacion parece incrementar la densidad y reducir SRL (Ryalls et al., 2018),
mientras que en otros experimentos con diversas especies se ha mostrado una cierta
dispersion de los resultados respecto a SRL y RTD, aunque con tendencia a que la
domesticacion se relacione con estrategias mas adquisitivas (Milla et al., 2014). En
cualquier caso, el incremento en SRL y STD podria indicar una menor inversion en
tejido de sostén y almacenamiento y menor longevidad, pero estaria relacionado con
mayor tasa de adquisicion (Eissenstat et al., 2000) en las accesiones R respecto a las Sy
E. Mientras que un mayor SRL aumenta la eficiencia en la exploracion y explotacion
del suelo, también compromete la longevidad de la raiz (Eissenstat et al., 2000;
McCormack et al., 2012). Igualmente, STD es una medida relativa de la inversion a
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tejido absorbente o estructural y, en consecuencia, un mayor STD ha sido relacionado
con mayores tasas de adquisicion de nutrientes (Paula y Pausas, 2011). Ademas, las
accesiones R mostraron mayores concentraciones de [N] en raiz durante el ensayo 1.
Elevadas concentraciones de [N] radical estarian relacionadas, a su vez, con mayor tasa
de adquisicion (Bloom et al., 1992) pero con una menor longevidad (Roumet et al.,
2005; Withington et al., 2006; McCormack et al., 2012). En contraste, la mayor
densidad de tejido radical hallada en accesiones S y E ha sido relacionada con una
mayor longevidad y podria proveer mayor resistencia a la herbivoria subterranea y a la
sequia (Fitter, 1991; Ryser, 1996; Wahl y Ryser 2000; Tjoelker et al., 2005).

Sin embargo, durante el ensayo 2 las accesiones S y E incrementaron SRL y
STD a expensas de una reduccion de su inversion a tejido estructural y de
almacenamiento (menor densidad y peso del sistema radical). Ademas, se produjo un
incremento en la [N] de la raiz, diluyéndose asi las diferencias con R. Resulta dificil
confirmar la prediccion 1 de este capitulo teniendo en cuenta estos resultados
contrastantes. Estas contradicciones podrian estar ligadas a una mayor capacidad
homeostatica en las plantas no domesticadas como ya han sefialado otros autores (Vilela
y Gonzalez-Paleo, 2015; Matesanz y Milla, 2018; Alvarez-Flores et al., 2018). Asi, la
plasticidad del sistema radical en las accesiones no seleccionadas podria estar asociada a
un incremento de la capacidad de exploracion del suelo en relacidn a un recurso
limitante, por ejemplo, debido a unas condiciones ambientales menos favorables
durante el ensayo 2. A pesar de la disponibilidad de riego entre octubre y abril, el
crecimiento vegetal depende en gran medida del agua acumulada en el suelo en los
meses de otofio e invierno que ademas coinciden con los meses de crecimiento
vegetativo, por lo que las menores lluvias durante el otofio e invierno del ensayo 2
podrian haber limitado la disponibilidad de agua y nutrientes en las primeras etapas de
crecimiento vegetativo. Asi, una posible interpretacion seria que en las accesiones Sy E
se producen cambios en el sistema radical hacia un perfil mas adquisitivo para evitar la
sequia (Balachowski et al., 2016), que incluiria una elongacion mas rapiday la
produccion de raices mas largas con menor inversion en carbono (por ejemplo, mayor
SRL), debido a una menor densidad (RTD o menor peso de la raiz; Comas y Eissenstat,
2004; Hernandez et al., 2010; White y Snow, 2012; Pérez-Ramos et al., 2013). En
contraste, las accesiones R no mostraron ninguna variabilidad en los caracteres radicales
entre afos. Esto podria explicarse por restricciones genotipicas o por compromisos
ecofisioldgicos existentes en las plantas cortamente perennes, que mejoran la
adquisicion y la produccion de semillas por encima de la funcién de almacenamiento de
reservas. Sin embargo, para probar la plausibilidad de esta hipotesis seria necesario
realizar otros ensayos complementarios.

En el estadio de madurez, E y S muestran claramente una mayor particion a
raices que R. Este patrén es el mismo que el hallado en el capitulo anterior para la
particion de N y se ha encontrado en otros cultivares y sistemas experimentales tras la
domesticacion o seleccion, por ejemplo, en Oenothera sp (Vilela y Gonzalez-Paleo,
2015) y cebada (Hordeum vulgare; Grossman y Rice, 2012). En relacién con los
caracteres estructurales del sistema radical, el patron fue parecido al observado en
antesis, aunque las diferencias entre accesiones sélo se registraron en P. mendocina.
Esto podria indicar que las accesiones R de P. pinetorum tienden a ser méas
conservativas cuando encaran la madurez, pese a que ello no se corresponde con un
incremento en las reservas de C o N.

En resumen, en el ensayo 1, como predije, las accesiones S y E muestran un
conjunto de caracteres mas conservativo que las R. Sin embargo, durante el ensayo 2
estas diferencias desaparecen debido a que S y E sufren un incremento en sus atributos
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relacionados con la adquisicion, mientras que las R mantienen siempre un perfil
adquisitivo.

4.2.- Cambios en raiz y efecto en la adquisicion y almacenamiento

Las accesiones R mostraron mayor tasa de adquisicién y menor almacenamiento
de reservas que las accesiones Sy E. Las diferencias en la adquisicion pueden ser
explicadas parcialmente por diferencias estructurales en el sistema radical entre las
accesiones (por ejemplo, relaciones positivas de SRL y STD con la tasa de adquisicion),
especialmente durante el ensayo 1, en el que hubo claras diferencias estructurales. Sin
embargo, en el ensayo 2, las diferencias en la tasa de adquisicion de N se mantienen
pese a que las diferencias estructurales desaparecen. Existen dos posibles explicaciones
para este fendémeno. Por un lado, se ha visto que algunas variedades de trigo cultivadas
en Australia entre 1958 y 2007 han incrementado su adquisicion de N, sin cambios
estructurales sino por cambios fisiolégicos como una mayor eficiencia en la captura de
los nutrientes (Aziz et al., 2017). Seria necesario, pues, estudiar las bases fisiologicas de
las diferencias en las tasas de adquisicion de N con el fin de comprobar la plausibilidad
de esta hipdtesis en la domesticacion de cultivos perennes. Por otro lado, las accesiones
R presentaron una mayor biomasa con menor particion a raices y un mayor rendimiento
que las E y las S. En este sentido, una mayor actividad de la biomasa aérea podria
cambiar la relacion fuente-destino dentro de la planta (aumentando la fuerza de los
destinos, como se vio en el capitulo Il de esta tesis), controlando parcialmente la
adquisicioén por parte de la raiz (Cox et al., 1985).

Respecto a la capacidad de almacenamiento, E y S muestran mayores
concentraciones de N (en madurez) y de TNC en ambos experimentos, acompafadas
por una mayor particion a raices, lo que indicaria una mayor fuerza del destino de
almacenamiento en estas accesiones. Sin embargo, durante el afio 2, pese a que se
mantienen las diferencias en concentracion y en particion, los contenidos totales de N y
de TNC en las lineas S y E descienden subitamente. Esto puede deberse a que, si bien el
almacenamiento sigue siendo en estas lineas un destino prioritario (asi lo indican las
concentraciones superiores de ambos componentes), los cambios estructurales del
sistema radical sufridos durante este segundo afio limitan la capacidad de
almacenamiento del sistema radical, disminuyendo asi la cantidad de reservas. En las
lineas R de P. mendocina, sin embargo, la diferencia entre afios no es tan patente. Esto
correlaciona bien con el hecho de que sean las unicas lineas que no presentan ningdn
tipo de modificacion estructural entre afios. Estos resultados coinciden con lo hallado
previamente en P. mendocina (Gonzélez-Paleo et al., 2016a), con las accesiones R
mostrando valores bajos en el contenido en TNC. En resumen: tras la seleccion por
rendimiento la capacidad de almacenamiento se habria visto afectada por cambios en la
estructura radical. Ademas, cambios en los patrones de particion de biomasa 'y N (como
los sefialados en este capitulo y en el anterior) afectarian a la capacidad de almacenar.

En este contexto, es necesario resaltar el papel ambiguo de la concentracion de
N en la raiz. Las accesiones S y E mostraron mayor concentracion de N en raices que
las accesiones R en madurez, pese a que en antesis se encontré el patron inverso. Este
hallazgo coincide con la hipotesis de que el N pueda ser particionado a raices u otros
destinos diferencialmente dependiendo de la funcion prioritaria en cada estadio de
desarrollo. Por ejemplo, durante la antesis el N seria particionado preferentemente a
raices finas con el objetivo de mantener tasas elevadas de actividad y facilitar la
adquisicién (accesiones R mostrando mayores concentracionesde Nque Ey S, y
accesiones S y E aumentando la [N] bajo condiciones desfavorables en antesis);
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mientras que, en madurez, el N sera preferentemente particionado a raices gruesas,
como la raiz primaria, con el objetivo de crear una reserva para el rebrote.

4.3.- Implicancias para la domesticacion de perennes.

La mejora en la produccion de biomasa y semillas ha sido relacionada con un
incremento de la adquisicion de nitrogeno del suelo (Weih et al., 2011; Kaien et al.,
2012; Capitulo 11 de esta tesis). El incremento en la adquisicion, a su vez, esta
controlado por varios factores, entre ellos, la asignacién a biomasa subterranea y las
caracteristicas estructurales del sistema radical, la velocidad maxima de adquisicién de
las raices y la capacidad fisioldgica de las plantas para responder a pulsos de
disponibilidad de nutrientes (Garnett et al., 2009; Iversen et al., 2010; Xu et al., 2012;
Comas et al., 2013; Aziz et al., 2017). En este sistema experimental, la tasa de
adquisicién estuvo parcialmente controlada por las caracteristicas del sistema radical,
especificamente cambios en SRL y STD. En general, lo que se observo es que las
accesiones R mantienen un sistema radical adquisitivo independientemente de las
condiciones ambientales a las que se enfrenten, especialmente durante el periodo critico
de floracién. Un conjunto de caracteres adquisitivo permitiria mantener tasas de
adquisicion elevadas con una menor inversion de C en la construccidon y mantenimiento
del sistema radical, pero implicaria la construccion de raices més finas y menos densas
con menor longevidad y capacidad de almacenamiento (Robinson, 1996; Reich et al.,
1998; Eissenstat et al., 2000; Roumet et al., 2006; Garnett et al., 2009; Wissuwa et al.,
2009; Trubat et al., 2012). EI compromiso con el almacenamiento de reservas (Vico et
al., 2016), tanto nitrogenadas como carbonadas, que se observa en las lineas
seleccionadas podria influir negativamente en su capacidad para sobrevivir a periodos
de estrés y mantener la estabilidad del rendimiento de un afio a otro. En este sentido, se
ha sefialado que la cantidad de carbohidratos no estructurales almacenados es un
importante predictor del crecimiento y el rendimiento a largo plazo (Garcia y Ehrlén,
2002; Gonzalez-Paleo et al., 2016a). Los carbohidratos almacenados en tejidos
subterraneos jugarian un papel crucial en el rebrote y reconstruccion de la biomasa
fotosintética después del invierno (Chapin, 1980). Ademas, la cantidad de recursos
almacenados determina la habilidad competitiva y la tolerancia al estrés de las plantas
(Smith y Silva, 1969; Bloom et al., 1985; Chapin et al., 1990; Chaparro et al., 1996).
Asi, la cantidad total de reservas carbonadas proveeria una estimacion del éxito de las
especies perennes a lo largo de varias temporadas de cultivo (Latzel et al., 2013).

