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RESUMEN

En los ultimos afos, en Patagonia Argentina, se han ido perdiendo
paulatinamente vastas superficies ocupadas por Ciprés de la Cordillera.
Factores como la explotacion maderera, los incendios, la accion de la
ganaderia y una enfermedad, conocida como “mal del ciprés”, son las
principales causantes del deterioro actual de estos bosques. Uno de los
requisitos para llevar a cabo una restauracion activa de los cipresales
degradados es contar con un sistema eficiente de produccion masiva de
plantines. Los métodos de viverizacion semi-controlados en contenedores
ofrecen amplias oportunidades para manejar el crecimiento del plantin, tanto en
su vigor como en su condicion fisiologica. Puede decirse que posibilitan
producir plantines “a medida” de las especificaciones que aseguren un exitoso
comportamiento en el campo, el que estara regulado por los atributos
morfoldgicos y fisioloégicos de los plantines y por su interaccion con el ambiente
en el sitio de plantacién. Sin embargo, la informacién disponible y las
investigaciones realizadas hasta el momento en relacién a los atributos morfo-
funcionales y las practicas culturales para obtenerlos, son muy escasas para el

Ciprés de la Cordillera.

Esta tesis busca comprender el efecto de factores ambientales y
fisiolégicos potencialmente limitantes del crecimiento inicial del Ciprés de la
Cordillera utilizando un sistema artificial de produccién de plantas, lo que
representaria ademas una primera aproximacion hacia el entendimiento de la
especie en sistemas naturales. Entre los factores ambientales se consideraron
nutrientes minerales, agua y luz; y entre los fisioldgicos, hormonas y micorrizas.
Se analizd6 como estos factores controlan las arquitecturas morfolégica e
hidraulica de las plantulas de Ciprés de la Cordillera, y como ambas
arquitecturas inciden sobre la dinamica de crecimiento en la etapa de vivero y
la supervivencia y crecimiento inicial en el campo. Los estudios se
estructuraron en una serie de ensayos que se desarrollaron sobre distintas

etapas del ciclo de viverizacion y en campo en la etapa post-plantacion.

La incidencia de los nutrientes minerales y el agua, se evalu6 a partir de

dos experimentos. En uno de ellos, se trabajé con distintos niveles de



concentracion de nitrdgeno en combinacion con dos relaciones de proporcion
con el potasio durante la etapa de pleno crecimiento en vivero. Se evalud el
efecto sobre el crecimiento de la porcion aérea, la asignacion de biomasa, el
potencial de crecimiento radical (PCRad) y la tasa de acumulacién en hojas de
nitrégeno, fosforo, potasio, calcio y magnesio. Se establecio que las relaciones
donde se equipard el nitrogeno con el potasio mostraron una asignacion de
biomasa mas equilibrada entre las porciones aérea y radical de la planta
(BSA/BSR), y un mayor crecimiento. Ademas, se observd que concentraciones
de nitrébgeno del orden de los 50 a 100 mg L' en proporciones equivalentes
con el potasio generaron no sélo un mayor crecimiento, sino también mejores
atributos morfolégicos e indicadores de calidad usados para predecir el

desempenio en el campo.

En el segundo ensayo se analizé la incidencia de distintos niveles de
concentracion de fésforo en dos niveles de contenido hidrico del sustrato de
cultivo, durante la etapa de establecimiento en vivero. Se evalué el efecto sobre
la asignacion de biomasa y la arquitectura hidraulica, determinando como
cambios en las mismas afectan las relaciones hidricas y la dinamica de
crecimiento de los plantines de ciprés. A excepcion del potencial hidrico medido
al mediodia (Wnm), las variables hidraulicas evaluadas (conductancia radical,
conductividad maxima del tallo y conductancia total del plantin), no se
diferenciaron entre los tratamientos, por lo que probablemente la restricciéon
hidrica que produjo los cambios en el Wnm podrian estar asociados a
modificaciones de la arquitectura hidraulica foliar. Se observé que los plantines
que obtuvieron los mayores desarrollos de biomasa total fueron los que
mostraron los mayores valores de Wmm. Los resultados obtenidos en estas
experiencias sugieren que ante desbalances hidricos leves, A. chilensis podria
realizar un cierre estomatico temprano, afectando la captacion de COq,

convirtiéndolo en limitante para el crecimiento.

A partir de estos resultados, se analizo6 la influencia del factor irradiancia,
donde se trabajoé en el marco de dos hipétesis especificas: (1) Altos niveles de
irradiancia provocan dafio en el fotosistema Il produciendo una fotoinhibicion de
la actividad fotosintética; (2) La inhibicion observada en la fotosintesis a altas

irradiancias es provocada indirectamente por el cierre estomatico y la



concomitante disminucién en la difusion de CO2. Para contrastar dichas
hipotesis se diseiid un ensayo donde se establecieron tres tratamientos: un
testigo sin cobertura, una cobertura con media sombra al 60% y una cobertura
en flecos de luz. Se analizaron variables morfolégicas (altura de la parte aérea,
diametro al cuello y biomasa) y variables que caracterizan la respuesta de los
plantines a los distintos ambientes de sombreo (asignacion de biomasa entre la
parte aérea y radical, distancia maxima entre hojas opuestas, area foliar
especifica y relacion area foliar — xilema conductivo). Se midié la respuesta del
déficit de presién de vapor (VPD) en cada cobertura. También se determinaron
variables fotosintéticas (rendimiento cuantico max. del fotosistema |I,
rendimiento cuantico efectivo del Fotosistema Il; quenching no fotoquimico y
tasa de transporte de electrones) y la actividad fotosintética (medida como
emision de O2) en una atmosfera saturante de CO2. Todas las variables
morfolégicas usadas para evaluar el crecimiento de los plantines de Ciprés de
la Cordillera, mostraron una mejor respuesta al tratamiento de flecos de luz.
También este tratamiento generd relaciones de asignaciones de biomasas y de
area foliar-tejido conductivo menores, a la vez que mostré micro-ambientes con
valores de déficit de presion de vapor moderados, en relacion a los otros dos
tratamientos evaluados. Por otro lado, las variables fotosintéticas evaluadas
mostraron que el ciprés no presenta efectos de fotoinhibicion ante las
variaciones de irradiancia utilizadas en el ensayo. En conjunto, el sombreo en
flecos integré las mejores condiciones para el crecimiento de los plantines de
Ciprés de la Cordillera, generando plantines mejor balanceados
estructuralmente y VPD moderados, condiciones que favorecerian la apertura

estomatica e irradiancias elevadas en los flecos de luz.

Para determinar la participacion de las hormonas y otro tipo de
reguladores en el crecimiento y estructura radical durante las primeras etapas
de viverizacion, se realizd una ensayo de viverizacion en condiciones
controladas en laboratorio donde se trabajé con distintas concentraciones
exogenas de acido indolbutirico (AIB) y nitroprusiato de sodio (como dador de
oxido nitrico (NO), una molécula que participa en diferentes vias de
sefalizacion), aplicadas a la radicula de las plantulas. A estos tratamientos se

los combind con dos disponibilidades de fésforo, aplicadas durante la etapa de



establecimiento en vivero. Se evaluaron variables de crecimiento (altura de la
parte aérea del plantin y biomasa) y la arquitectura radical, clasificandola en
raiz principal y raices laterales de primer y segundo orden. Los resultados
obtenidos sugieren que los sistemas radicales de los plantines de Ciprés de la
Cordillera cultivados bajo este método de viverizaciéon no fueron influenciados
por la aplicacion exdégena de AIB y NO en las dosis ensayadas. Por otro lado la
accion de estas hormonas parece no estar influenciada por la disponibilidad de
fésforo, actuando estos dos factores en forma independiente. La falta de efecto
de los tratamientos podria deberse al proceso de autopoda que sufre el sistema
radical de las plantines bajo este método de cultivo en contenedores. El mismo
generaria un proceso de redistribucion hormonal, debido a la muerte apical
tanto de la raiz principal como de las raices laterales, o que podria estar

enmascarando el efecto de la aplicacion exégena de las hormonas.

Bajo estos métodos de viverizacion, con altos niveles de fertilizante y
condiciones hidricas adecuadas, la colonizacion micorricica suele ser inhibida.
Por otro lado, las micorrizas arbusculares que realizan la simbiosis con el
ciprés pertenecen a especies de hongos cosmopolitas, por o que se cree que
los plantines seran micorrizados de forma natural una vez llevados a campo.
Para contrastar lo mencionado se realiz6 un ensayo donde se determiné la
influencia de distintas disponibilidades de fosforo y estados hidricos del
sustrato sobre el nivel de colonizacion micorricica durante la viverizacion.
También se evaluo si se produce la colonizacion en vivero o si los plantines son
micorrizados una vez que son llevados a campo, y se analizé la abundancia de
la micorrizacidén y su relacion con la supervivencia y el crecimiento inicial post
plantacion. A lotes de plantines seleccionados al azar del cultivo del ensayo
donde se evalud disponibilidades de fésforo y agua, se los sometid a tres
situaciones de analisis: (L1) se determind el porcentaje de colonizacion con
micorrizas arbusculares (%MA) inmediatamente después de finalizado su
segundo ciclo de crecimiento en vivero; (L2) se envasaron plantas en sustrato
esterilizado y se las mantuvo con agua de perforacién en invernadero,
transcurrido 13 meses se les determind %MA; (L3) se llevaron a campo
plantines a principios de la primavera, luego de 13 meses se relevo la

supervivencia y el crecimiento inicial para luego descalzarlas y realizarles la



determinacion de %MA. De los resultados obtenidos, se observd que el
porcentaje de colonizacion micorricica arbuscular (%MA) de plantines de
Ciprés de la Cordillera cultivados en vivero es inversamente proporcional a los
niveles de concentracién de fosforo y el estado hidrico del sustrato durante la
fase de establecimiento del cultivo. El %MA aument6 una vez que la planta fue
llevada a campo independientemente del %MA con que el plantin llegd del

vivero.

Concluyendo, el desarrollo de la tesis evidencié que la dinamica de
crecimiento en vivero de los plantines de Ciprés de la Cordillera se encuentra
altamente influenciado por el balance hidrico de la planta, posiblemente
repercutiendo este ultimo en la dinamica de intercambio gaseoso. De los
factores ambientales y fisioldgicos estudiados, el manejo de la luz, la nutriciéon y
el agua fueron los que mostraron un mayor efecto sobre la arquitectura del
plantin y sus relaciones hidricas. Un manejo adecuado de estas variables
ambientales permite obtener un mayor crecimiento acompafiado de un mejor
balance entre las fracciones de transpiracién y de absorcion. Ademas, bajo la
metodologia de viverizacion utilizada, tanto las hormonas como las micorrizas

estudiadas, no tuvieron efecto sobre el desarrollo del plantin en vivero.



ABSTRACT

In recent years, in Patagonia Argentina, vast areas occupied by the forest
tree Austrocedrus chilensis have gradually been lost. Factors such as logging,
forest fires, the action of livestock, and an disease, known as "mal del ciprés",
are the main causes of the current deterioration of its forests. One of the basic
requirements to carry out an active restoration of degraded forests is to have an
efficient system of massive production of seedlings. Semi-controlled
containerized nursery methods offer wide opportunities to manage seedling
growth, both in its vigor and in its physiological condition. These methods make
possible to produce "tailor-made" seedlings of the specifications that ensure a
successful behavior in the field, which will be regulated by the morphological
and physiological attributes of the seedlings and by their interaction with the
environment at the plantation site. However, the information available and the
research carried out until now in relation to the morpho-functional attributes and

cultural practices to obtain them, are very scarce for A. chilensis.

This thesis seeks to understand the effect of some key environmental and
physiological factors potentially limiting the initial growth of the A. chilensis
through the use of an artificial system of plant production, which means a first
approach towards the understanding of natural systems. Among the
environmental factors, mineral nutrients, water and light were considered; and
among the physiological, hormones and mycorrhizae. It was analyzed how
these factors control the morphological and hydraulic architectures of the
seedlings of A. chilensis, and how both architectures affect the growth dynamics
in the nursery phase and the initial performance in the field. The studies were
structured in a series of assays that were developed at different phases of the

crop cycle in the nursery and also in the field, in the post-plantation stage.

The incidence of mineral nutrients and water was evaluated from two
experiences. In one of them, | worked with different levels of nitrogen
concentration in combination with potassium at two constrasting ratios during
the stage of rapid growth in nursery. The effect on the growth of the aerial
portion, the allocation of biomass, the potential radical growth (PCRad) and the

rate of accumulation in leaves of nitrogen, phosphorus, potassium, calcium and



magnesium were evaluated in the sampled seedlings. It was established that
the ratios where nitrogen was equated with potassium showed the highest
growth and most equilibrated relationship between the overground and
underground biomass (BSA/BSR) ratio. In addition, it was observed that
nitrogen concentrations in the order of 50 to 100 mg L in proportions
equivalent to potassium generated not only greater growth, but also better
morphological attributes and quality indicators used to predict the performance
in the field.

In the second trial, the incidence of different levels of phosphorus
concentration at two levels of water content of the growing medium was
analyzed during the establishment phase in the nursery. The effect on biomass
allocation and hydraulic architecture was evaluated, determining how changes
in them affect water relationships and the growth dynamics of A. chilensis
seedlings. With the exception of the midday leaf water potential (Wmm), the
hydraulic variables evaluated (root conductance, maximum stem conductance
and total conductance of the seedling) did not differentiate between treatments,
so the water restriction that caused the changes in the Wnm could probably be
associated with modifications of the foliar hydraulic architecture. It was
observed that the seedlings that obtained the highest total biomass
developments were those that showed the highest values of Wnm. The results
obtained in these experiments suggest that under mild hydric imbalances, A.
chilensis might display an early stomata closure, affecting the uptake of COz,

becoming a limiting factor for growth.

From these results, the influence of the irradiance factor was analyzed, we
worked under two specific hypotheses: (1) High levels of irradiance cause
damage in photosystems producing a photoinhibition of photosynthetic activity;
(2) The inhibition observed in photosynthesis at high irradiances is caused
indirectly by the stomata closure. To test these hypotheses, an assay was
designed where three treatments were established: AL (control-without
coverage), MS (coverage with half shadow at 60%) and FL (coverage with
sunflecks). The response of the vapor pressure deficit (VPD); morphological
variables (overground height, collar diameter and dry biomass) and variables

that characterize the response of the seedlings to the different shading



environments (allocation of biomass between the aerial and root parts,
maximum distance between opposite leaves, leaf area specific and ratio leaf
area - conductive xylem) were measured. Photosynthetic variables (quantum
yield max. of photosystem I, effective quantum yield of photosystem IlI; non-
photochemical quenching and electron transport rate) and photosynthetic
activity (measured through the emission of O2) in a CO2z saturating atmosphere
were also determined. All the morphological variables used to evaluate the
growth of A. chilensis seedlings showed a better response to the treatment of
sunflecks (FL). This treatment also generated BSA/BSR, ratio leaf area -
conductive xylem (AF/Ax) more balanced and micro-environments with
moderate DPV values, comparing with the two other treatments evaluated. On
the other hand, the evaluated photosynthetic variables indicated that A.
chilensis does not show any effects of photoinhibition in irradiances variations
used in this assay. Takinig as a whole, the sunflecks’s coverage gave the best
conditions for the growth for A. chilensis seedlings, generating structurally
balanced seedlings and moderate DPV, conditions that would favor stomata

opening and high irradiances in the sunflecks.

To determine the participation of hormones and another type of regulators
in the growth and radical structure during the first phases of viverization, an
assay was carried out under controlled conditions in the laboratory using
different exogenous concentrations of indolebutyric acid (IBA) and sodium
nitroprusside (as a nitric oxide (NO) donor, a molecule that participates in
different signaling pathways), applied to the radicle of the seedlings. These
treatments were combined with two phosphorus availabilities, applied during the
establishment phase in nursery. Variables of growth (overground height of the
seedling and anhydrous biomass) and the radical architecture were evaluated,
classifying it into main root and lateral roots of first and second order. The
results obtained suggest that the root systems of the A. chilensis seedlings
cultivated under this viverization method, were not influenced by the exogenous
application of AIB and NO in the doses tested. On the other hand, the action of
these hormones seems not to be influenced by the availability of phosphorus,
acting both factors independently. The lack of treatment effects could be due to

the process of selfprunnig that undergoes the radical system of the seedlings



under this method of cultivation in containers. It would generate a process of
hormonal redistribution, due to the apical death of both principal as well as
lateral roots, which could be masking the effect of the exogenous application of

hormones.

Under these nursery methods, with high levels of fertilizer and adequate
water conditions, mycorrhizal colonization is usually inhibited. On the other
hand, the arbuscular mycorrhizae that perform the symbiosis with A. chilensis
belongs to cosmopolitan fungi species, so it is expected that the seedlings will
be mycorrhized naturally once they are planted in the field. In order to contrast
the aforementioned, an essay was carried out where the influence of different
available phosphorus and hydric states of the substrate on the level of
mycorrhizal colonization during the nursery was determined. It was also
evaluated if colonization occurs in the nursery or if the seedlings are
mycorrhized once they are planted in the field. The abundance of
mycorrhization and its relation to survival and initial post-plantation growth were
also analyzed. Randomly selected batches of seedlings from the phosphorus
and water availability trial were subjected to three analysis: (L1) determination
of the percentage of arbuscular mycorrhizae colonization (% MA) immediately
after the end of its second growth cycle in the nursery; (L2) determination of %
MA in plants that were transplanted to pots in sterilized substrate and
maintained with drilling water in greenhouse during 13 months; (L3)
determination of the survival, initial growth and % MA in seedlings were taken to
the field in early spring for 13 months. It was observed that % MA of A. chilensis
seedlings cultivated in the nursery is inversely proportional to the levels of
phosphorus concentration and the hydric state of the growth medium during the
establishment phase. The % MA increased once the plant was taken to the field

regardless of the % MA the seedling had when left the nursery.

During the development of the thesis it was evidenced that the growth
dynamics in the nursery of the A. chilensis seedlings is highly influenced by the
hydric balance of the plant, which might have an effect on the dynamics of gas
exchange. Among the environmental and physiological factors studied, the
manipulation of light, nutrition and water showed the greatest effect on the

architecture of the seedling and its water relations. An adequate management
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of these environmental variables allows for greater growth accompanied by a
better balance between the transpirant and absorbent fractions. In addition,
under the methodology of nursery used, both the hormones and mycorrhizae

studied, had no effect on the development of seedlings in the nursery.
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INTRODUCCION GENERAL

Los bosques de “Ciprés de la Cordillera” (Austrocedrus chilensis (D.Don)
Pic. Ser. et Bizzarri) se distribuyen en Argentina desde los 37° 7’ S hasta los
43° 44" O. (Pastorino et al. 2006), en una franja de 750 km siguiendo las
laderas de la Cordillera de los Andes en sentido norte-sur y de unos 10 a 50 km
en el sentido este-oeste, ubicandose en las provincias de Neuquén, Rio Negro
y Chubut (Hueck 1978, Donoso Zegers1993). La superficie ocupada por el
Ciprés de la Cordillera es cercana a las 150.000 ha, 90.000 de las cuales se
encuentran en jurisdiccion de Parques Nacionales y las 60.000 restantes en
Rio Negro y Chubut, ya que en el centro y norte de Neuquén sdlo constituye

pequefios relictos (Dezzotti y Sancholuz 1991).

Durante el ultimo siglo, se han ido perdiendo paulatinamente vastas
superficies ocupadas por esta especie. Factores como la explotacién maderera,
los incendios, la accion de la ganaderia y una enfermedad, conocida como “mal
del ciprés”, son las principales causantes del deterioro actual de estos bosques
(Loguercio et al. 1999). Los incendios catastroficos son eventos cada vez mas
frecuentes en los bosques andino-patagénicos. En el periodo comprendido
entre 1993 y 1999, aproximadamente 57.930 hectareas de bosque nativo
fueron afectadas por incendios forestales en las Provincias de Rio Negro y
Chubut. En el afio 2015 se quemaron 44.257 ha de bosque nativo en las
provincias de Neuquén, Rio Negro y Chubut, correspondiendo 27.101 ha a un
solo incendio (Las Horquetas — Cholila) (Mohr Bell 2015). Actualmente, debido
al escaso conocimiento de las técnicas de restauracion apropiadas para estos
ecosistemas y sus altos costos, el manejo de los sitios quemados se restringe a
extraer la madera, contemplando en algunos casos el reemplazo del Ciprés de
la Cordillera por especies exdticas de rapido crecimiento, o su destino al uso

ganadero (Urretavizcaya 2001).

Dos leyes nacionales repercuten decisivamente en el interés de la
produccion industrial de plantas nativas para programas de forestacion y
restauracion de ecosistemas degradados. En primer lugar debe mencionarse la
ley nacional de Promocion de la Actividad Forestal N° 25.080, promulgada en
1999 (y sus prorrogantes N° 26.432 y N° 27.487), que a diferencia de sistemas
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anteriores de promocioén a la forestacion, acepta planes de plantacién con
especies nativas, lo que constituye un verdadero hito en la historia forestal del
pais. En segundo lugar, la nueva Ley Nacional de Presupuestos Minimos de
Proteccion Ambiental de los Bosques Nativos (N° 26.331), promulgada en 2007
y reglamentada en 2009 tiene entre sus objetivos primarios “Fomentar las
actividades de enriquecimiento, conservacion, restauracion, mejoramiento y
manejo sostenible de los bosques nativos”. A través de estas dos leyes se
genera una demanda incipiente pero con crecimiento sostenido de plantines

forestales de especies nativas.