El proceso de domesticacién de plantas perennes deberia considerar estos
compromisos. La bdsqueda del ideotipo de sistema radical para cultivos perennes en
zonas marginales deberia situarse en un punto que permitiese mantener una elevada
capacidad de almacenamiento (por ejemplo, inversién en raiz principal densa y
profunda) y una elevada capacidad de adquisicion (por ejemplo, la construccion de
raices laterales finas y menos densas que permita la exploracion sin una elevada
inversion en carbono). Partiendo de las lineas silvestres, deberia de mantenerse la
jerarquia de las raices (elevadas concentraciones de N y TNC en madurez) sin descuidar
la exploracion lateral del suelo. Para ello se propone un ideotipo de raiz que combine
atributos adquisitivos y conservativos. Este ideotipo seria cercano al propuesto por
Lynch (2008; 2013) que destaca los siguientes atributos: 1) una raiz primaria gruesa y
poco ramificada, 2) numerosas raices secundarias delgadas, superficiales con
proliferacion de ramificacion lateral y pelos radicales, 3) un verticilo superior de raices
superficiales poco ramificadas, 4) ramificacion lateral que no responda a la
disponibilidad local de N. Este autor sugirié que la seleccion de raices mas profundas,
con sistemas radicales extensos, no es Unicamente una estrategia para capturar agua y
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nitratos, sino que podria también ser efectiva en la captura de otros minerales y evitar su
pérdida por lixiviado (por ejemplo sulfatos; Eriksen, 2009), minimizar la erosion
(Loades et al., 2010), y facilitar el secuestro de carbono en el suelo (Kell, 2011; White
et al., 2013), que es justamente lo que se persigue con la domesticacion de perennes.

4.4. Conclusiones

La prediccién 1 se cumplié Gnicamente en el ensayo 1, en el que las accesiones
R mostraron un sistema radical mas adquisitivo que las accesiones E y S. Sin embargo,
en general, el incremento de biomasa y rendimiento debido a la seleccion estuvo
acompafiado de un aumento en la capacidad de adquisicién del sistema radical. Este
aumento de la adquisicion implicé una reduccién de la capacidad de la raiz para
almacenar sustancias de reserva, lo que podria generar problemas para el rebrote en la
temporada de cultivo siguiente y, por lo tanto, una reduccion en la longevidad de la
planta en las accesiones R. La prediccion 2 se cumplio totalmente, ya que las plantas
que presentaron un sistema radical mas adquisitivo presentaron mayores tasas de
adquisicion (generalmente las accesiones R) y las que presentaron un sistema radical
mas conservativo mostraron mayor almacenamiento de sustancias de reserva (en general
las S). El ideotipo de cultivo perenne deberia caracterizarse por poseer atributos en un
punto intermedio entre el perfil adquisitivo de las accesiones R y el conservativo de las
S.
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CAPITULO IV: CAMBIOS EN LA ESTRUCTURA FOLIAR
DEBIDOS A LA SELECCION ¢(QUE RELACION TIENEN CON LA
CONSERVACION DE N?

1.- INTRODUCCION

La eficiencia en el uso del N (NUE) se puede separar en dos componentes: la
productividad de N (materia seca producida por unidad de tiempo y unidad de N en hoja;
An) vy el tiempo medio de residencia (cociente entre el pool de N y el N perdido; MRT)
que es una medida de cémo se conserva el N (Berendse y Aerts, 1987). EI NUE y sus
componentes (MRT y An) a nivel foliar son de especial interés debido a que la mayor
proporcién del N de la planta es particionado a las hojas donde esta implicado en la
actividad fotosintética (Evans 1989; Hirose, 2012). El patrén de uso y conservacion de N
foliar puede influir en el uso de N en la planta entera y consecuentemente en su
crecimiento. Asi, el analisis de los patrones de uso foliar, como por ejemplo la
retraslocacion y la proficiencia, podrian ayudar a entender la NUE al nivel de planta
(Hirose, 2012; Capitulo 11).

En el capitulo 1l de esta tesis se encontré que las accesiones seleccionadas por
rendimiento presentaban un menor tiempo medio de residencia foliar que las silvestres y
las de rendimiento estable. Se propusieron mecanismos relacionados con la variacion
fuente-destino resultante de incrementar la asignacion de N a reproduccion como
determinantes de cambios en la hoja (Pornon y Lamaze 2007; Marty et al., 2010; Pornon
et al., 2011; Hirose, 2012; Gaju et al., 2014; Pastor-Pastor et al., 2018; capitulo II). Aqui
se profundiza en los cambios foliares que explican diferencias en la conservacion de N.

A nivel foliar, la capacidad de conservacion de N estd mediada por varios
caracteres, por ejemplo, la [N] en hoja, la eficiencia de reabsorcidn, longevidad foliar y
la estructura foliar (por ejemplo, area foliar especifica —SLA-; Hirose, 2012). Se ha
propuesto que existe un compromiso entre los atributos relacionados con la productividad
y los relacionados con la conservacion (Berendse y Aerts, 1987; Aerts, 1995; Silla y
Escudero, 2004; Yuan et al., 2008; Iversen et al., 2010; Pastor-Pastor et al., 2018; capitulo
I1). Generalmente se acepta que las especies perennes que viven en sistemas aridos o con
baja disponibilidad de N son menos productivas, pero mas eficientes en la conservacion
(Vazquez de Aldana y Berendse, 1997; Aerts y Chapin, 2000; Silla y Escudero, 2004).
Estas especies presentarian un conjunto de atributos foliares caracterizado por bajo
contenido en N, elevada longevidad foliar, baja area foliar especifica (SLA) y elevada
eficiencia de reabsorcion de nutrientes que contribuyen a una baja dependencia de fuentes
externas y limitan la pérdida (Aerts, 1996; Aerts y Chapin, 2000; Wright et al., 2002).

La seleccién por alto rendimiento de grano aplicada a especies perennes produce
algunos cambios indirectos en la morfofisiologia de las hojas, tales como, aumentos en el
SLA y la asimilacién de CO2 (Pujol et al., 2008; Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a) y un
cambio general en la estrategia de la planta de conservativa a adquisitiva (Gonzalez-Paleo
y Ravetta, 2011a; Vilela y Gonzalez-Paleo, 2015; Milla et al., 2015). Estos cambios
podrian influir negativamente en la longevidad de las hojas o0 en su estructura (por
ejemplo, aumento en SLA; Reich et al., 1999, Kikuzawa, 2004) e incrementar la pérdida
de N por senescencia (por ejemplo, alterando los patrones de reabsorcién; Garcia-Palacios
et al., 2013). En conjunto, estos cambios limitarian la conservacion de nutrientes y
podrian reducir la longevidad de la planta, comprometiendo la produccién de semilla en
ambientes con baja disponibilidad (Pimm, 1997; Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2012; Pastor-
Pastor et al., 2018; capitulo II). Desde la perspectiva de la domesticacién de perennes,
estos cambios serian indeseables en un ideotipo para zonas con baja disponibilidad de
nutrientes, ya que aumentarian la dependencia de la planta de fuentes externas. Es
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necesario identificar estas variaciones y sus relaciones con la conservacion de nutrientes
con el fin de definir criterios de seleccion que permitan aunar las caracteristicas
adquisitivas y conservativas de cultivos de alto rendimiento y plantas silvestres. El
objetivo de este capitulo es contestar a: ¢ Qué caracteres de las hojas se diferencian entre
accesiones? ¢ Las diferencias en las hojas, si existen, afectan la capacidad de conservacion
de N?

Objetivo 1: Evaluar el efecto de la seleccidn por rendimiento de grano y
estabilidad del rendimiento sobre los caracteres foliares relacionados con el uso de N 'y
su conservacion.

Hipotesis 1: Los distintos criterios de seleccion produciran cambios en la
estructura foliar que podrian afectar a la capacidad de conservacion de N y el
rendimiento.

Prediccidn 1: Las accesiones R presentaran mayor area foliar especifica (SLA),
tasa de senescencia y concentracion de N en hoja verde y senescente y menor
longevidad foliar, particidn a hojas y eficiencia en la reabsorcion de N (NRE, por sus
siglas en inglés N resorption efficiency) que las Sy E.

Objetivo 2: Evaluar el efecto de los cambios en los caracteres foliares sobre la
conservacion de N a nivel foliar (medido como MRTHgja; tiempo medio de residencia de
N en la hoja).

Hipdtesis 2: Los cambios en la estructura foliar provocados por la seleccion por
alto rendimiento de grano implicaran cambios en la conservacion de N en la hoja.

Prediccion 2: Los cambios producidos en SLA, tasa de senescencia,
concentracion de N en hojas verdes y senescentes y longevidad foliar, particion a hojas
y reabsorcion en las lineas de alto rendimiento (R) generaran una reduccion del tiempo
medio de residencia de N foliar (MRTHgja) €n estas accesiones respecto a las silvestres
(S) y estables (E), que mantendran el MRT estable.