La region ocupada por esta especie, presenta una alta heterogeneidad
ambiental, incluyendo un marcado gradiente pluviométrico oeste-este. En las
zonas de precipitaciones superiores a 1.600 mm anuales A. chilensis forma
bosques mixtos con el coihue (Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst). Entre los
1.600 y 600 mm de precipitacién media anual forma rodales puros de distinta
densidad, y es la unica especie arbdrea presente en el ecotono bosque-estepa
(Dezzoti y Sancholuz 1991). En esta misma linea, La Manna (2005) destaca la
capacidad del Ciprés de la Cordillera para desarrollarse en diferentes
condiciones edéaficas, como ya fue mencionado por Veblen et al. (1995, 1996),
seflalando que la especie habita en suelos rocosos de la estepa, donde las
precipitaciones no superan los 300 mm, pero también es capaz de
desarrollarse en suelos arcillosos, donde las raices estdan sometidas a un
exceso de agua gran parte del afio y a periodos de falta de agua en el verano.
Esta caracteristica del Ciprés de la Cordillera lo convierte en la especie de
mayor proyeccion en el noroeste patagonico, debido a la amplitud de sitios

potencialmente aptos para su forestacion

Uno de los requisitos para llevar a cabo una restauracion activa de los
cipresales degradados es contar con un sistema eficiente de produccién
masiva de plantines. Procurando superar las tecnologias tradicionales de
produccion de baja intensidad, en las ultimas décadas se han desarrollado
tecnologias mas intensivas para la producciéon de plantines forestales que se
basan en el cultivo en contenedores sobre sustrato inerte con fertirriego, dentro
de invernaculos. A la fecha existen escasos trabajos publicados sobre

produccion de plantines en viveros de la regiéon andino-patagénica de la
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Argentina, tanto para coniferas exoticas (e.g. Basil et al. 2002, Lavado y
Mazzarino 2005), como para especies nativas (Azpilicueta et al. 2010, Schinelli
Casares 2013) y A. chilensis en particular (Enricci et al. 2001). No obstante, se
ha trabajado particularmente en la adaptacion de esta tecnologia intensiva para
la viverizacion del A. chilensis logrando un protocolo de fertirriego aceptable
(Enricci y Massone 2003) que es el habitualmente utilizado en los viveros de la
region que hacen uso de esta tecnologia. Sin embargo, el crecimiento inicial
logrado es bajo en relacion a otras especies cultivadas en la region, requiriendo
2 ciclos de crecimiento para lograr un plantin de tamano apropiado para llevar
al campo. Un rasgo visible en los plantines de A. chilensis es un menor
crecimiento radical en sus primeros estadios, en relacion con otras especies
cultivadas (e.g. Nothofagus pumilio, Nothofagus dombeyi, Pinus ponderosa),
presentando sistemas radicales fibrosos, poco ramificados y sin presencia de
estructuras capilares. Donoso Zegers et al. (1995), sefialan que A. chilensis
presenta un sistema radical descompensado, con una raiz pivotante y escasas
raices finas, lo que indica la necesidad de realizar labores de
acondicionamiento radical. Basil et al. (2009) mencionan la importancia de los
primeros meses de crecimiento, y la baja capacidad de esta especie de

recuperarse de un inicio deficiente.

La viverizacion de plantas es una actividad que tiene directa incidencia en
las caracteristicas 6 atributos del material utilizado en el establecimiento de
plantaciones. Dichos atributos estan regulados por factores morfoldgicos y
fisiolégicos de las plantas, los cuales pueden ser mejorados por el viverista
(Escobar y Sanchez 1992). En esta linea, varios autores mencionan que
cambios en la asignacién de biomasa podria conducir a modificaciones en el
uso del agua (Haynes and Gower 1995, Albaugh et al. 1998, Ewers et al. 1999,
2000) y en los rasgos hidraulicos de las plantas (Bucci 2006). Faustino et.al.
(2013) sefialan que la fertilizacion con nitrégeno en Pinus taeda alter6 la
asignacion de biomasa (aerea/radical) y afectdé la conductancia hidraulica,
disminuyendo el abastecimiento de agua a las hojas, reduciendo el potencial
hidrico foliar y provocando una menor conductancia estomatica, resultando en
un menor crecimiento. Por otro lado Pereyra y Chavez (1993) observaron que

el déficit de agua en el suelo causa reduccion de la biomasa, ramificacién
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lateral y tasas de expansion foliar, tanto en especies herbaceas como en
forestales. Ademas estos autores también sefalaron que muchas especies
exhiben cambios en la asignacion de biomasa en favor de las estructuras

involucradas en la captacion y transporte de agua.

El método de viverizacion en contenedores con fertirriego ofrece amplias
oportunidades para controlar el crecimiento del plantin, a partir del manejo de
los factores que inciden en el ciclo de viverzacion (i.e. nutrientes, agua,
sustrato, temperatura). Este método permite producir plantines de vigor vy
condicion fisiolégica conocida, con fines especificos (i.e. “a medida”) que
aseguren un exitoso comportamiento a campo (Romero et al. 1986). En este
sentido Duryea y McClain (1984) resaltan que el éxito de una plantacién
forestal depende de la calidad de las plantas, la que esta definida por su
comportamiento final en terreno. Este ultimo esta regulado por los atributos
morfoldgicos y fisiologicos de las plantulas y por su interaccion con el ambiente
en el sitio de plantacién. Atributos morfolégicos como diametro del cuello, altura
del plantin y potencial de crecimiento radical son buenos indicadores para
predecir la supervivencia y crecimiento potencial a campo (Mason 2001, Ritchie
y Tanaka 1990). Sin embargo, la informacion disponible y las investigaciones
realizadas hasta el momento en relacién a los atributos morfo-funcionales y las

practicas culturales para obtenerlos, son muy escasas para A. chilensis.

Otro importante factor para la eficiencia de los planes de reforestacion,
son las asociaciones micorricicas. Mas del 90 % de todas las plantas terrestres
forman asociaciones con hongos micorricicos (Smith y Read 1997). Martinez et
al. (2007) mencionan que la asociacion simbidtica entre las raices de la planta
y hongos micorriticos, consiste en que los fotosintatos generados por la planta
los comparte con los hongos, cubriendo su demanda de carbono, y a su vez los
hongos contribuyen a incrementar la absorcién de agua y minerales que pasan
a la planta. Esta relacion induce la ramificacion radical, dando como resultado
el mejoramiento de la tasa de crecimiento y supervivencia a campo (Gagnon et
al. 1988, Stenstrom et al. 1997, Krasowski et al. 1999, Jumpponen 2001, Van
Tichelen et al. 2001, Ortega et al. 2004). En esta misma linea Landis (1989) ha
observado que la micorrizacion puede no afectar el crecimiento del plantin en el

vivero, pero le otorgara mejores chances de supervivencia y mayores
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crecimientos una vez plantado a campo. A pesar que el uso de fertirriego, que
involucra altas dosis de nitrogeno y fésforo y medios de crecimiento artificiales,
produce una disminucién de la micorrizacion durante la viverizacion (Landis et
al. 1989, Sanchez 2000, Martinez et al. 2007), se espera que los plantines de
Ciprés de la Cordillera llevados a campo sean micorrizados rapidamente,
debido a que esta especie genera simbiosis con hongos micorriticos del tipo
arbusculares (MA) (Fontenla 2001), los cuales forman parte de la biota
autoctona de los sitios con aptitud forestal de toda la Patagonia (Martinez et al.
2007).

Esta tesis busca comprender el efecto de algunos factores ambientales y
fisiolégicos claves, potencialmente limitantes del crecimiento inicial del A.
chilensis utilizando un sistema artificial de producciéon de plantas, lo que
representaria ademas una primera aproximacion hacia el entendimiento de la
especie en sistemas naturales. Se trabajé sobre la hipdtesis de que la
optimizacion del crecimiento del plantin en su conjunto esta determinada por
los atributos de la arquitectura morfolégica e hidraulica del mismo, las que son
controladas por diversos factores ambientales y fisioldgicos. Para verificar
dicha hipétesis se plante6 como objetivo general determinar los efectos de los
factores ambientales tales como nutrientes minerales, agua y luz, y de los
factores fisiolégicos hormonas y micorrizas, todos los cuales controlan las
arquitecturas morfologica e hidraulica de las plantulas de A. chilensis y como
éstas inciden sobre la dinamica de crecimiento en la etapa de vivero y la

supervivencia y crecimiento inicial a campo.

Se plantearon 4 objetivos especificos, trabajados sobre distintas etapas
del ciclo de viverizacion y en campo en la etapa post-plantacion, los cuales dan

origen a los capitulos 1, 2, 3 y 4 de estas tesis. Los mismos son:

1. Influencia de la nutricidn mineral y el contenido hidrico del sustrato
en la dinamica de crecimiento de plantines cultivados de Ciprés de
la Cordillera.

2. Influencia de la irradiancia, en particular la dinamica de sombreo
sobre el crecimiento de los plantines de Ciprés de la Cordillera

durante la viverizacion.
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3. Efecto de las hormonas en el crecimiento y estructura radical
durante las primeras etapas de viverizacion de plantines de Ciprés
de la Cordillera.

4. Colonizacion micorricica de los plantines de Ciprés de la Cordillera

en relacion a la disponibilidad de agua y nutrientes.
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1

INFLUENCIA DE LA NUTRICION MINERAL Y EL CONTENIDO
HIDRICO DEL SUSTRATO EN LA DINAMICA DE CRECIMIENTO
DE PLANTINES CULTIVADOS DE CIPRES DE LA CORDILLERA

1.1. INTRODUCCION

El ajuste de los distintos factores intervinientes en el cultivo es de vital
importancia para lograr plantines aptos para las condiciones edafo-climaticas
del sitio a plantar. Dos de los factores de gran incidencia en el proceso de
viverizacion de plantines forestales son la disponibilidad de agua y de
nutrientes: estos regulan el crecimiento, los patrones de asignacion de carbono
y de la arquitectura hidraulica de las plantas (Faustino et al. 2013; Bucci et al.
2006; Osorio et al. 1998).