2.- MATERIALES Y METODOS

Utilicé las plantas cosechadas en el estadio de madurez en los dos ensayos
descritos en la seccion de materiales y métodos del capitulo | para realizar las siguientes
mediciones:

2.1- Medidas de la hoja y anélisis quimico

Longevidad foliar y senescencia: Determiné el inicio de la senescencia foliar
monitoreando semanalmente 1 planta/parcela; 6 parcelas/tratamiento. Para el calculo de
la longevidad foliar marqué con un pequefio lazo amarillo una hoja de la roseta al azar
por planta durante las Gltimas fases de la etapa vegetativa al final del invierno. Marqué
hojas recientemente emergidas, pero ya totalmente expandidas (consideré que estaban
expandidas cuando median al menos 1 centimetro de longitud). La longevidad foliar se
expresd en dias desde que se marcd hasta su senescencia aparente. Consideré que una
hoja estaba senescente cuando més del 50% de la lamina foliar estaba clordtica (color
amarillo oscuro).

Medidas morfologicas y de asignacion: A partir de las plantas cosechadas en el
estadio fenologico de madurez de ambos ensayos (6 repeticiones por especie, accesion y
afio) digitalicé la superficie foliar verde utilizando un scanner y posteriormente sequé
las muestras a 50 °C hasta peso constante. Determiné el area foliar total por planta
utilizando UTHSCSA Image Tool for Windows, version 2.02 con una precision
milimetrica. Dividi la biomasa en: raices, hojas, tallos vegetativos, semillas y
estructuras reproductivas anexas (tallo floral méas capsulas sin semillas; Craine et al.,
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1999). Pese la biomasa en una balanza electrénica con una precision de 0,0001 gramos.
Calculé la proporcion de biomasa de hojas (LMR) y el area foliar especifica (SLA).

Analisis quimicos y calculos: Determiné la concentraciéon de N en hojas verdes
([N]verde) y senescentes ([N]sen, también llamado proficiencia), utilizando el método
de Kjeldahl (Scales y Harrison, 1920). Realicé estos analisis en los laboratorios del
Museo Paleontolégico Egidio Feruglio. Con estos datos y los de particién de biomasa
calculé: Pool de N en hoja verde (producto de la concentracion de N en hoja verde —
[N]verde—y la masa de hoja de verde —-DMverde— en cada planta), pool de N en hojas
senescentes (producto de la concentracion de N en hoja senescente —[N]sen—y biomasa
de hoja sensecente -DMsenes-) y tasa de senescencia (cociente entre la cantidad total
de N absorbido y el peso de la raiz y el tiempo transcurrido). Ademas, calculé la
eficiencia en el uso de N foliar (NUE) y sus componentes: productividad (An; g
biomasa g N afio!) y tiempo medio de residencia (MRT; afios; Berendse y Aerts,
1987); y la reabsorcion de N desde hojas senescentes, cuantificado como: 1) Eficiencia
de reabsorcion (NRE, que es la proporcion de N en hojas verdes que se reabsorbe
durante la senescencia foliar; Vitousek, 1982) y/o 2) proficiencia (que es una medida de
cuanto N se pierde en hojas senescentes: menor concentracion de nitrégeno en hoja
senescente implica mayor proficiencia; Killingbeck, 1996). En el Cuadro 4.1 se indican
todas las variables analizadas, definicion y unidades.

Cuadro 4.1: Definiciones y unidades de los caracteres foliares utilizados para caracterizar las
accesiones.

VARIABLE DEFINICION UNIDADES
LMR Cociente entre el peso seco de las hojas y la biomasa total gg*
DM Verde Peso seco total de hojas verdes s
DM senes Peso seco total de hojas senescentes g
Pool N Verde Contenido total de N en hojas verdes mg
Pool N Sen Contenido total de N en hojas senescentes mg
Tasa sen Peso seco de hojas senescentes por unidad de tiempo g afio*
Area Area foliar total cm?
[N] verde Concentracion de N en hoja verde mg g?
[N] Sen Concentracion de N en hoja senescente mg g*
NRE Eficiencia en la reabsorcion de N. Se calcula como: ([N]verde- %

[N]sen)/[N]verde)*100
SLA Cociente entre el &rea foliar verde y su peso cm?g?
LLS Longevidad foliar dias

2.2.- Andlisis estadistico

ANOVA de tres factores fueron realizados para identificar las fuentes de
variacion significativas en los caracteres foliares entre las accesiones, especies y afios de
cultivo y analizar sus interacciones (doble interaccion: afio*especie, accesion*especie,
accesion*afio; y triple interaccion: afio*especie*accesion). EI modelo simbdlico de este
analisis se expresa en capitulo 1. Cuando alguna de estas interacciones resultd
significativa se aplicO ANOVA de uno y dos factores para explorar las diferencias entre
accesiones dentro de las especies y afios. La minima diferencia significativa (LSD;
Least Significant Difference) fue calculada para un P valor de 0,05 con el fin de
comparar entre accesiones. Para comparar entre medias cuando no hubo interaccién
(LMR, DM senes, Pool senes, Tasa sen, [N]verde, [N] sen) se muestra LSD calculada
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para 60 grados de libertad y N= 24. Para comparar entre accesiones y afios 0 especies
cuando una doble interaccion fue significativa (NRE y LLS) se calculé LSD para 33
grados de libertad y N= 12. Cuando triple interaccion fue significativa (SLA) se calcul6
para 15 grados de libertad y N= 6. No realicé esta comparacion entre especies o0 afios ya
que no era el objetivo de este trabajo, pese a que incluimos los resultados del ANOVA
con el fin de incluir toda la variabilidad existente en el sistema y probar que el término
residual del ANOVA esta basado en los grados de libertad correctos.

Para investigar las relaciones entre los caracteres foliares y la conservacion de N
se realizaron regresiones simples enfrentando el tiempo medio de residencia foliar del N
(MRTHoja) a los diferentes caracteres. Para comprobar el supuesto de normalidad y
homocedasticidad realicé tests de Shapiro-Wilk y de Levene. Se aplicé transformacion
logaritmica para satisfacer los supuestos de ANOVA y regresion en todas las variables.
El programa usado para los analisis ANOVA y de correlacion fue InfoStat version
2009.

3.- RESULTADOS
3.1.- Efecto de la seleccion sobre los caracteres foliares

Se registraron diferencias entre accesiones consistentes entre afios y especies
para la particion de biomasa a hojas, la biomasa senescente (DMsen), el pool de N
senescente, la tasa de senescencia (Tasa sen), la [N]verde y la [N] senescente (Cuadros
4.2 y 4.3): Las accesiones R presentaron mayor biomasa senescente, pool N senescente,
tasa de senescencia y [N]senescente y una menor particion de biomasa a hojas y [N]
verde que las Sy E (Cuadro 4.3).

Cuadro 4.2: Fuentes de variabilidad en caracteres foliares. Se muestran F y significancia
(-<0,1, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, ns = no significativo) de los efectos principales y
las interacciones del afio (afio), especie (sp) y accesion (ac) del analisis ANOVA. gl= Grados
de libertad. CMenor= Cuadrado medio del error. LMR= Particion a hoja. DM Verde= Peso
hoja verde. DMsen= Peso hoja senescente. Pool Verde= Contenido de N en hoja verde. Pool
Sen= Contenido N en hoja senescente. Tasa sen= Tasa de senescencia. Area= Area foliar
total. [N] verde= Concentracién N en hoja verde. [N]sen= Concentracion N en hoja
senescente. NRE= Eficiencia en la reabsorcion de N. SLA= Area foliar especifica. LLS=
Longevidad foliar.

ANO SP AC ANO*SP ANO*AC SP*AC ANO*SP*AC CMerror

gl 1 1 2 1 2 2 2 60

LMR (g g} 37,42%*%* 21 71*** 16,64*** 8,63** 0,79ns  0,56ns  1,70ns 0,02
DM Verde (g) 68,12***  1,78ns 2,58ns 18,57*** 192ns  0,11ns 0,31ns 0,07
DM senes (g) 8,40** 0,17ns 4,09* 1,85ns 0,37ns 1,19ns 1,85ns 0,07
Pool N Verde (g)  50,29*** 514* 1,60ns 30,43*** 194ns  0,27ns  0,03ns 0,08
Pool N Sen (g) 12,03**  14,51*** 797*** (,06ns 0,69ns  2,72ns  2,31ns 0,09
Tasasen (ga?) 7,24%* 0,17ns 4,32* 1,85ns 0,30ns  1,19ns  1,85ns 0,04
Area (cm?) 14,65***  2.81ns 0,75ns 16,25*** 1,80ns 1,14ns 1,31ns 0,09
[N] verde (mg g1) 4,61* 10,07** 3,11* 20,70*** 0,55ns  0,47ns  1,35ns 0,01
[N] Sen (mg g2) 2,81ns 38,00*** 4,48* 6,54* 0,35ns 2,80ns 1,32ns 0,03
NRE (%) 7,87** 13,77*** 10,44*** 0,71ns 0,004ns  4,58* 2,02ns 0,01
SLA (cm? gl 188,12*** 10,44** 2,97* 0,39ns 3,60 547**  6,83* 0,01
LLS (dias) 4,93* 0,39ns  7,03**  0,01ns 0,08ns  5,04**  0,03ns 0,01

MRT Hoja (afio) 6,72* 1,96ns 6,78**  1527*** 091ns  1,09ns  1,84ns 0,14
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En el resto de los caracteres las diferencias entre accesiones dependieron de la
especie (interaccion significativa entre accesion y especie para NRE y LLS y una triple
interaccion para el SLA; Cuadro 4.2). En P. pinetorum la estructura y funcionamiento
foliar solo se vieron afectadas por el criterio de seleccion por rendimiento: las
accesiones R mostraron menor eficiencia en la reabsorcion (NRE) y una menor
longevidad foliar, lo que resulté en un mayor pool de N perdido en el tejido senescente
(Pool Ns) gue las accesiones estables (E) y la silvestre (S; Cuadro 4.3). El criterio de
seleccion por estabilidad del rendimiento no generé cambios asociados a nivel foliar. En
P. mendocina, sélo se registraron diferencias entre accesiones en la longevidad foliar,
pero las diferencias fueron provocadas tanto por el esquema de seleccion para
incrementar el rendimiento como por el de rendimiento estable: las accesiones Ry E
una menor longevidad foliar que las S (Cuadro 4.3). EI SLA, por su parte, fue mayor, en
general, en el afio 2 y s6lo hubo diferencias entre accesiones en el afio 1 de P.
mendocina con las accesiones E mostrando el mayor valor (Cuadro 4.3).

Cuadro 4.3: Comparacién de medias entre accesiones para los caracteres foliares. Para
comparar se muestra la minima diferencia significativa (LSD). Se muestran los valores sin
transformar y entre paréntesis transformados por logaritmos. LMR= particién a hojas (Leaf
Mass Ratio). DMsen= Peso hoja senescente. Pool Verde= Contenido de N en hoja verde. Pool
Sen= Contenido N en hoja senescente. Tasa sen= Tasa de senescencia. [N] verde=
Concentracion N en hoja verde. [N]sen= Concentracién N senescente. NRE= Eficiencia en
reabsorcion de N. SLA= Area foliar especifica. LLS= Longevidad foliar.

VARIABLES SP ANO Rendimiento (R) Estabilidad (E)  Silvestre (S)  Facces LSD
INTERACCION NO SIGNIFICATIVA
LMR (g g} 0,13 (-0,90) 0,22 (-0,70) 0,21 (-0,71) 0,08
DM senes (g) 1,64 (0,19) 1,31 (0,03) 1,25 (-0,02) 0,15
Pool Sen (mg) 13,13 (1,00) 8,02 (0,81) 7,21 (0,65) 0,18
Tasasen (g a?) 1,78 (0,25) 1,47 (0,08) 0,03 (1,41) 0,15
[N] verde (mg g%) 21,91 (1,32) 24,38 (1,38) 24,6 (1,38) 0,05
[N] Sen (mg g1) 7,73(0,82) 6,53 (0,79) 5,39 (0,68) 0,10
INTERACCION ACCESION * SP SIGNIFICATIVA
NRE (%) P. mendocina 74 (-0,14) 74 (-0,14) 0,81(-0,09) 1,9ns 0,07
P. pinetorum 55 (-0,26) 71 (-0,15) 75 (-0,13) 17,77%** 0,05
Fsp 12,67** 0,27ns 2,80ns
LLS (dias) P. mendocina 124,25 (2,09) 105,75 (2,00) 144,00 (2,15) 5,71** 0,09
P. pinetorum 106,00 (2,02) 120,58 (2,08) 12758 (2,10) 7,87** 0,04
Fsp 5,94* 2,67ns 3,69ns
INTERACCION ACCESION * SP * ANO SIGNIFICATIVA
SLA (cm2 g} P. mendocina 1 1,65 (45,53) 1,90 (86,43) 1,68(48,81) 8,16** 0,14
2 1,97 (94,27) 1,99 (97,95) 2,06 (115,21) 3,12ns 0,08
Faro  57,22%** 1,30ns 81,64***
SLA (cm? g?) P. pinetorum 1 69,44 (1,83) 61,68 (1,78) 61,53 (1,79) 0,58ns 0,11
2 121,76 (2,08) 124,24 (2,09) 116,72 (2,07) 0,72ns 0,05
Fafo  32,15%** 40,51*%** 148,02***
COMPARACIONES NO SIGNIFICATIVAS
DM verde (g) 2,55 (0,41) 2,09 (0,32) 3,10 (0,49)
Pool N verde (mg) 58,99 (1,77) 53,89 (1,73) 76,61 (1,88)

Area foliar (cm?) 189,48 (228) 159,12 (2,20) 207,78 (2,32)
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Dadas las interacciones especie/accesion significativas existentes en muchos de
los caracteres evaluados, las correlaciones de los caracteres estructurales y funcionales
de la hoja con el tiempo medio de residencia (MRT) se analizaron para cada especie por
separado (Cuadro 4.4, Fig. 4.1). En P. mendocina, el mecanismo de conservacion de N

a nivel foliar (MRThoja) estuvo determinado fundamentalmente por cambios en los
patrones de reabsorcion de N antes de la senescencia (NRE y proficiencia —[N]sen) vy,

en menor medida, por la tasa de senescencia y la particion a hoja verde al final de ciclo

(LMR; Cuadro 4.4, Fig4.1 A, B, E, F, I). En P. pinetorum el mecanismo de
conservacion de nitrégeno en la hoja fue diferente. La variacion en MRT woja fue,
ademas de por cambios en la particion (en LMR y Pool N verde), principalmente

resultado de cambios en la estructura foliar (SLA), en la longevidad (LLS) y la tasa de

senescencia, pero también debida a variaciones en la asignacion de N verde al final de
ciclo (Cuadro 4.4, Fig. 4.1 A, B, C, D, G, H).

Cuadro 4.4: Parametros de las regresiones simples entre los caracteres foliares y la capacidad

de conservacion foliar (MR Twoja) para cada especie (N= 36) con los dos afios y las tres lineas
juntas. Se muestran valores F y significancia (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001; ns = no

significativo).

Variable Sp F R?
LMR (g g?) P. mendocina 5,10* 0,13
P. pinetorum 34,82*** 0,51
Pool Verde (g) P. mendocina 10,59** 0,24
P. pinetorum 39,78*** 0,54
[N] verde (mg g %) P. mendocina 0,94ns 0,03
P. pinetorum 4,02* 0,11
Tasasen (g a?) P. mendocina 8,51** 0,20
P. pinetorum 6,94* 0,17
Pool Sen (g) P. mendocina 69,72*** 0,67
P. pinetorum 4,06ns 0,11
[N] Sen (mg g2) P. mendocina 39,52*** 0,54
P. pinetorum 0,01ns 0,00
LLS (dias) P. mendocina 2,77ns 0,08
P. pinetorum 7,74*%* 0,19
SLA (cm? g1 P. mendocina 0,07ns 0,00
P. pinetorum 18,86*** 0,36
NRE (%) P. mendocina 28,80*** 0,46
P. pinetorum 0,60ns 0,02
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Figura 4.1: Analisis de las relaciones entre los caracteres foliares y la conservacion de N foliar
(medido como tiempo medio de residencia en la hoja -MRTwoje-). Los caracteres son: A) LMR

(particién a hojas), B) Contenido de N en hojas verdes, C) Concentracion de N en hojas verdes, D)

Tasa de senescencia, E) Contenido de N en hojas senescentes o proficiencia, F) Concentracion de N
en hojas senescentes, G) area foliar especifica, H) longevidad foliar e I) Eficiencia en la reabsorcion.
La linea s6lida muestra la regresion significativa para P. mendocina, la linea de guiones la regresion
significativa para P. pinetorum. PR=P. pinetorum, accesion R (alto rendimiento). PE=P. pinetorum,
accesion E (rendimiento estable). PL=P. pinetorum, accesion silvestre. MR=P. mendocina, accesion
R. ME=P. mendocina, accesion E. ML=P.mendocina accesion S (silvestre).

4.- DISCUSION

En otros estudios se ha descrito que la seleccion por alto rendimiento de grano
genera un aumento de SLA (Pujol et al., 2008; Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011a) y la
concentracion de N en tejido senescente (Garcia-Palacios et al., 2013) y una reduccion
de la capacidad de conservacién de nutrientes (Vico et al., 2016; Pastor-Pastor et al.,

2018; Pastor-Pastor et al., 2019; capitulo Il de esta tesis). Basado en ello, predije que las

accesiones de alto rendimiento presentarian una mayor pérdida de N por senescencia y
una menor longevidad foliar, y que serian esas diferencias las causantes de que las
accesiones R presenten menor capacidad de conservacion de N. En nuestro sistema
experimental, se confirma que la seleccion por alto rendimiento lleva aparejadas
variaciones indirectas a nivel foliar. Las plantas seleccionadas presentan una mayor
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pérdida de N tanto por una elevada tasa de senescencia, como por una elevada
concentracion de N en el tejido senescente. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Garcia-Palacios et al. (2013) que compara accesiones domesticadas y
silvestres en una gama amplia de especies, y concluye que las primeras mostraban
mayor concentracion de N en tejidos senescentes que las segundas. La elevada tasa de
senescencia podria deberse a un aumento de la fuerza de los destinos reproductivos, lo
que favoreceria la retraslocacion de N a semilla. Varios estudios han confirmado que un
incremento en la retraslocacién debido a un aumento en la demanda reproductiva podria
acelerar y aumentar la senescencia foliar (Guitman et al., 1991; Nambiar y Fife, 1991,
Hikosaka et al., 1994; Ono et al., 2001). Este hecho parece confirmarse al observar los
patrones de particion de biomasa y N a hojas en madurez y la disminucion de
longevidad foliar observada en accesiones R, ya que estas accesiones presentan menor
particion a hojas, posiblemente debido a la elevada senescencia sufrida y a la
retraslocacion de N y C hacia tejido reproductivo. Pese a ello no registre variaciones
entre accesiones en SLA, lo que podria significar que una mayor longevidad se ha
conseguido sin cambios significativos en inversion en tejidos foliares (Milla 'y
Matesanz, 2017).

Por otro lado, las accesiones R muestran mayor cantidad de N perdido por
unidad de hoja senescente, lo que estaria relacionado con cambios en las pautas de
reabsorcion de N. La reabsorcidn de N desde tejidos senescentes esta controlada por
muchos factores (Yuan y Chen, 2009), tales como la disponibilidad de N (Aerts, 1999),
la edad de la planta (Yuan y Chen, 2010, Pastor-Pastor et al., 2015), la demanda por
parte de tejidos en crecimiento como hojas o maquinaria reproductiva (Mooney, 1983;
Aerts, 1996; Vazquez de Aldana y Berendse, 1997; Killingbeck y Withford, 2001;
Masclaux-Daubresse et al., 2008) o el coste de adquisicion de N (Wright y Westoby,
2003; Fisher et al., 2010). Esta ultima podria explicar que las accesiones R presenten
una menor proficiencia (mayor N en hojas senescentes): en estas plantas el coste de
adquisicion de N desde el suelo durante el primer afio, debido a las caracteristicas
adquisitivas de sus raices, podria ser menor que el de reabsorcion por lo que resulta
energéticamente mas rentable adquirir N que reabsorberlo. El aumento de N en tejido
senescente tendria efectos ambiguos. Por una parte, aumentaria la cantidad de N perdido
por la planta, disminuyendo su capacidad de conservacion de nutriente y por lo tanto
haciéndola més dependiente de las condiciones ambientales. Por otra parte, se ha
sefialado que el tejido senescente con baja relacion C:N facilitaria la mineralizacion de
la materia organica y permitiria un reciclado de nutrientes més rapido en el suelo,
manteniendo la fertilidad edéafica (Garcia-Palacios et al., 2013).