La disponibilidad de agua esta considerada como el principal factor
limitativo del crecimiento en los ecosistemas naturales, y es uno de los factores
mas importantes promotores del crecimiento tanto en los ecosistemas
naturales, como en los viveros. La relevancia ecolégica del agua refleja su
importancia fisiolégica, y casi cualquier proceso vegetal esta directa o
indirectamente afectado por el agua. Los efectos del déficit hidrico sobre el
crecimiento y el metabolismo de la planta son un tema ampliamente estudiado.
Asi, se ha observado que el déficit hidrico en suelos causa reduccion en la
biomasa total, producciéon de hojas, ramificaciones laterales y en las tasas de
expansion foliar y del crecimiento vegetativo tanto de plantas herbaceas como
lefiosas (e.g.: Schulze 1986, Chaves 1991, Jones 1996). Por otro lado, en
condiciones hidricas limitantes, los patrones de asignacién de carbono de
distintas especies a nivel individual resultan en el aumento de una funcién en
particular a expensas de otra (Bucci et al. 2009). Muchas especies exhiben
cambios en la asignacion de biomasa hacia las estructuras involucradas en la
captacién y transporte de agua en respuesta a déficit hidricos (Pereira y

Chaves 1993). Estos estudios resaltan la importancia del agua como
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herramienta de manejo en el cultivo de plantas, ya que no sélo puede modificar
la dinamica de crecimiento sino también los rasgos estructurales de las

mismas.

Bucci et al. (2006) mencionan la importancia de la disponibilidad de
nutrientes sobre la influencia de los patrones de asignacién de carbono,
pudiendo esto también afectar la arquitectura hidraulica y consecuentemente
las relaciones hidricas de la planta. Por ejemplo, si el total de la superficie del
area foliar aumenta con el incremento de disponibilidad de nutrientes a
expensas de la disminucidn del crecimiento radical, entonces la conductividad
hidraulica foliar especifica podria decrecer afectando el crecimiento de la
planta. En este sentido Herder (2010) menciona que un sistema radical con un
rapido crecimiento de la raiz principal y un incremento en el numero de raices
laterales y de pelos radicales es mas eficiente para captar agua y nutrientes.
Sin embargo, el correcto balance entre la biomasa de la raiz y la proporcion de
recursos asignados al sistema radical debe ser logrado para no afectar
negativamente el crecimiento de la parte aérea. Por otro lado, aun pequehas
modificaciones en el angulo de la raices pueden afectar el sistema de la
arquitectura radical y asi tener enormes efectos sobre la exploracion del suelo

para la captacion de agua y la productividad.

Entre los nutrientes, el nitrdgeno es uno de los elementos que mas influye
sobre el crecimiento (Landis 1989; Wang et al. 2015; Razaq et al. 2017). Por
otro lado, los valores absolutos de los niveles de cada nutriente determinados
en el follaje, carecen de importancia si no se analiza la relacion proporcional
entre los principales elementos. Al respecto, una planta puede estar muy bien
provista en los contenidos de nitrdgeno pero si el contenido de potasio es bajo,
la relacion entre ambos elementos no permitira que la planta exprese todo su
potencial en aspectos tales como resistencia al frio, capacidad para producir

nuevas raices y crecimiento inicial (Escobar 2007).

El potasio ha sido sugerido como un importante regulador catidnico de las
células vegetales para el mantenimiento del pH del citoplasma y el estroma de
cloroplastos (Wu y Berkowitz 1992). La deficiencia en potasio provoca una
disminucién del pH del estroma, resultando en una caida de la actividad

fotosintética (Werdan et al. 1975). Por otro lado en Marschner (2012), se
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menciona que el potasio puede afectar a la fotosintesis en varios niveles, por
ejemplo a través de su funcion en la regulacion de la apertura y cierre de los
estomas, aumentando la resistencia estomatica al CO2 ante deficiencias
nutricionales de K. Watanabe et al. (2011) sugieren que la deficiencia de otros
nutrientes tales como el foésforo y potasio, en relacion al uso eficiente del
nitrégeno, limitaria la actividad fotosintética bajo elevadas concentraciones de

CO2 atmosférico.

En contraste con los efectos del exceso de nitrégeno, si se proporciona
fésforo en exceso, el crecimiento de la raiz con frecuencia se incrementa mas
que el de la parte aérea, provocando bajas proporciones parte aérea/radical
(Salisbury 1994). Por otro lado, si se compara con el desarrollo de la parte
aérea, la parte radical es mucho menos afectada bajo condiciones de baja
disponibilidad de fésforo, llevando al mismo sintoma de bajas relaciones parte
aérea/radical. Esta reduccién de la proporcidon biomasa aérea/radical es debida
al incremento de la asignacion de carbohidratos hacia las raices, evidenciado
por un fuerte incremento particularmente de la concentracién de sacarosa en
plantas con deficiencia de fésforo (Marschner 2012). En estudios realizados
con deficiencia de fosforo en la herbacea Stylosanthe hamate, Smith et al.
(1990) observaron que el crecimiento aéreo declinaba rapidamente, mientras
que el radical no parecia afectarse, no solamente provocado por la reduccién
del transporte de fésforo a la parte aérea, sino también debido a la

translocacion neta de fosforo desde la parte aérea hacia las raices.

Landis (1989) menciona a la fertilizacion y al manejo del agua en vivero
como dos de los factores mas influyentes tanto en la tasa como en el tipo de
crecimiento en plantines. La viverizacion en ambientes semi-controlados ofrece
amplias oportunidades para manejar este tipo de factores. Este método
distingue distintas fases de crecimiento, caracterizadas no solo por la etapa
fenolégica por la que transita el plantin sino también por un manejo
determinado de distintos factores que tienen incidencia en el desarrollo del
cultivo (i.e. disponibilidad de agua y nutrientes entre los principales), buscando
objetivos especificos para cada etapa de desarrollo. Las fases de crecimiento
que forman parte del ciclo de cultivo son: Establecimiento, cuyo objetivo

principal es el desarrollo radical; Crecimiento rapido, donde se busca optimizar
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el crecimiento de la parte aérea del plantin y finalmente la etapa de
Rustificacion, en la cual se trabaja sobre la lignificacion de los tejidos, la
traslocacion de las reservas y el acondicionamiento del plantin para su salida

final a plantacion en el campo.

Por otro lado, la informacién disponible y las investigaciones realizadas
hasta el momento en relacion a las practicas culturales para obtener plantines
vigorosos y aptos para su transplante en el campo, son muy escasas para A.
chilensis. La generacion de este conocimiento permitira optimizar protocolos

culturales para mejorar la producciéon de plantines.
A partir de lo mencionado, se plantearon las siguientes hipétesis:

Hipotesis |1 “La mayor tasa de crecimiento del A. chilensis en vivero se
relaciona no soélo con la obtencion de los niveles optimos de nitrogeno y
potasio, sino también con la relacion de disponibilidad de los mismo (N:K)

durante la fase de crecimiento rapido.

Hipotesis II: “Un mayor desarrollo radical mejora las tasas de crecimiento
del A. chilensis en vivero. Por otro lado, la disponibilidad de fosforo y el
contenido hidrico del sustrato durante la fase de establecimiento, influencia el

crecimiento inicial del sistema radical”.

Los objetivos planteados en este capitulo son determinar las
disponibilidades y relaciones de N:K (durante la fase de crecimiento rapido) y la
disponibilidad de P y condiciones hidricas del sustrato (durante la fase de
establecimiento) que generan los mayores crecimientos y las mejores

caracteristicas morfofisioldgicas en plantines de A. chilensis.
Se establecieron dos ensayos:

Ensayo a: Se estudi6 la incidencia de distintos niveles de concentracion
de nitrégeno en combinacién con dos relaciones de proporcién con el potasio
durante la etapa de pleno crecimiento en vivero. Se evaluaron (i) el efecto
sobre el crecimiento de la porcion aérea, la asignacion de biomasa, el potencial
de crecimiento radical (PCRad) y la tasa de acumulaciéon en hojas de nitrégeno,
fésforo, potasio, calcio y magnesio; y (ii) las relaciones nutricionales que

generan los mayores crecimientos, las relaciones de biomasa mas

29



balanceadas y los mayores valores de PCRad. Este estudio ha sido publicado
recientemente (http://dx.doi.org/10.4067/S0717-92002018000300375).

Ensayo b: Se estudio la incidencia de distintos niveles de concentracion
de fésforo en dos niveles de contenido hidrico del medio de crecimiento,
durante la etapa de establecimiento en vivero. Los objetivos especificos fueron
(i) evaluar el efecto sobre la asignacion de biomasa y la arquitectura hidraulica;
y (ii) determinar de qué manera estos patrones afectan las relaciones hidricas y

la dinamica de crecimiento de los plantines de A. chilensis.
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Ensayo a

DISPONIBILIDAD DE NITROGENO Y POTASIO DURANTE LA
ETAPA DE PLENO CRECIMIENTO

1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Material vegetal y ambiente de cultivo

Las semillas para la produccién de las plantas utilizadas en este ensayo
fueron cosechadas en un rodal de las cercanias de la localidad de Corcovado,
Provincia de Chubut (43°32'36,5" S — 71°29'14,6” O — 390 m snm). Se
cosecharon los conos directamente de las ramas fructiferas, muestreando 16
arboles de polinizacion abierta separados por al menos 30 m de distancia, de
tal modo de minimizar la probabilidad de muestrear arboles emparentados y

asegurar una base genética amplia (Pastorino et al. 2013).

Una vez en vivero, se procedio a la mezcla de los conos de los diferentes
arboles y su apertura por medio del secado a temperatura ambiente. La semilla
se extrajo de los conos por agitacion y zarandeo. La limpieza se realizé con
tamices especificos para la especie, separando lotes de distinto calibre: menor
a2 mm, entre 2 mmy 3,5 mm, y mayor a 3,5 mm. A cada lote se le efectudé una
extraccion final de impurezas con la ayuda de una maquina de limpieza de

semilla por columna de aire (INRA, Tripette & Renaud).

Para llevar a cabo el ensayo se utilizo el lote de semilla de calibre de 2 a
3,5 mm. Las semillas se pre-trataron remojandolas en agua por 48 horas, con
posterior estratificacion en arena fina y frio humedo (3 °C — 5 °C) por 45 dias.
Al finalizar el proceso de estratificacion, se lavé el lote de semillas con agua en
distintos tamices para eliminar el sustrato utilizado. Por ultimo se las dejo orear

en pafos de media sombra para facilitar el manejo al momento de la siembra.

La siembra se efectudé directamente en los contenedores de cultivo. Se
realizé en forma manual, uniformando la profundidad de siembra a 0,5 cm en
todas las celdas con la utilizacién de un hoyador. Para asegurar la totalidad de
celdas llenas y evitar de esta manera el repique de plantulas, se determiné la

cantidad de semillas a sembrar por contenedor a partir de las reglas
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desarrolladas por Tinus y McDonald (1979), usando el valor de poder
germinativo (PG) del lote de semillas, lo que determiné una siembra de 6
semillas por celda en este ensayo. Una vez realizada la siembra se cubri6 las
semillas con la misma mezcla del sustrato de cultivo y se regaron los

contenedores a percolacion.

En los casos que emergi®6 mas de una plantula por contenedor se
procedié al raleo por corte con tijera, dejando s6lo una plantula por tubete. El
raleo se realiz6 una vez que la plantula presentd los cotiledones totalmente
abiertos, tomando como criterio de eleccion en primer lugar el tamafno y luego

la ubicacion centrada del ejemplar en el contenedor.

Se utilizaron bandejas de cultivo con 30 cavidades troncocénicas de 160
cm3, de seccion circular, con orificios de autopoda radical y nervaduras anti-
enrulado (DASSPLASTIC®, modelo 30160). Las bandejas fueron suspendidas
en el aire por un sistema de mesadas de alambre para generar las mejores
condiciones de aireacion entre las bandejas y el suelo, favoreciendo la

autopoda radical.

Como sustrato se utilizd una mezcla de perlita y turba en proporcién
volumétrica de 1:2. La perlita es un producto comercial que se obtiene a partir
de un mineral siliceo de origen volcanico, el que se hornea a 760 °C
produciéndose pequenos granos esponjosos. Se caracteriza por un bajo peso
especifico (80 a 130 kg/m?), granulometria entre 1,6 a 3 mm, absorcion de
entre 3 y 4 veces su peso en agua, pH entre 6 y 8, carencia de CIC sin aportes
de nutrientes minerales (Hartmann y Kester 1987). Se utilizé turba rubia de
musgo Sphagnum proveniente de canteras de Tierra del Fuego. La turba de
Sphagnum clara o rubia tiene una capacidad de retencion de humedad de 15
veces su peso seco, una acidez elevada con pH de entre 3,2 y 4,5 y contiene
pequefias cantidades de nitrogeno, fosforo y potasio (Hartmann y Kester 1987).
Landis (1990) reporta que estas turbas poseen un elevado volumen de poros
internos, del cual una gran proporcion (15 a 40 %) es clasificada como
porosidad de aireacion.

Para lograr un mezclado homogéneo se empleé una mezcladora para
cemento con una capacidad de 80 dm3. En ésta se fueron agregando la perlita
y la turba alternadamente y se adicion6 agua para humectar y mejorar la
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adherencia entre los sustratos intervinientes. El llenado de las bandejas con el
medio de crecimiento, se realizé utilizando una maquina llenadora por vibracion
que permitid lograr una compactacion uniforme en todas las cavidades,
manteniéndose de esta manera similares valores de porosidad en todo el
ensayo. Ambos sustratos que forman parte del medio de crecimiento son de
alta pureza y esterilidad por lo que se asume que no contienen inéculo o
esporas de micorrizas arbusculares (MA) responsables de la micorrizacion en

A. chilensis en el medio natural.

Para caracterizar las propiedades del sustrato elaborado, se determiné lo
porosidad de 30 contenedores adaptando la metodologia propuesta por

Escobar (2007), mediante el siguiente procedimiento:

Se bloqued por medio de tapones de volumen conocido, el fondo de los
contenedores, y se llenaron con agua los mismos, obteniendo el volumen del
sistema contenedor — tapdn. Luego, al contenedor con mezcla y fondo tapado
se le agregd agua por medio de una probeta y pipeta graduada hasta su
afloramiento en la superficie del sustrato (superficie brillosa). Con ese volumen
de agua aplicada y el volumen total se determiné el porcentaje de porosidad

total aplicando la siguiente ecuacion:

Pt= (Vs /Vt) x 100 [1]
Siendo:

Pt: porosidad total expresada en porcentaje (%).

Vt: volumen total expresado en mililitros (ml).

Vs: volumen de saturacién expresado en mililitros (ml).

Seguidamente, al contenedor saturado se le sacé el tapon recogiendo el
agua de drenaje en un recipiente (se filtraron las particulas del sustrato
arrastradas por el agua). Transcurrida 1 hora, se midié el volumen de agua
drenada en una probeta graduada obteniendo la porosidad de aireacion con la

siguiente ecuacion:

Pa= (Vd / Vit) x 100 2]
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Siendo:
Pa: porosidad de aireacion expresada en porcentaje (%).
Vt: volumen total expresado en mililitros (ml).

Vd: volumen de drenado expresado en mililitros (ml).

La porosidad de retencién (Pr) se calculé como la diferencia entre Pty Pa.

Los valores de porosidad logrados con las proporciones y procedimientos
descriptos resultaron muy convenientes (Landis 1990, Escobar 2007),

midiéndose los siguientes parametros: Pt= 57 %; Pa= 25 %; Pr= 32 %.

1.2.2. Condiciones de cultivo

El ensayo se desarrollé en la Unidad de Propagacion Vegetal (UPV) del
Instituto INBIES de la Universidad Nacional de la Patagonia (UNPSJB) (42° 55’
55,517 S, 71° 21" 50,17 W, 560 m snm), dentro del invernadero de
investigacion, el cual cuenta con ambiente semi-controlado, de estructura

metdlica de arco tipo gotico de 6 m de frente por 18 m de largo (108 m?).

Para generar las condiciones ideales de aireacion entre celdas y provocar
el efecto de la autopoda de raices, las bandejas de cultivo se colocaron sobre
mesadas construidas en cafio estructural cuadrado de 2 x 2 cm, y un enrejado
de alambre tipo balconero de 25 x 25 mm. La altura de las mesadas es de 50

cm sobre el piso del invernadero.

La refrigeracion del invernadero en la época estival se llevo a cabo con un
sistema de turbina de nebulizacion en combinacion con la apertura y cierre de
las ventanas laterales de la nave. Mediante el manejo de estas dos variables se
mantuvo a las temperaturas maximas por debajo de los 30°C, manteniendo
este control hasta la finalizaciéon del ciclo de cultivo. Segun Montero (1999) la
refrigeracion por evaporacién es mucho mas efectiva en climas secos, y en
combinacion con la ventilacion, a través de la apertura de las ventanas del
invernadero, puede reducirse la temperatura interior hasta cerca de 10 °C por
debajo de la exterior.
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Para el control de las temperaturas minimas se utilizé un generador de
aire caliente con distribuciéon de aire forzado por mangas de polietileno. El
calefactor se control6 por medio de un termostato asegurando que las
temperaturas no fueran inferiores a los 10 °C. El control de las bajas
temperaturas se realiz6 desde la siembra hasta el término de la fase de
crecimiento rapido del protocolo de fertirrigacion. Una vez iniciada la fase de
rustificacion las aberturas laterales del invernadero se programaron para que

quedaran abiertas permanentemente.

Durante la fase de establecimiento y crecimiento rapido (descriptas a
continuacion) se coloco una malla de sombreo aluminizada del 50 % de

transmitancia.

1.2.3. Método de cultivo

Se utilizd un método de viverizacion semi-controlado con manejo de
“fertirrigacidn”, o sea la provisién de fertilizantes a través del agua de riego.
Este método distingue distintas fases de crecimiento, caracterizadas no sélo
por la etapa fenoldgica por la que transita el plantin sino también por un manejo
determinado de distintos factores que tienen incidencia en el desarrollo del
cultivo (i.e. disponibilidad de agua y nutrientes entre los principales), buscando
objetivos especificos para cada etapa de desarrollo. Las fases de crecimiento

que formaron parte del ciclo de cultivo de este ensayo fueron:

Establecimiento: Trascurrio desde la finalizacion del raleo hasta el comienzo
del crecimiento del epicétilo, por un lapso de 6 semanas, extendiéndose desde

el 15 de septiembre hasta el 30 de octubre.

Crecimiento rapido: Abarcé desde el final del establecimiento hasta lograr
aproximadamente el 80 % del tamano de planta buscado, extendiéndose por 8

semanas, abarcando noviembre y diciembre.

Rustificacion: Se desarroll6 desde el final del crecimiento rapido hasta el
detenimiento del crecimiento radical (ausencia de puntas blancas),
transcurriendo por aproximadamente 16 semanas, durante los meses de enero,

febrero, marzo y abril.
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La duracion de cada fase de crecimiento fue similar a la utilizada por otros
autores en el cultivo de A. chilensis bajo este método de viverizacién (Enricci y
Massone 2003, Havrylenko 2005, Taccari 2012). El régimen de fertirrigacion
estuvo definido por la frecuencia de aplicacion, la duracién de aplicacion y la
solucion nutritiva aplicada durante cada una de las fases de crecimiento

descriptas.

La frecuencia de aplicacion para cada fase del crecimiento se determiné a
partir del contenido de agua aprovechable (AA) del sistema plantin-contenedor
(Tabla 1). Para manejar el estado hidrico de los contenedores se utilizo el
meétodo de pesadas, que toma en cuenta el mayor peso del agua en relacion a
otros componentes de los contenedores, por lo que el contenido de humedad
del contenedor puede ser determinado mediante el peso de la misma. El peso
del contenedor disminuye entre riegos conforme el agua de riego se pierde a
través de la evaporacion y la transpiracion, regando el cultivo nuevamente
cuando el peso del contenedor alcanza un nivel determinado (Landis et al.
1989). A partir de lo mencionado se definio el peso de AA (PAA) de la siguiente

manera:
PAA= PCc — PPMI [3]
Siendo:

PCc: Peso a capacidad de contenedor. Peso del contenedor que resulta luego

de un riego a percolacion y una vez que la misma cesa, expresado en gramos
(9)-

PPMI: Peso en punto de marchitez incipiente (PMI) que es el contenido hidrico
del medio de crecimiento una vez que el plantin llega al punto de pérdida de

turgor celular, expresado en gramos (g).

Los pesos mencionados en la ecuacion 1 se establecieron a través de la

siguiente metodologia:

Se seleccionaron al azar 12 contenedores con plantas del lote en estudio,
se regaron las mismas a percolacién, dejandolas por 3 h para asegurar el
drenado total del agua gravitacional. Pasadas las 3 hs se tomé el peso de las
bandejas, denominando a este valor como peso de capacidad de contenedor

(PCc). Para inferir el peso del punto de marchitez incipiente (PPMI), se
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construyd una curva de presion-volumen (PV) utilizando el método de
transpiracion libre mencionado por Fernandez y Gyenge (2010). A través de la
curva se definié el contenido relativo de agua (CRA) al cual los plantines de A.
chilensis llegaban a un estado hidrico celular de pérdida de turgencia (TLP),
siendo el mismo de 0,82 (expresado como fraccion 1). Una vez que se midio el
PCc se dejo secar a los contenedores hasta que los plantines llegaron al valor
de CRA obtenido en la curva de PV (0,82), y en este punto se tomo el peso de
los contenedores, definiendo al mismo como PPMI. EI CRA se determiné
siguiendo la metodologia utilizada por Tambussi et al. (2000). Se cortaron
segmentos de ramitas de plantines de bandejas gemelas (utilizadas para la
determinaciéon del CRA) y se pesaron (Pf). Luego los segmentos fueron
colocados dentro de vasos de precipitado en contacto con agua destilada a 4°C
en oscuridad durante una noche, pesandolos al dia siguiente (Psat), y
finalmente se secaron en estufa a 80 °C hasta peso constante definiendo al
mismo como peso seco (Ps). Finalmente el CRA fue calculado utilizando la

siguiente ecuacion:

CRA = (Pf — Ps) (Psat — Ps) -'. 100 [4]

Tabla 1. Contenidos hidricos en las distintas fases de crecimiento.