Estos cambios explicarian las diferencias halladas entre accesiones para la
capacidad de conservacion de N foliar (MRTHoje). Pese a que las diferencias entre
accesiones son relativamente consistentes entre especies y afos, se observa que las dos
especies de este sistema experimental presentan diferentes estrategias de control de la
conservacion de N. En el caso de P. pinetorum, el principal factor que control6 la
conservacion de N fue la particion de N a hojas y el mantenimiento de una elevada
cantidad de hoja verde. El aumento de la fuerza de los destinos reproductivos por
seleccién implicaria un aumento de la retraslocacion de N a semillas desde hojas. Por un
lado, el objetivo principal del N reabsorbido seria cubrir las necesidades reproductivas y
no la produccion de nuevo tejido foliar. Por este motivo se reduce la particion a hojas a
final de ciclo y se reduce el MRT. Por otro lado, la retraslocacion de N desde hojas a
estructuras reproductivas generaria una reduccion de la longevidad foliar aumentando la
cantidad de N perdido por senescencia, contribuyendo asi a que las accesiones R
muestren menor capacidad de conservacion de N a nivel foliar. En afios poco
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favorables, la reabsorcidn hacia tejido reproductivo y la pérdida de N por senescencia en
accesiones R podria significar una disminucion muy significativa de la longevidad de la
planta, ya que después de la cosecha no quedarian hojas que pudieran mantener la
asimilacién de carbono, ni tampoco reservas que permitieran el rebrote, ya que la
produccion de semillas habria consumido todo.

En P. mendocina, las variaciones en el MRT dependen de variaciones en la tasa
de senescencia y la cantidad de N perdido en tejido senescente y, en menor medida, en
que el N retraslocado sea destinado a produccion de nuevo tejido foliar. En este sentido,
las accesiones R y E al aumentar la fuerza de los destinos reproductivos (via un
aumento de la particion a semillas; Pastor-Pastor et al., 2018; capitulo Il) aumentan la
tasa de senescencia con el fin de aumentar la disponibilidad de N para semillas, el N de
las hojas en estas accesiones pasa a las semillas y de ahi a ser perdido, reduciendo el
MRT por dos vias: directamente mediante una mayor pérdida por senescencia e,
indirectamente, reduciendo el N disponible para particionar a hojas a final de ciclo.
Ademas, estas accesiones muestran ser menos eficientes en la reabsorcion, por lo que
pierden mas N en sus tejidos senescentes, disminuyendo la capacidad de conservacion
de N.

4.1. Concluciones

La prediccion 1 se cumplié parcialmente: Las hojas de las accesiones R
presentaron una mayor pérdida de N y menor longevidad foliar; sin embargo, no se
registraron diferencias en SLA posiblemente debido a la elevada variabilidad interanual
de esta variable. En general, la prediccion 2 se cumplid, ya que los cambios registrado
tras la seleccion en los atributos foliares repercutieron en una menor capacidad de
conservacion de N en las hojas. Estos cambios fueron diferenciales para cada especie,
ya que implican mecanismos de conservacion de nitrégeno distintos y podrian indicar
que la domesticacion actua de forma diferencial segun la especie domesticada.
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CAPITULO V: DISCUSION GENERAL

SUBCAPITULO 5.1: RELACIONES FUNCIONALES

En los capitulos previos he demostrado en dos especies del género Physaria que
la seleccidn por rendimiento de grano causa cambios a nivel de planta en la particion de
N y en su uso y conservacion; a nivel de raiz en los atributos que determinan la
capacidad de conservacion y adquisicion de N y en la formacion de reservas
carbonadas; y a nivel foliar en los atributos relacionados con la conservacion de N.
Estos cambios afectan al rendimiento de la planta, a su capacidad para conservar
nutrientes y acumular reservas. Sin embargo, resta analizar el efecto de los cambios en
un nivel sobre los otros niveles.

Se ha sefialado que deberia haber una relacion entre los caracteres de diferentes
niveles, por ejemplo, entre la raiz y la hoja. Si una planta presenta un tipo de sistema
radical adquisitivo (por ejemplo, con un elevado SRL) se espera que presente un tipo de
hoja adquisitiva (por ejemplo, un elevado SLA; Roumet et al., 2006; Freschet et al.,
2015; 2017; Poorter y Ryser, 2015). Por un lado, la raiz, como 6rgano encargado de la
adquisicion de agua y nutrientes y, en muchos casos, de la cantidad de reservas, podria
controlar la actividad de la parte aérea limitando la productividad a la capacidad de
absorcion de la planta o a la disponibilidad del recurso en el suelo (Lynch y Brown,
2008). Por ejemplo, como una planta reabsorbe nutrientes desde tejido senescente esta
controlado por el balance de coste energético existente entre reabsorberlo o adquirirlo
del suelo (Fisher et al., 2014). Cuando un nutriente es escaso o si el sistema radical esta
poco capacitado para adquirirlo, el gasto energético de su adquisicion aumentaria. Si
este gasto aumenta por encima del de reabsorcién se favorece la senescencia de la
biomasa aérea para reutilizar nutriente y, por lo tanto, se limita la capacidad
fotosintética de la planta (Wright y Westoby, 2003; Hirose, 2012). Por su parte, otros
autores han sefialado el camino inverso: la estructura y funcion del sistema aéreo
controlarian la actividad del sistema radical (Cox et al., 1985; Pornon y Lamaze 2007,
Marty et al., 2010; Pornon et al., 2011). Por ejemplo, un aumento de la produccion de
biomasa o semillas implicaria la necesidad de adquirir mas nutrientes (Pornon et al.,
2011).

En cualquier caso, si la seleccidn produce cambios en cOmo se particionan y se
usan los nutrientes a diferentes niveles de la planta, lo esperable seria que estos cambios
estuvieran acoplados entre niveles y controlasen el éxito competitivo y/o reproductivo
de la planta y su longevidad. En este capitulo evaluaré las relaciones funcionales entre
diferentes niveles de particion de la planta: sistema radical, hojas y planta entera para
tratar de explicar la pérdida de atributos relacionados con la perennidad en plantas
seleccionadas. El objetivo general es determinar si los cambios producidos a diferentes
niveles de particion de la planta (foliar, radical y de planta entera) estan coordinadas
entre si.
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1.- Cambios en el rendimiento y el destino de N retraslocado
1.1.- Hoja

En los capitulos Il y 111 mostré que la seleccion habia producido cambios
indirectos en la capacidad de la planta para conservar N a nivel de planta enteray a
nivel foliar. Esto podria deberse a que el aumento del rendimiento y particion a semilla
alterarian la relacion fuente-destino de la planta y cambiarian la jerarquia de los
destinos, anteponiendo la removilizacidén de N a semilla por encima de otros destinos
vegetativos. Los datos de mi tesis apoyan esta hipdtesis, ya que los aumentos de
rendimiento en accesiones R se corresponden con aumentos de la tasa de senescencia a
final de ciclo (Fig. 5.1 A). La senescencia en estos casos podria cumplir inicamente un
papel de fuente de C y nutrientes (Masclaux-Daubresse et al., 2008) de facil
movilizacion para la produccion de semilla. Asi parece indicarlo la relacion existente
entre el rendimiento y la concentracion de N en hojas verdes a final de ciclo: las plantas
que presentaron un mayor rendimiento y mayor particion a semillas (mayoritariamente
accesiones R) presentaron también menor concentracion de N en hoja (Fig. 5.1 By C),
indicando que podria haber una relacion entre la fuerza del destino reproductivo y la
jerarquia de particion a 6rganos vegetativos, en este caso hojas (Pornon et al., 2011).
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Figura 5.1: Relaciones del A) rendimiento con la tasa de senescencia, B) del rendimiento con la
concentracion de N en hojas verdes a final de ciclo y C) de la particion a semillas (NHI) con la
concentracién de N en hojas verdes a final de ciclo. Se muestran los valores F de las regresiones
y su significancia (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001). R= Accesiones de alto rendimiento. E=
Accesiones de rendimiento estable. S= Accesiones silvestres.
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1.2.- Raiz
Similarmente a lo descrito para la hoja, en el capitulo 11 se mostr6 que las

accesiones de alto rendimiento contenian menor concentracién de reservas carbonadas y
N en la raiz. Esto se explicd por una divergencia en la jerarquia de los destinos de Cy N
entre accesiones. Al aumentar el rendimiento, aumenta la fuerza del destino
reproductivo, por lo que una mayor parte del N y C disponible tiende a ser dirigido
hacia semilla. Esta hipétesis se confirma al relacionar las concentraciones de TNCy N
en raiz con el rendimiento y la particion a semillas (NHI; Fig. 5.2). Las plantas que
presentan un mayor rendimiento tienden a presentar menores concentraciones de N y
TNC en raiz a fin de ciclo, posiblemente porque un aumento en la produccion de semilla
implique una mayor cantidad de N y C removilizado a destinos reproductivos.
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Figura 5.2: Relaciones entre A) el rendimiento y la concentracién de reservas en la raiz (TNC), B)
el rendimiento y la concentracion de N en raiz a final de ciclo, C) la particién de N a semillas
(NHI) y la concentracién de reservas carbonadas en raiz (TNC) y D) NHI y la concentracion de N
en raiz a final de ciclo. Se muestran los valores F de las regresiones y su significancia (*P< 0,05,
**pP< (0,01; ***P< 0,001). R= Accesiones de alto rendimiento. E= Accesiones de rendimiento

estable. S= Accesiones silvestres.
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2.- Cambios en la raiz y consecuencias en la hoja
En los capitulos 11 y 1V se mostré que una de las causas de que las accesiones de

alto rendimiento mostrasen una menor capacidad de conservacion de N era la mayor
pérdida por senescencia foliar. Las accesiones R son menos proficientes y menos
eficientes en la reabsorcion de N. Se ha propuesto que la reabsorcion pudiera estar
controlada por muchos factores, entre ellos la relacion entre el coste de adquirir un
nutriente y el coste de reabsorberlo (Wright y Westoby, 2003; Fisher et al., 2014). En
este sentido, cuando el nutriente esta disponible y la raiz tiene capacidad para absorberlo
su coste de adquisicion seria pequefio en comparacion al de reabsorberlo de otros
tejidos. En este sistema experimental, las accesiones R presentan una mayor capacidad
de adquisicion y también una mayor pérdida de N por senescencia foliar. Ambos
caracteres estan acoplados: las plantas que presentan mayor capacidad de adquisicion
(mayor tasa de adquisicion, SRL y STD) pierden mas N por senescencia (Fig. 5.3 A, B
y C), sugiriendo que efectivamente podria haber un balance entre el coste de adquirir un
nutriente y el de reabsorberlo. Esto es especialmente notable en las accesiones R, cuya
relacion entre la capacidad de adquisicion de la raiz y la proficiencia es mas acusada
que en el analisis para todo el conjunto de datos (Fig. 5.3 B y C), reforzando la hipétesis
de un balance entre adquisicion y reabsorcion dependiente de las caracteristicas de la
raiz (estructura y capacidad de exploracion y absorcion, por ejemplo, SRL y STD).
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Figura 5.3: Relacion entre: A) la tasa de adquisicion de N y la proficiencia (concentracion de N
en hoja senescente; B) la longitud especifica de raiz (SRL) y la proficiencia, y C) la densidad
especifica de meristemas y la proficiencia. Se muestran los valores F de las regresiones y su
significancia (*P< 0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001). R= Accesiones de alto rendimiento. E=
Accesiones de rendimiento estable. S= Accesiones silvestres.

Esto podria tener consecuencias en afios subsiguientes, ya que las raices con
caracteres mas adquisitivos (por ejemplo, elevado SRL y reducida densidad) serian
menos longevas (Wissuwa et al., 2009; Trubat et al., 2012) y podrian perder su
capacidad de adquisicién mas rapidamente con la edad (Jagodzinski y Katucka, 2011).
Asi parecen sugerirlo algunos datos de plantas de segundo afio, en los que P. pinetorum,
de caracteristicas mas adquisitivas que P. mendocina, muestra una mayor reduccién en
su SRL entre afios (Fig. 5.4 A). Estos cambios tendrian importantes repercusiones en la
hoja: una reduccion en SRL implicaria una menor cantidad de N en hoja verde y una
mayor reabsorcion (Fig. 5.4 B y C). Esta idea sugiere que, en ambientes con baja
disponibilidad o en plantas con baja capacidad de adquisicion, la principal funcion de la
senescencia foliar seria proveer y reciclar N y que este N seria una fuente de gran
relevancia para el crecimiento de nueva biomasa y la produccion de semillas (Masclaux-
Daubresse et al., 2008). En casos extremos, cuando la adquisicidn esté muy limitada, la
reabsorcion desde tejidos vegetativos a reproduccion podria llevar a la muerte de la
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planta (Sinclair y de Wit, 1975; Thomas, 2013). Este mecanismo podria estar detras de
la menor longevidad de P. pinetorum frente a P. mendocina y explicaria por qué las
seleccionadas por alto rendimiento pierden longevidad respecto a sus parientes no

seleccionados.
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senescente para cada estadio fenoldgico de cada afio y especie.

3.- Cambios en la hoja y consecuencias en la raiz

Por ultimo, igual que existe una relacion de control de la raiz sobre las
caracteristicas de la hoja, se puede pensar también en una relacion bidireccional. Asi, he
encontrado evidencia de que la concentracion de reservas carbonadas en la raiz podria
estar influida por el mantenimiento de la maquinaria fotosintética activa a final de ciclo.
Es decir, las plantas que mantienen una particion elevada de biomasa a hoja verde a
final de ciclo presentan mayor cantidad de reservas carbonadas (Fig. 5.5 B). A su vez,
las plantas que presentan hojas méas longevas también presentan mayor cantidad de
reservas (Fig. 5.5 A). Estas relaciones podrian estar determinadas por la capacidad de
las plantas con hojas mas longevas y mayor particion a hojas de fotosintetizar a final de
ciclo. Mientras las plantas mas adquisitivas, con mayor rendimiento (véase las
accesiones R), removilizarian nutrientes y N desde hoja y raiz hacia la maquinaria
reproductiva reduciendo la asimilacién y conservacion de C, las plantas que mantienen
una biomasa foliar activa podrian seguir asimilando C, lo que serviria para crear una
reserva para el rebrote del afio proximo. Ademas, el N particionado en hojas a final de
ciclo podria luego ser utilizado para el rebrote o removilizado a la raiz para su

almacenamiento.
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4.- Implicancias para la domesticacion de cultivos perennes

Las relaciones funcionales entre los distintos niveles indican la existencia de un
fuerte compromiso entre los caracteres relacionados con la perennidad y los
relacionados con el rendimiento. Los atributos ecofisiologicos de las accesiones R, que
muestran un elevado rendimiento respecto a las S, estarian fuertemente influenciados
por la elevada jerarquia de los destinos reproductivos. En plantas no seleccionadas, la
fuerza del destino reproductivo seria menor que en las seleccionadas, permitiendo que el
C y el N se destinen a raiz y hoja para generar una adecuada cantidad de reservas. En R,
sin embargo, gran parte de los nutrientes de las plantas son destinados a la produccion
de semilla lo que provoca que: 1) Aumente la senescencia de hoja para retraslocar N a
reproduccion, limitando la fotosintesis a final de ciclo. 2) La retranslocacion de C a
semilla afecta a la cantidad de reservas que almacena la raiz, lo que limitaria la
capacidad de rebrote en el afio siguiente y la longevidad. 3) La necesidad de nutrientes
para sostener el incremento de biomasa y rendimiento genera un aumento de la
capacidad de adquisicion de la raiz, lo que provoca una mayor pérdida de N debido a
una reabsorcion menos eficiente. En afios subsiguientes, este tipo de raiz menos longeva
perderia su capacidad de adquisicién y la planta deberia reabsorber todos los nutrientes
favoreciendo la senescencia total de la planta. En general, en este sistema experimental
todas las evidencias indican que las plantas seleccionadas tienden a perder su
perennidad por distintos mecanismos en pos de una mayor particion a reproduccion.
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SUBCAPITULO 5.2: DISCUSIONES EN EL MARCO DE LA
SUSTENTABILIDAD DE LOS CULTIVOS PERENNES

1.- Seleccidn de cultivos perennes: rendimiento y servicios ecosistemicos.

Los servicios ecosistémicos pueden definirse como: “Las condiciones y procesos
a traves de los cuales los ecosistemas y las especies que forman parte de ellos sostienen
la vida humana” (Daily, 1997), “los beneficios que las poblaciones humanas reciben,
directa o indirectamente, de las funciones del ecosistema” (Costanza y Folke, 1997) o
“los beneficios que la gente obtiene de los ecosistemas” (Millenium Ecosystem
Assessment, 2005). Se clasifican en cuatro tipos: servicios de soporte (incluyen por
ejemplo la fertilidad del suelo y la calidad del agua), servicios de regulacion (ej.
regulacion del ciclo hidrico, reciclado de nutrientes), servicios de provision (ej.
produccion de alimentos, fibras, etc) y servicios culturales (ej. valor recreativo,
espiritual, tradicional, etc.; Millenium Ecosystem Assessment, 2005).

En general, se acepta que un cultivo genera casi exclusivamente bienes de
provision y consume servicios de soporte y regulacién, mientras que un ecosistema
natural genera principalmente servicios de soporte y regulacion (Foley et al., 2011). Es
decir, un cultivo convencional consume agua, nutrientes del suelo, requiere
polinizadores, etc., mientras que lo Unico que aporta seria, por ejemplo, grano, o aceite,
0 el producto de interés por el que se cultiva. Ademas, la provision de servicios
ecosistémicos se encontraria en compromiso, es decir, si un tipo de sistema provee
servicios de regulacion dificilmente proveera servicios de provision y viceversa (Nelson
et al., 2009; Rey-Benayas y Bullock, 2012).

Los cultivos perennes, sin embargo, podrian actuar tanto como proveedores de
servicios ecosistémicos de soporte y regulacion como de provision (Gonzalez-Paleo et
al., 2015; Ryan et al., 2018). Los atributos que determinan la perennidad asegurarian el
mantenimiento de una cobertura vegetal durante todo el afio, lo que permite el
desarrollo de un suelo estructurado, con materia organica y una rizosfera activa, que
evite el lixiviado de nutriente y la erosion de las capas superficiales.
Desafortunadamente, como hemos comprobado a lo largo de esta tesis el aumento de
rendimiento en plantas perennes esta en compromiso con caracteres que determinan la
perennidad y que poseen alto valor ecoldgico. El resultado es que las plantas
seleccionadas por alto rendimiento de grano tienden a mostrar un perfil mas adquisitivo
y con atributos relacionados con la produccién de semillas (servicio ecosistémico de
provision) en comparacion con las plantas silvestres o las plantas seleccionadas por el
criterio de estabilidad productiva (las accesiones E) que aportarian mas servicios de
regulacion. La pérdida de atributos de alto valor ecoldgico en plantas de alto
rendimiento tendria importantes repercusiones en la sostenibilidad de estos cultivos.

La utilizacién de caracteres funcionales permitiria predecir qué tipo de servicios
ecosistémicos proveeria un cultivo en funcion de los atributos ecofisioldgicos que
presente (de Bello et al., 2010; Lavorel y Grigulis, 2012; Grigulis et al., 2013). Por
ejemplo, se podria predecir las consecuencias ecolégicas de los cambios provocados por
la seleccidn por alto rendimiento en el conjunto de atributos que determinan la
perennidad. En este sentido, los compromisos observados a nivel ecofisioldgico de
planta se transmitirian a la escala de cultivo. En la Fig. 5.6 se muestra las consecuencias
que podria tener la seleccion sobre los beneficios ecoldgicos de las perennes desde una
perspectiva basada en atributos. Para ello he calculado los promedios por accesiones de
distintas variables tratadas en estas tesis, escogidas por su relevancia en el uso eficiente
de recursos, relevancia ambiental o produccién de rendimiento. La parte superior de la
figura (en cursiva) estd formada por atributos que estan principalmente relacionados con
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la provision de servicios de provision (en este caso semilla). Mientras que la parte de
abajo estan relacionados con la longevidad de los tejidos, el secuestro de carbono, el
reciclado y uso eficiente de nutrientes, etc.; es decir, relacionados con servicios de
soporte y regulacién (de Bello et al., 2010). Lo que la figura muestra es como la
seleccidn desplaza el conjunto de atributos de las perennes desde un conjunto
relacionado con la provision de regulacion y soporte a un conjunto relacionado con los
servicios de provision. Este desplazamiento se debe principalmente a los compromisos
aparecidos después de la seleccion y mostrados en el capitulo Il (compromiso entre
productividad y conservacion de N), capitulo 11 (compromiso entre adquisicion y
almacenamiento en la raiz), capitulo IV (compromiso entre mantenimiento de la
particion a hoja y la removilizacion a semilla), y discutidos en el subcapitulo 5.1
(compromisos entre almacenamiento de reservas y produccion de semillas, o longevidad
y reproduccion).