Fases de Crecimiento

S'e”.‘bra.Y Establecimiento Crec’:m.mento Rustificacion
Germinacion rapido

Contenidos o o o 40 % del
hidricos 90 % del PCc 75 % del PAA 50 % del PAA PAA

Los nutrientes necesarios para el desarrollo de los plantines fueron
suministrados a través de soluciones nutritivas, conformadas a partir de la
combinacion de fertilizantes balanceados hidrosolubles y sales binarias
hidrosolubles. Estas soluciones fueron ajustadas para cada fase de
crecimiento, variando principalmente en sus proporciones de nitrégeno, fésforo
y potasio (N:P:K). Tanto en la fase de establecimiento como en la de
rustificacion se utilizaron soluciones fertilizantes uUnicas para todos los
tratamientos. En la fase de establecimiento se us6 una solucién nutritiva con

una concentracion de nitrégeno= 64 mg L™, fosforo= 152 mg L' y potasio= 61
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mg L. Para llegar a estos valores se diluyoé por litro de agua 0,15 g del
fertilizante COMPO®HAKAPHOS violeta (13-40-13); 0,4 g de fosfato
monoamonico; 0,125 g de fosfato monopotasico y 0,02 ml de acido fosforico al
85 %. Para la solucion de aplicacién utilizada en la fase de rustificacion se
diluy6 en un litro de agua 0,34 g de fertilizante COMPO® HAKAPHOS base (7-
12-40); 0,23 g de fosfato monoamonico; 0,1 g de fosfato monopotasico y 0,02
ml de acido fosforico al 85 %, alcanzandose una concentracion de nitrégeno =
49 mg L, de fésforo = 100 mg L' y de potasio = 150 mg L'. En la fase de
crecimiento rapido se usaron diferentes soluciones fertilizantes segun los

tratamientos aplicados.

1.2.4. Tratamientos

Los tratamientos a ensayar consistieron en la variacion de las soluciones
nutritivas durante la fase de crecimiento rapido. Se establecié un ensayo con
ocho soluciones nutritivas, cuatro de ellas tuvieron una relacion N:P:K de 3:2:1,
diferenciandose por sus dosis crecientes de nitrégeno, siendo estas 50, 100,
150 y 200 mg L. En las otras cuatro soluciones, se mantuvieron las mismas
dosis crecientes de nitrogeno y se iguald la concentracién de potasio a la de
nitrégeno, llegandose a una relacion N:P:K de 3:2:3. Los distintos tratamientos
se generaron a través de la dilucién de diferentes sales hidrosolubles en agua
(Tabla 2). El agua de riego usada en los ensayos contenia 10 mg L' de
potasio, 4 mg L' de magnesio, 19 mg L' de sulfatos y 67 mg L' de calcio. El
aporte de estos iones fue tomado en cuenta al momento de disefiar las

distintas soluciones nutritivas
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Tabla 2.Clases y concentraciones de las sales fertilizantes de los ocho tratamientos utilizados

en el ensayo.

Tratamiento

Soluciones nutritivas expresadas en gramos de sales fertilizantes
hidrosolubles por litro de agua

T1 (3:2:1 — N:50)

T2 (3:2:1 — N:100)

T3 (3:2:1 — N:150)

T4 (3:2:1 — N200)

T5 (3:2:3 — N:50)

T6 (3:2:3 — N:100)

T7 (3:2:3 — N:150)

T8 (3:2:3 — N:200)

0,046 COMPO® HAKAPHOS rojo (18-18-18); *0,02 H3PO4 al 85 %;
0,086 NH4H2PO4 Yy 0,29 (NO3)2|V|g.

0,15 COMPO® HAKAPHOS rojo (18-18-18); *0,01 H3PO4 al 85 %);
0,155 NHsH2POy4; 0,18 (NO3).Mg y 0,08 Urea.

0,26 COMPQO® HAKAPHOS rojo (18-18-18); *0,01 H3PO4 al 85 %;
0,35 NH4H2PO4; 0,18 (NOs)zMg Yy 0,1 Urea.

0,38 COMPO® HAKAPHOS rojo (18-18-18); *0,01 HsPO, al 85 %;
0,46 NHsH,PO,; 0,33 (NOs)zMg Yy 0,1 Urea.

0,265 COMPO® HAKAPHOS rojo (18-18-18); *0,02 H3PO4 al 85 %.

0,55 COMPO® HAKAPHOS rojo (18-18-18); *0,02 HsPO4 al 85 % y
0,043 KH2POs..

0,83 COMPO® HAKAPHOS rojo (18-18-18); *0,02 H3PO, al 85 %;
0,057 KH2PO4 Yy 0,35 NHsH2POa4.

1,06 COMPO® HAKAPHOS rojo (18-18-18); *0,02 H3sPO4 al 85 %; 0,1
KH2PO4y 0,061 NH4H2POs,.

*: mililitros (ml)

1.2.5. Variables analizadas

La respuesta a los distintos tratamientos se midié a través de variables de

crecimiento en la parte aérea, potencial de crecimiento radical (PCRad) y

contenido de nutrientes en la porcidn aérea, tomandose estas mediciones

sobre plantines con el primer ciclo vegetativo completo (i.e. una vez concluida

la fase de rustificacion).

Se midié la altura del plantin (distancia desde la base del tallo hasta el

apice del eje primario de la planta), y el diametro del cuello (diametro del tallo

medido a la altura de la superficie del sustrato). Estas variables morfolégicas se

midieron sobre cinco plantas por bloque elegidas al azar (25 plantas por

tratamiento), con un calibre digital, con una precisién de 0,01 mm.
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También se determind la biomasa seleccionando cinco plantas por bloque
elegidas al azar (25 plantas por tratamiento). Estas se lavaron con agua
corriente para eliminar restos de sustrato adherido y se secaron
cuidadosamente. Posteriormente se seccionaron, separando la parte aérea de
la radical, colocandolas en bolsas de papel rotuladas en forma independiente, y
se llevaron a estufa a 80 °C £ 2 °C hasta peso constante. Para determinar los
pesos se utilizd una balanza digital con una precision de 0,01 g. La biomasa

total se determiné mediante la suma de los pesos de la parte aérea y la radical.

Para caracterizar el estado nutricional de los plantines se midieron los
contenidos de nitrogeno, fosforo, potasio, calcio y magnesio en su parte aérea.
Los andlisis fueron realizados en el Laboratorio de Analisis de Suelos del
CRUB Universidad Nacional del Comahue, San Carlos de Bariloche. EIl
nitrégeno total (Nt1) se determind con un analizador de carbono-nitrégeno,
combustion a 900 °C, Serie Thermo Electron Corporation, NC Soilanalyzer
Flash EA 1112. El fosforo total (Pt1) se determind por mineralizacién de la
muestra por digestion seca y cuantificacion por colorimetria (método del acido
ascorbico). Para el potasio, calcio y magnesio (Kr, Car y Mgr) se utilizo el
meétodo de mineralizacion de la muestra por digestién seca y cuantificacion por
absorcidn atomica. Las muestras consistieron de un minimo requerido de 2,5 g

de materia seca, obtenidos de treinta plantines por bloque de cada tratamiento.

Por ultimo, se determind el PCRad, definido como la capacidad de una
planta para iniciar y/o elongar sus raices cuando éstas se mantienen en un
medio favorable. Para esto, se utilizé6 una camara aeropénica de fabricacion
propia. La misma esta compuesta de una batea de acero inoxidable de 60 cm x
80 cm x 75 cm de alto, con una tapa formada por tablas de madera con
burletes de goma en sus cantos que actuan como sistema de sujecion de los
plantines, permitiendo que las raices queden suspendidas en el aire dentro de
la batea, y la parte aérea se ubique hacia el exterior de la misma. La camara
posee un sistema de iluminacion formado por 3 tubos fluorescentes que
generan sobre la porcién aérea de las plantas una densidad de flujo de fotones
fotosintéticos (PPFD) de 40 umol s™' m?, y dentro de la batea un sistema de
aspersion sobre las raices por micro-difusores. Para el ensayo en la camara

aeroponica se eligieron al azar cinco plantas por bloque (veinticinco plantas por
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tratamiento), extrayéndolas del ensayo de invernaculo la primera quincena de
agosto, con el crecimiento radical completamente detenido (caracterizado por
la desaparicion de puntas blancas en las raices). Se lavaron las raices con
agua corriente para eliminar restos de sustrato y en caso de existir raices no
suberizadas fueron eliminadas. Los plantines se colocaron en la camara
aeropodnica por 28 dias, humectando los sistemas radicales constantemente
con pulsos de agua atomizada de 10 segundos de duracion con intervalos de 6
min. La temperatura del agua se mantuvo a 20 °C, y se aplicé un fotoperiodo
de 14/10 h de luz/oscuridad (figura 1).

Figura 1. Vista de los distintos tratamientos ubicados en la camara aeropdnica para efectuar el
analisis de PCRad.

Una vez terminado el ensayo en la camara aeroponica se procedidé a
determinar el potencial de crecimiento radical utilizando la clasificacion
propuesta por Burdett (1979). Esta se basa en una escala ordinal que toma en
cuenta el numero total de raices nuevas y el numero de raices nuevas > 1 cm
de largo, categorizando a las plantas en seis clases numeradas del 0 al 5 de la

siguiente manera:
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Clase 0: no se identifican raices nuevas

Clase 1: se identifican raices nuevas pero ninguna > 1 cm
Clase 2: 1 a 3 raices nuevas > 1 cm

Clase 3: 4 a 10 raices nuevas > 1 cm

Clase 4: 10 a 30 raices nuevas > 1 cm

Clase 5: Mas de 30 raices nuevas > 1 cm

1.2.6. Diseio experimental y analisis estadistico

Las plantas se acomodaron en un disefio experimental de bloques
completos al azar (DBCA), disponiendo los ocho tratamientos en cinco bloques
(figura 2). Cada unidad muestral se conformé por cuatro bandejas de 30
plantas cada una, de modo que todo el ensayo estuvo compuesto por 160
bandejas, o sea 4800 plantines. Las plantas de la periferia de la bandeja no se

midieron con el fin de evitar el efecto borde.

Para comprobar el efecto de los tratamientos se realizaron analisis de la
varianza (ANOVA) para cada una de las variables consideradas, excepto
PCRad. En los casos en que se encontraron diferencias entre los tratamientos
se utilizo el test de LSD Fisher (a= 0,05) con correccion de Bonferroni. En el
caso del PCRad, por tratarse de una variable ordinal, se utilizé el test no
parameétrico de Friedman. El procesamiento de los datos se realizé con el

programa estadistico InfoStat/ Profesional, versién 2016.

Figura 2. Vista de los tratamientos ubicados en el invernadero de realizacion de los ensayos.
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1.3. RESULTADOS

La altura media de los plantines al concluir el primer ciclo de crecimiento
fue de 58,33 9,39 mm. Los plantines sometidos al T5 fueron los mas altos,
mostrando diferencias significativas (P = 0,0009) con respecto a los del T3 y el
T4 que presentaron los menores crecimientos (la diferencia entre los mismos
fue cercana al 28 %). El diametro medio de los plantines de todo el ensayo fue
de 1,11 £0,14 mm; el diametro del T5 fue un 24 % mayor a los alcanzados por
los tratamientos que presentaron los menores desarrollos (T2 y T3),
diferenciandose significativamente (P < 0,0001) con el resto de los
tratamientos, a excepcion del T6. El comportamiento comparativo de los datos
de la biomasa aérea (BSA) (media del ensayo: 0,23 +0,09 g) fue igual al
reflejado por la variable diametro, siendo T5 el tratamiento de mayor valor,
diferenciandose significativamente (P < 0,0001) de todos los tratamientos,
salvo de T6 (Tabla 3).

Tabla 3. Parametros morfolégicos de los plantines de Ciprés de la Cordillera sometidos a los
diferentes tratamientos.

Valor promedio + desviaciéon estandar (n=5)
Tratamiento

Altura (mm) Diametro (mm) Biomasa aérea (g)
T1 (3:2:1 — N:50) 63,60 +4,68 ab 1,07 0,09 bc 0,21 £0,04 bc
T2 (3:2:1 — N:100) 55,21 +1,82 ab 0,99 £0,04 c 0,19 £0,05 bc
T3 (3:2:1 = N:150) 50,44 +6,12 b 0,98 +0,08 ¢ 0,17 £0,06 c
T4 (3:2:1 — N:200) 50,05 +3,52 b 1,07 £0,06 bc 0,19 £0,03 bc
T5 (3:2:3 — N:50) 69,39 £12,01 a 1,30 0,14 a 0,36 £0,09 a
T6 (3:2:3 — N:100) 65,06 +11,54 ab 1,27 £0,15 ab 0,33 +0,11 ab
T7 (3:2:3 = N:150) 58,58 +4,79 ab 1,10 £0,03 bc 0,21 £0,04 bc
T8 (3:2:3 — N:200) 54,37 +6,65 ab 1,09 +0,09 bc 0,19 £0,06 bc

Letras diferentes indican diferencias significativas (Fisher, P<0,05).

En la biomasa radical (BSR) (media del ensayo: 0,14 10,09 g) los
tratamientos T5 y T6 difirieron significativamente (P < 0,0001) con aquellos
tratamientos en los cuales no se equipard la concentracion de nitrégeno con la
de potasio (relacidon 3:2:1), siendo T5 el que presenté mayor desarrollo (68 %

mas que los tratamientos de menor desarrollo) (Figura 3 A). Si bien todos los
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tratamientos donde se equiparé la concentracion de nitrégeno y potasio
(relacion 3:2:3) el desarrollo en biomasa total fue mayor, so6lo TS5 y T6
mostraron diferencias significativas con los tratamientos con relaciones 3:2:1

(Figura 3 B).

Al analizar la relacion entre la biomasa aérea y radical (BSA/BSR) se
observo que los tratamientos T5 al T8 (relacion 3:2:3), tuvieron una tendencia a
mostrar asignaciones de biomasa mas equilibradas, obteniéndose un valor
promedio de 1,41; mientras que en los tratamientos T1 al T4 con relaciones
N:P:K de 3:2:1, el valor de relacion de biomasas fue en promedio 2,28,
evidenciando una mayor asignacion de biomasa a la porcion aérea en

detrimento de la radical (Figura 3 C).
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Figura 3. Parametros morfolégicos de los plantines de Austrocedrus chilensis sometidos a los
distintos tratamientos T1-T8. (A) Biomasa radical (BSR). (B) Biomasa total (BST). (C) Relacién
biomasa aérea/biomasa radical (BSA/BSR). Los valores seguidos por la misma letra por
tratamiento no presentan diferencias significativas (Fisher, P < 0,05).

El estado nutricional de las plantas mostré variaciones entre los
tratamientos, para algunos de los elementos esenciales analizados. En el caso
del nitrégeno los mayores valores de concentracion en la porcion aérea
correspondieron al tratamiento T8, diferenciandose significativamente (P <
0,0001) del resto de los tratamientos, a excepcion del T7. Los tratamientos T1y
T5 se diferenciaron de los tratamientos T4, T6, T7 y T8 (Figura 4 A). El fosforo
no presentd diferencias significativas entre ningun tratamiento, mostrando un
valor promedio de 0,28 +0,08 %. En el caso del potasio el T1 fue el que mostré
mayor concentracion y se diferencio significativamente (P < 0,0001) del resto
de los tratamientos, adicionalmente el T7 se diferencié también de T4 y de T6
(Figura 4 B). El calcio no mostré diferencias significativas entre los tratamientos
(valor promedio de 0,39 * 0,08 %), en tanto que para el magnesio los
tratamientos con relaciones 3:2:1 se diferenciaron significativamente (P <
0,0001) con los de relaciéon 3:2:3, mostrando valores medios de 0,21 £0,03 % y

0,10 £0,02 % respectivamente.
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Figura 4. Concentracion de nutrientes en la parte aérea de plantines de Austrocedrus chilensis
sometidos a los distintos tratamientos T1-T8. (A) Concentracion de nitrogeno (N) total en
porcentaje de materia seca. (B) Concentracion de potasio (K) en porcentaje de materia seca.
Los valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas
(Fisher, P < 0,05).

Al analizar el PCRad, observamos que ninguna planta alcanzo la clase 5
de potencial de crecimiento radical, y en general los valores observados
resultaron bajos. Sin embargo, los tratamientos con relaciones 3:2:3
presentaron mayor crecimiento de raices nuevas que aquellos con relaciones
3:2:1, mostrando en general mayor porcentaje de plantines ubicados entre las
clases 2, 3 y 4. En los tratamientos donde no se equiparé el nitrogeno con el
potasio el mayor porcentaje de plantas se ubico entre las clases 0 y 1 de
PCRad (Tabla 4).

Tabla 4. Participacién porcentual de clases de PCRad segun la clasificacion de Burdett en los
tratamientos ensayados.

Tratamientos

Clases

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
0 20 20 20 40 0 0 40 20
1 20 60 40 20 0 0 20 20
2 60 20 20 20 80 60 40 40
3 20 0 20 20 0 20
4 20
5 0
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El tratamiento T6, que produjo los plantines de las clases mas altas de
PCRad, se diferencio significativamente de los tratamientos con relaciones
3:2:1 (P = 0,0016), mientras que el T2 y T4, que produjeron los plantines de
clases mas bajas de PCRad, se diferenciaron de los tratamientos de relaciones
3:2:3 (Tabla 5).

Tabla 5. Potencial de crecimiento radical (PCRad) de plantines de Austrocedrus chilensis
sometidos a los distintos tratamientos T1-T8.

PCRad
Tratamientos (;::E‘s) media (Ranks)
T1 17,5 3,5 abc
T2 12 2,4 ab
T3 19,5 3,9 abcd
T4 12 24 a
5 27 5,4 cde
6 37 74 e
T7 26 5,2 cde
T8 29 5,8 cde

Analisis de la varianza no paramétrico de Friedman.
Distintas letras indican diferencias significativas (P<
0,05).

1.4. DISCUSION

Al analizar los resultados obtenidos en los parametros morfolégicos,
observamos que los tratamientos que presentaron descompensaciones entre la
biomasa aérea y biomasa radical (3:2:1), evidenciadas por indices de BSA/BSR
mas elevados, produjeron un menor desarrollo de la biomasa total, mostrando
estas dos variables un coeficiente de correlacién significativo (r= -59, p=0,006)
y de relacién inversa entre las mismas. Si bien los tratamientos fueron
aplicados durante la etapa de crecimiento rapido, en la que las condiciones de
disponibilidad de agua y nutrientes no eran limitantes, las variables analizadas
fueron determinadas al finalizar la etapa de rustificacion, la que se caracteriza
por someter al plantin durante tres meses a condiciones ambientales y de
manejo adversas, modificando los contenidos hidricos del sustrato, la

disponibilidad de nutrientes y las temperaturas. En este escenario, el
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desbalance entre la parte de transpiracién y de absorcion pudo haber afectado

el desarrollo de la biomasa total.

A pesar de que en este estudio no se midieron los potenciales hidricos en
hoja al mediodia, y tomando en cuenta que los plantines de A. chilensis se
caracterizan por poseer un fuerte control estomatico (Gyenge et al. 2007), es
probable que la falta de compensaciéon en la relacion parte aérea/parte radical
en los tratamientos con relaciones 3:2:1, haya provocado una caida en el
potencial hidrico foliar, generando una menor conductancia estomatica con la
subsecuente disminucion en la captura de carbono, lo que pudo traducirse en
un menor desarrollo de biomasa total. En esta linea, Scholz et al. (2014)
mencionan que el control estomatico observado en A. chilensis tiene el costo
de reducir la captura de carbono, pero el beneficio de mantener potenciales
hidricos relativamente elevados reduciendo la posibilidad de que la planta
alcance umbrales de dafios por sequia irreversibles. Grosfeld y Barthélémy
2004, demostraron experimentalmente que el crecimiento primario de plantines
de A. chilensis podria continuar sin interrupciones durante el invierno si se lo
proveia de niveles de radiacion, luz y agua no limitantes. En base a este
trabajo, estos investigadores mencionan que el crecimiento inicial de esta
especie puede ser calificado como “potencialmente continuo” y fuertemente
modulado por el ambiente. Por otro lado, Faustino et al. (2013) demostraron en
ensayos con fertilizacion de nitrégeno y fésforo realizados sobre plantines
puestos a campo de Pinus taeda L., que el crecimiento de las plantas
fertilizadas con nitrogeno se vi6 afectado, atribuyendo dicho efecto a cambios
en la asignacion de biomasa y en algunos rasgos de la arquitectura hidraulica
que incidieron en un desbalance hidrico de las plantas afectando su tasa de

crecimiento de las mismas.