#E OR OS

Rendimiento

[N] raiz A

Pool N raiz

[N] raizM Tasa sen
Vol 1# [N]Verde
RTD LLS

MRTPlanta

Figura 5.6: Diagrama comparativo entre las tres accesiones E= Accesion estable, R= Accesion alto
rendimiento y S= Accesion silvestre de plantas perennes de Physaria. En la parte superior del
diagrama, en cursiva, se muestran los caracteres relacionados con la adquisicion de recursos y el
rendimiento, es decir, los que estarian relacionados con servicios ecosistémicos de provision. En la
parte inferior se muestran los caracteres relacionados con la conservacion de recursos y la
perennidad y que estarian relacionados con la provision de servicios ecosistémicos de regulacion y
soporte. [N]raizA= Concentracion de N en la raiz en antesis. SRL= Longitud especifica de raiz en
antesis. Adg= Tasa de adquisicion. NUtE= Eficiencia en la utilizacion de N. NHI= indice de
cosecha de N. [N]sen= Concentracion de N en hojas senescentes o proficiencia. Tasa sen= Tasa
senescencia. [N]Verde= Concentracion de N en hoja verde. LLS= Longevidad foliar. NRE=
Eficiencia en la reabsorcion de N. LNR= Particion de N a hojas. MRTHoja= Tiempo medio de
residencia del N en hoja. MRTPIlanta= Capacidad de conservacion de N en la planta. PooITNC=
Contenido de carbohidratos no estructurales de la raiz. [TNC] raiz= Concentracién TNC en raiz.
RNR= Particién de N a la raiz. RTD= Densidad de la raiz en antesis. Vol 13= VVolumen de la raiz
primaria. [N]raizM= Concentracién de N en la raiz en madurez. Npoolraiz= Contenido de N de la
raiz.
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Para satisfacer las necesidades futuras de produccion de bienes y sostenibilidad
ecoldgica, es imprescindible definir nuevos criterios de seleccion (Araus et al., 2008).
En cultivos perennes es imprescindible que estos nuevos criterios se basen en atributos
que permitan predecir el comportamiento del agrosistema y disefiar cultivos
multifuncionales adaptados a las circunstancias requeridas.

2.- Atributos del cultivo perenne

Historicamente, las plantas han sido mejoradas para incrementar la cantidad y la
calidad de los productos de interés, como son biomasa, frutos, fibras, azlcares, gomas,
terpenos, cauchos, etc.; es decir para brindar servicios de provision. Sin embargo, la
integracién de los objetivos de sostenibilidad y los de produccidn requeriria de la
identificacion de nuevos criterios ecofisiol6gicos que guien la eleccion y el proceso de
seleccidn de las especies candidato. Se requiere definir un ideotipo de planta que
combine atributos morfo-fisioldgicas que brinden tanto: 1) Servicios de provision de
importancia para los fines productivos (ej. forraje, alimentos, fibras, aceites), como 2)
servicios de regulacion (ej. regulacion del agua, secuestro de carbono...) y soporte (ej.
reciclado de nutrientes y produccion primaria) de importancia para los fines de
rehabilitacion o sostenibilidad ecoldgica.

Entre las plantas analizadas se identificé un grupo que combinaban un elevado
rendimiento con una elevada capacidad de conservacion de nutrientes (Fig. 5.7). De este
grupo se analiz6 por separado su conjunto de atributos y se los compar6 con el de las
otras accesiones (Fig. 5.8). De este andlisis se desprende que el ideotipo de cultivo para
zonas aridas deberia poseer un conjunto de atributos intermedio entre el de las
accesiones R y el de las S. Estas plantas que Ilamaremos Combinada presentaban un
rendimiento relativamente alto, pero con una capacidad de conservacion de N igual al
de las accesiones S (Fig. 5.7 y 5.8). Esto se debe principalmente a la reduccion notable
de la particion de N a semillas en el estadio de madurez (final de ciclo) conjugado con
el mantenimiento de una elevada particion de N a hoja verde (Fig. 5.8). Esto implicaria
que el destino del N reabsorbido desde hojas viejas se mantendria con preferencia a la
hoja en crecimiento por encima de las semillas, permitiendo que se mantuviera la
fotosintesis a final de ciclo. La asimilacion de C tras la madurez permitiria crear una
adecuada cantidad de reservas y evitaria la reabsorcidn desde raices.
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Figura 5.7: Figura extraida del capitulo Il. Muestra la posicion de las distintas lineas en
funcién de su rendimiento y MRT. Las lineas perpendiculares marcan arbitrariamente

cuadriculas en funcién de la posicion de las plantas en la correlacion entre MRT y

rendimiento. La linea de puntos marca la correlacion significativa entre MRT y rendimiento.
Con un circulo se muestra el grupo de plantas que mostraron elevado MRT y rendimiento y
que se analizaron por separado para este capitulo. Alto rendimiento: R; estabilidad del
rendimiento: E; y silvestres: S. El rendimiento y MRT se muestran transformados usando
logaritmo y rango, respectivamente, con el fin de cumplir los supuestos de normalidad y
homocedasticidad.

Estas plantas intermedias, ademas, presentaron una raiz con elevada capacidad

de adquisicion a final de ciclo, lo que permitid retrasar la reabsorcién de N desde hojas
a semillas, retrasando la senescencia. De esta manera, estas plantas mostraron una baja
reabsorcidn de nutrientes desde hoja senescente, resultando en una baja relacion C:N de
las hojas senescentes que facilita su mineralizacion (Garcia-Palacios et al., 2013).
Ademas, el sistema radical present6 una capacidad de almacenamiento semejante a las
accesiones S, con un elevado contenido en Ny TNC y gran desarrollo de la raiz
primaria (Fig. 5.8).
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Figura 5.8: Diagrama comparativo entre las tres accesiones de Physaria (E= Accesidn estable.
R= Accesion alto rendimiento. S= Accesion silvestre) y un grupo de plantas sefialadas por sus
elevados valores de rendimiento y capacidad de conservacién de N (Combinadas). En la parte
superior del circulo en cursiva se muestran los caracteres relacionados con la adquisicion de
recursos y el rendimiento, relacionados con servicios ecosistémicos de provision. En la parte
inferior se muestran los caracteres relacionados con la conservacion de recursos y la perennidad
(servicios ecosistémicos de regulacion y soporte). [N]JraizA= Concentracion de N en la raiz en
antesis. SRL= Longitud especifica de raiz en antesis. Adg= Tasa de adquisicion. NUtE=
Eficiencia en la utilizacion de N. NHI= indice de cosecha de N. [N]sen= Concentracién de N en

hojas senescentes o proficiencia. Tasa sen= Tasa senescencia. [N]Verde= Concentracién de N en
hoja verde. LLS= Longevidad foliar. NRE= Eficiencia en la reabsorcion de N. LNR= Particion de
N a hojas. MRTHoja= Tiempo medio de residencia del N en hoja. MRTPlanta= Capacidad de
conservacion de N en la planta. PoolTNC= Contenido de carbohidratos no estructurales de la raiz.
[TNC]raiz= Concentracion TNC en raiz. RNR= Particion de N a la raiz. RTD= Densidad de la
raiz en antesis. Vol 1= VVolumen de la raiz primaria. [N]raizM= Concentracioén de N en la raiz en

madurez. Npoolraiz= Contenido de N de la raiz.

3.- Fortalezas y debilidades de este analisis, nuevas vias y conclusiones

En este analisis he mostrado que los cambios indirectos provocados por la
seleccién implican un compromiso entre la produccién de rendimiento y la longevidad y
aptitud ecoldgica del cultivo perenne. Las plantas seleccionadas presentarian atributos
relacionados con una menor longevidad y capacidad de conservacion de nutrientes, pero
mayor provision de produccion de semilla durante el primer afio. La bisqueda del
ideotipo de cultivos perennes para zonas aridas se situaria en un punto intermedio de
ambos perfiles. Presentando caracteristicas mezcladas. Algunos de los atributos que se
muestran como promisorios para lograr este ideotipo, y que se suman a los sefialados
por Gonzélez-Paleo y Ravetta (2012), son el mantenimiento de una particion de Cy N a
hojas en la Gltima fase del ciclo de cultivo (madurez), el mantenimiento de una cantidad
adecuada de reservas (que dependeria parcialmente de la particion a hoja a final de
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ciclo), la reduccion de la particion a semillas acoplada al mantenimiento de la particion
a hojas y la existencia de un sistema radical que permita a la vez un almacenamiento de
reservas y una adquisicion de nutrientes 6ptima para mantener los aumentos de
produccion de biomasa y semilla. Asi, la seleccion de cultivos perennes deberia
realizarse mediante la seleccion de dos o mas caracteres, por ejemplo, rendimiento y
longevidad foliar o particion a hojas al final de ciclo, que asegurasen un rendimiento
rentable y un desempefio ecoldgico 6ptimo. La seleccion por atributos ya ha sido
aplicada con éxito en el desarrollo de cultivos anuales, por lo que también podria ser
aplicada en el desarrollo de cultivos perennes.

Estas conclusiones podrian representar aportaciones relevantes de cara a la
seleccidn de nuevos cultivos perennes que permitirian integrar las necesidades
ecoldgicas y productivas. Sin embargo, este analisis se ha realizado Unicamente en el
género Physaria, lo que podria representar una debilidad, ya que se ha sefialado que la
domesticacion podria actuar diferencialmente dependiendo de la especie seleccionada
(Milla et al., 2015; capitulo 1V). En este sentido, es necesario expandir este tipo de
analisis a otras especies potenciales con el fin de encontrar patrones generales de
cambio con la seleccion que permitiesen definir un modelo general de seleccion de
perennes. Algunos avances se estan produciendo con diversas especies, por ejemplo, en
Silphium integrifolium, que muestran patrones de cambio semejantes a los aqui hallados
(Vilelaet al., 2018).

Por otra parte, una de las grandes fortalezas de este analisis es contar con un
sistema experimental que ha sido apliamente estudiado en este contexto y en la
comparacion de atraibutos perennes y anuales (por ejemplo, Gonzalez-Paleo y Ravetta,
2015; Gonzalez-Paleo et al., 2019). En este sentido, los resultados obtenidos refuerzan
los anteriormente hallados para la economia del C después de la seleccion, mostrando
un desplazamiento de las accesiones seleccionadas hacia perfiles mas adquisitivos
(Gonzalez-Paleo y Ravetta, 2011; Vilela y Gonzalez-Paleo, 2015) y permitirian
proponer nuevas vias de investigacion para este género. Hasta ahora, se ha estudiado el
efecto de la seleccion en los atributos de uso y conservacién de recursos, por lo que
queda abierto el interrogante de qué ocurre con el rendimiento y la longevidad al
seleccionar por atributos especificos. Se trataria, pues, de realizar una seleccion
mediante atributos especificos (por ejemplo, los anteriormente sefialados como
promisorios) y comprobar qué influencia ejercen sobre la produccion de semillas y la
cantidad de reservas almacenadas.

Por ultimo, este analisis ha permitido caracterizar ampliamente y de manera
rigurosa qué ocurre con la aptitud ecoldgica de las plantas perennes al ser seleccionados
para productividad. Esta caracterizacion mediante atributos permite realizar una
aproximacion a qué tipo de servicios ecosistémicos pueden proveer estos cultivos, ya
que se ha sefialado ampliamente que los cultivos perennes serian mas sustentables que
los anuales en diferentes &mbitos (por ejemplo, Glover et al., 2010; Gomiero et al.,
2011; Pimentel et al., 2012). Sin embargo, son pocos todavia los analisis que hayan
comprobado empiricamente la existencia de una relacién real y cuantificable entre la
implementacion de cultivos perennes y la provision de servicios ecosistémicos de
regulacion y soporte. En este contexto, existe un amplio margen para la investigacion,
especialmente, para el disefio de experimentos a largo plazo que puedan demostrar
cuantitativamente la sostenibilidad ecoldgica y econémica de los cultivos perennes
frente a la agricultura convencional.
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MATERIAL ANEXO

Cuadro ANEXO a 2.2: Fuentes de variabilidad en los caracteres de particién y de uso y conservacion
de nitrégeno. Se muestran valores P de los efectos principales y las interacciones del afio de
experimento (afio), especie (sp) y esquema de seleccion (acces) del analisis ANOVA. Caracteres de
particion: Ntotal= N total en planta. Nrendimiento= N en semilla. NHI= indice de cosecha de N.
RNR= Ratio N raiz. SNR= Ratio N tallo. LNR= Ratio N hoja. SupportNR= Ratio N estructuras
reproductivas. Caracteres de uso y conservacion: NAdg= Tasa de adquisicién. NUtE= Eficiencia en
la utilizacion. Nloss= tasa de pérdida de N. ANpjanta= Productividad de N. MRTpianta= Tiempo medio de
residencia. NUEpiana= Eficiencia en el uso de N. ANwqja= Productividad N foliar. MR Twoja= Tiempo
medio de residencia foliar. NUEhjs= Eficiencia uso foliar.

ANO SP ACCES ANO*SP ANO*ACCES SP*ACCES ANO*SP*ACCES

CARACTERES DE PARTICION

N total (mg pl) <0,0001 03637  <0,0001  0,0837 0,3941 0,3641 0,4246
N rendimiento (mg) 0,0706 00004  <0,0001 04545 0,8707 05218 0,4757
NHI (g o) <0,0001  <0,0001 <0,0001  <0,0001 0,7905 0,6240 0,7850
RNR (g g%) 0,0031 00227  <0,0001  0,4697 0,0610 0,0550 0,4835
SNR (g g% 0,0008 00006  <0,0001 07115 0,8470 0,7551 0,2565
LNR (g g% 0,0003 <0,0001  <0,0001  <0,0001 0,2282 0,1403 0,5834
SupportNR (g g 0,0052 00001  0,0058 0,5749 0,0996 0,4567 0,2236
[N] semilla (mg g% <0,0001  <0,0001  0,2993 0,1576 0,7907 0,8187 0,0541
[N] raiz (mg g% 0,0463 00004  0,0309 0,5302 0,5062 0,2547 0,9063
[N] tallo (mg g% 0,0291 <0,0001  0,0520 0,1041 0,6163 0,7306 0,4350
[N] hoja (mg g) 0,0358 00024 00501  <0,0001 0,5794 0,6304 0,2666
[N] support (mg g% <0,0001  <0,0001  0,0258 0,0001 0,2579 0,8369 0,7476

CARACTERES DE USO Y CONSERVACION

Nadg (g g™ afio™) 0,6445 <0,0001  <0,0001  0,4049 0,8477 0,9416 0,2587
NUIE (g g% <0,0001 00001  <0,0001  0,0009 0,9483 0,6108 0,3480
Nloss (mg afio™)) 0,0001 00690  <0,0001  0,6463 0,3875 0,3447 0,3136
ANppna (9 g™ afio™?) <0,0001 02539 00799  0,0004 0,0540 0,3967 0,1543
MR Tpianis (afi0) <0,0001 01934  <0,0001  <0,0001 0,2994 0,1349 0,5695
NUEpina (@ g7 0,0008 00052 00143  0,9001 0,7582 0,4081 0,8740
ANpis (9 g afio™)) 0,0415 00022 02709  <0,0001 01723 0,0946 0,7440
MRTyuis (afi0) 0,0120 01664 00022  0,0002 0,4071 0,3424 0,1673

NUEwoia (9 9% 0,0238 0,0095 0,0013 0,0370 0,4837 0,2015 0,1170




Cuadro ANEXO a 3.2: Fuentes de variabilidad en caracteres radicales relacionados
con la adquisicidn y la conservacién de N en los estadios fenolégico de antesis y
madurez. Se muestran valores P de los efectos principales y las interacciones del afio
de experimento (afio), especie (sp) y criterio de seleccién (ac) del analisis ANOVA.
Caracteres de adquisicion: Nadg= Tasa de adquisicién. [N]raiz= concentracion N
raiz. Longitud= Longitud del sistema radical. Meristemas= NUmero de meristemas
del sistema. SRL= Longitud de raiz especifica. STD= Densidad especifica de
meristemas.

Caracteres de conservacion: TNC= Concentracion carbohidratos no estructurales.
Peso raiz= Peso seco del sistema radical. RTD= Densidad del tejido radical. RMR=
Particion de biomasa a raiz. Volumen 12= VVolumen de la raiz primaria. ® Laterales=
Diametro de las raices laterales.

ANO SP AC ANO*SP ANO*AC SP*AC ANO*SP*AC

ANTESIS

CARACTERES DE ADQUISICION
Nadg. (gglal) 00045 <0,0001 0,397 07891 05568  0,8192 0,7153
[N] raiz(mgg) <0,0001 <0,0001 00005 01952 00370 02582 0,0886
Longitud (cm) ~ 0,9932  <0,0001 0,659 0,192 06557 00538 0,0731
Meristemas (n°)  0,0794  0,0003 06342 07010 04249 0,342 0,3701
SRL (cm g?) <0,0001 00001 03439 01776 00037 02860 0,0835
STD (merisg!)  <0,0001 00103 07140 00035 00012 01052 0,3578
CARACTERES DE CONSERVACION

Peso raiz (g) <0,0001 0,5815 0,0435 <0,0001 0,0002 0,0541 0,8689

RTD (g mL?) <0,0001 0,7422 0,0198 <0,0001 <0,0001 0,0643 0,0812

RMR (g g}) <0,0001 <0,0001 0,1145 1,3672 0,6321 0,6361 0,9516

Lateral @ 0,6165 0,2373 0,4851 0,0091 0,8892 0,1466  0,0514
MADUREZ

CARACTERES DE ADQUISICION
Nadg, (gglal) 0,6445 <0,0001 <0,0001 04049 08477 09416 0,2587
[N]raiz (mggl) 00463 00004 00309 05302 05062  0,2547 0,9063
Longitud (cm) ~ 0,0002  <0,0001  0,0007  0,0013  0,1207  0,7275 05711
Meristemas (n°) 00,0013  <0,0001  0,0003  0,0704  0,5046  0,0600 0,0631
SRL (cmg?) 01978 <0,0001 023070 00017 02821 09420 0,0125
STD (merisg?) 0,209 <0,0001 01583 03937 05634 05059 0,0073
CARACTERES DE CONSERVACION
TNC (%) 05884 08754  <0,0001 05004 01093 02553 0,9256
Peso raiz (g) <0,0001 <0,0001 0,0656 00988  0,2989 04405 0,9888
RTD (gmL?) 00007 <0001 00395 01111 03693  0,8071 0,0636
RMR (g g?) 00115 <0,0001 <0,0001 09656 08159 04303 0,7432
Volume1*(mL) 00005 <0,0001 01441 06393 03972 05699 0,2481
® Laterales (cm) 0,0186  <0,0001 02275 00255 00500  0,7584 0,3429
Npool (mg) <0,0001 0,030  0,3802 00203 00723 01566 0,0772
TNCpool (mg) ~ <0,0001 <0,0001 <0,0001 05527 03174 08246 01117
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Cuadro ANEXO a 4.2: Fuentes de variabilidad en caracteres foliares. Se muestra valores P
de los efectos principales y las interacciones del afio (afio), especie (sp) y accesion (ac) del
analisis ANOVA. LMR= Particion a hoja. DM Verde= Peso hoja verde. DMsen= Peso hoja
senescente. Pool Verde= Contenido de N en hoja verde. Pool Sen= Contenido N en hoja
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senescente. Tasa sen= Tasa de senescencia. Area= Area foliar total. [N] verde= Concentracion
N en hoja verde. [N]sen= Concentracion N en hoja senescente. NRE= Eficiencia en la

reabsorcion de N. SLA= Area foliar especifica. LLS= Longevidad foliar.

LMR (g g™)

DM Verde (g)
DM senes (g)
Pool N Verde (g)
Pool N Sen (g)
Tasasen (ga?)
Area (cm?)

[N] verde (mg g%)
[N] Sen (mg g)
NRE (%)

SLA (cm? gl)
LLS (dias)

MRT Hoja (afio)

ANO
<0,0001
<0,0001
0,0052
<0,0001
0,0010
0,0092
0,0003
0,0358
0,0988
0,0068
<0,0001
0,0301
0,0120

SP
<0,0001
0,1876
0,6816
0,0263
0,0003
0,6800
0,0990
0,0024
<0,0001
0,0005
0,0020
0,5369
0,1664

AC
<0,0001
0,0840
0,0215
0,2111
0,0008
0,0177
0,4765
0,0501
0,0153
0,0001
0,0489
0,0018
0,0022

ANO*SP ANO*AC SP*AC

0,0047
0,0001
0,1788
0,0001
0,8072
0,1788
0,0002
<0,0001
0,0153
0,4027
0,5330
0,9240
0,0002

0,4569
0,1552
0,6949
0,1530
0,5051
0,7421
0,1738
0,5794
0,7661
0,9962
0,0330
0,9256
0,4071

0,5723
0,8999
0,3112
0,7658
0,0741
0,3112
0,3273
0,6304
0,0688
0,0141
0,0061
0,0094
0,3424

ANO*SP*AC
0,1920
0,7347
0,1664
0,9708
0,1082
0,1664
0,2776
0,2666
0,2756
0,1410
0,0211
0,9721
0,1673