Si bien los tratamientos 3:2:1 presentaron una relacion BSA/BSR mayor
que los tratamientos 3:2:3 y esta caracteristica se correlacioné con una menor
generaciéon de BST, el mayor crecimiento en biomasa (BST) de los tratamientos
3:2:3 no se correlacion6 (r= -32, p=0,167) con el menor valor de BSA/BSR
obtenido. Esto sugiere que el crecimiento en estos tratamientos (3:2:3) pudo
haber estado controlado por algun otro mecanismo. En este sentido se observé

que a pesar de que los datos del analisis foliar muestran que la concentracion
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de nitrégeno en hojas aumenta en forma directamente proporcional con la
concentracion del elemento en la solucidon nutritiva, esta mayor concentracion
no se tradujo en un mayor crecimiento de las variables morfolégicas evaluadas,
mostrando por el contrario, en los tratamientos de relacion 3:2:3 un
comportamiento inversamente proporcional al mismo. Algunos investigadores
consideran que el “consumo de Iujo” (aumento de la disponibilidad de un
nutriente que no genera aumento en la tasa de crecimiento) no es perjudicial
para la planta, sino meramente un desperdicio de fertilizante. Sin embargo,
existen evidencias que muestran que elevados contenidos de nutrientes
foliares (especialmente de nitrogeno) pueden ser deletéreos (Landis et al.
1989). Este comportamiento de A. chilensis coincide con lo observado por
Ingestad (1979) en experimentos con Pinus sylvestris Baumg. y Picea abies
(L.) H. Karst con 20 a 1200 mg L' de nitrégeno. En ambas especies este autor
encontré que el crecimiento declinaba cuando las concentraciones foliares
estaban entre 2,7 y 3,4 %, recomendando concentraciones de nitrégeno de 20
a 50 mg L' para P. sylvestris y de 60 a 100 mg L' para P. abies. Wang et al.
(2015) mencionan en su trabajo realizado sobre fertilizacion exponencial con
nitrogeno en Pinus tabuliformis Carr., que una disminucién abrupta de la
biomasa del plantin indicaria niveles toxicos del elemento nutriente. En esta
misma linea, Razaq et al. (2017) demostraron en Acer mono Maxim. que la
administracién de suplementos de nitrégeno puede aumentar los parametros
de crecimiento hasta cierto punto, teniendo efecto negativo a niveles mas
elevados. La disminucién en biomasa mostrada por los plantines de A. chilensis
entre los tratamientos de la relacion 3:2:3, podria estar indicando un efecto de

toxicidad en relacion a las concentraciones de nitrogeno.

Si bien el nivel de nitrégeno es el factor mas importante para manipular el
crecimiento de las plantas (Landis et al. 1989), nuestras observaciones
muestran que el manejo del potasio tuvo gran influencia en el crecimiento de
los plantines de A. chilensis, provocando un mayor crecimiento de las plantas
que se cultivaron bajo las soluciones donde se equipard el nitrégeno con el

potasio.

Se observd que el aumento del potasio en las soluciones de los

tratamientos de relacién 3:2:3 aumentd la concentracién de nitrégeno en la
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parte aérea, acompafando el mayor crecimiento de la misma. Posiblemente
este aumento fue provocado por la mayor asimilacion de nitrogeno en forma de
nitratos, debido a que los cationes potasio producen un efecto sinérgico en la
absorcién que realiza la planta de dicho anion (Marschner 2012, Johnston y
Milford 2012, Coskun et al. 2016). De forma contraria, la tasa de captacion del
magnesio se ve fuertemente deprimida por la accion antagdénica de otros
cationes como el potasio, amonio, calcio y manganeso (Garcés San Martin
2002). Esto se vio reflejado en nuestro estudio, ya que los tratamientos donde
se aumentd el potasio (relacion 3:2:3) mostraron una menor concentraciéon
foliar de magnesio, a pesar de que en estas soluciones la concentracion del
mismo fue de dos a tres veces mayor que en las cuatro soluciones nutritivas de
los tratamientos con relaciones 3:2:1, presentando contenidos foliares
promedios de 0,2 % (relacién 3:2:1) y 0,1 % (relacion 3:2:3). Como funcién
principal del magnesio se identifican: su rol como atomo central de la molécula
de clorofila y su participacidn en muchos procesos esenciales para el desarrollo
normal de la planta, destacandose su funcién como elemento puente en la
agregacion de subunidades ribosdmicas (proceso necesario para la sintesis
proteica), modulador de la actividad de Rubisco en el estroma y promotor de
reacciones enzimaticas. La deficiencia de magnesio puede provocar la
limitacién del suministro de carbohidratos a las raices deteriorando fuertemente
el crecimiento radical e incrementando la relacion peso seco vastago-raiz
(Marschner 2012). En este estudio, si bien se observa una diferencia
significativa en los contenidos foliares entre los tratamientos de proporciones
3:2:1y 3:2:3, ésta no tuvo incidencia en términos de crecimiento, presentando
mayores crecimientos las plantas con menores concentraciones de magnesio,
poniendo en evidencia que su concentracion no fue limitante para el

crecimiento y se mantuvo por debajo de los niveles téxicos.

Existen escasos trabajos que incluyen el analisis foliar de nutrientes
minerales entre las variables a evaluar en la viverizacion de A. chilensis. Por
otro lado, para hacer diagnodsticos es necesario disponer de estados
nutricionales de comparacién que relacionen, por ejemplo, nutricidn versus
calidad y rendimiento. Uno de los pocos trabajos que realizé un analisis del

estatus nutricional de plantines de A. chilensis cultivados en vivero fue el
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realizado por Basil et al. (2009), que arrojo concentraciones foliares promedio
de 1,19 % de nitrogeno; 0,46 % de fosforo; 1,03 % de potasio; 1 % de calcio y
0,24 % de magnesio en el tratamiento que produjo los mejores resultados.
Estos valores difieren de los observados en el presente trabajo, sobre todo en
el nitrogeno y el calcio. Estas diferencias podrian deberse al hecho de que en
el trabajo de Basil et al. (2009) las plantas analizadas eran de tres afos de
edad y crecieron bajo un régimen de cultivo en el que se utilizé compost como
insumo fertilizante, mientras que en el presente trabajo se analizaron plantas
mas jovenes cultivadas bajo un método semi-controlado y bajo fertirriego, lo
que posiblemente haya aumentado la disponibilidad de dichos elementos

esenciales y mejorado las condiciones para su absorcion.

Si bien los plantines de A. chilensis de los tratamientos con proporciones
3:2:3 mostraron valores de PCRad superiores a los de proporciones 3:2:1, en
su conjunto presentaron valores bajos. Venegas |bafiez (2000) en un trabajo
realizado en Eucalyptus globulus Labill y Eucalyptus nitens Maiden, donde
evaluaron potencial de crecimiento radical en relacion a distintos esquemas de
fertilizacion, obtuvieron resultados opuestos entre estas dos especies. Mientras
que E. globulus respondié mejor a altas concentraciones foliares de nitrégeno y
bajas de potasio, E. nitens obtuvo mejores valores de PCRad en las menores
concentraciones de nitrogeno y mayores de potasio, mostrando esta ultima
especie un comportamiento similar al expresado por A. chilensis en el presente
trabajo. Por otro lado, Donald (1988) encontré6 en ensayos realizados con
plantines de Pinus radiata D. Don que el aumento de nitrégeno fomentaba la
formacion de nuevas raices, mientras que el aumento del potasio lo disminuia.
Los estudios mencionados ponen en evidencia que las respuestas del PCRad
en relacion a esquemas de fertilizacién parecen ser especie-especificas. Por
ultimo, Ritchie y Tanaka (1990) sefalan que el PCRad parece estar regulado
por factores fisiolégicos internos como la intensidad de la dormancia aérea y la
presion sobre las reservas de carbono en el desarrollo aéreo, sefialando como
puntos de maximo valor del mismo cuando la dormancia es débil y la parte
aérea no se esta expandiendo. En nuestro trabajo el PCRad fue medido en el
mes de agosto, y consecuentemente es posible que los plantines de A.

chilensis se encontraran en un estado de dormancia avanzada, lo que
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explicaria los bajos valores generales de este parametro. Seria necesario
realizar el analisis de esta variable en las distintas etapas fenologicas del
cultivo para poder determinar su secuencia ciclica y de esta manera fijar las
etapas del cultivo mas propicias para su medicion transformandolo en un

indicador de calidad confiable para la especie estudiada.

En resumen, las evidencias presentadas en este trabajo demuestran que
el crecimiento de los plantines de A. chilensis durante la viverizacion es
influenciado por la relacion nitrégeno:potasio del esquema de fertilizacion,
durante la etapa de pleno crecimiento. Para la misma proporcion de nitrégeno y
potasio, concentraciones mayores de 50 mg L' de nitrébgeno producen una
inhibicion del crecimiento. Las relaciones donde se equiparo el nitrégeno con el
potasio mostraron una asignacion de biomasa mas equilibrada entre las
porciones aérea y radical de la planta, y un mayor crecimiento con respecto a
las relaciones donde no se equipararon estos elementos. Por otro lado, iguales
proporciones de nitrogeno:potasio y bajas concentraciones de nitrogeno
mejoraron el comportamiento del potencial de crecimiento radical. Este estudio
pone en evidencia que concentraciones de nitrogeno del orden de los 50 a 100
mg L' en proporciones equilibradas con el potasio, aplicados durante la etapa
de pleno crecimiento, generan no sélo un mayor crecimiento de los plantines en
vivero, sino que también mejoran atributos morfolégicos e indicadores de
calidad usados para predecir el desempefo a campo (e.g. relacion BSA/BSR,
PCRrad). Los resultados obtenidos en el presente ensayo ponen en evidencia
la necesidad de incluir en futuros estudios el analisis de parametros de la
arquitectura hidraulica para analizar con mayor detalle la dinamica de

crecimiento y su relacion con el contenido foliar de nutrientes.
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Ensayo b

DISPONIBILIDAD DE FOSFORO Y AGUA DURANTE LA ETAPA
DE ESTABLECIMIENTO

1.2. MATERIALES Y METODOS

La metodologia utilizada en este ensayo fue similar a la empleada en el
Ensayo a, de manera que, en las siguientes descripciones sélo se detallan las

diferencias con respecto al mismo.

1.2.1 Material vegetal y ambiente de cultivo

Estos experimentos se llevaron a cabo con plantines de A. chilensis
generadas a partir de semillas de un rodal natural ubicado en la cabecera sur
del Lago Futalaufquen (42°54'31,6” S — 71°36’41,8” W — 570 m snm), Parque
Nacional Los Alerces, Provincia del Chubut. Se cosecharon los conos
directamente de las ramas fructiferas, muestreando 16 arboles de polinizacién
abierta separados por al menos 30 m de distancia entre si, de tal modo de
minimizar la probabilidad de muestrear arboles emparentados y asegurar una
base geneética amplia. La cosecha se llevo a cabo en el momento de madurez
de los conos. Para la siembra se utilizé semilla de la fraccion de 2 a 3,5 mm de
calibre, con una pureza de 81 %. Siguiendo las normas ISTA (2009), a través
de la pesada de ocho muestras de 100 semillas limpias se determindé un peso
de 1000 de 2,92 +0,036 g con un CV de 12,3 %.

Para la produccion de las plantas (también conducida en el vivero de la
UPV - INBIES — UNPSJB) se utilizaron tubetes individuales de 250 ml (140 mm
de altura y 65 mm de diametro superior del alvéolo), de seccién tronco cénica,
con 8 nervaduras interiores y 4 ventanas laterales en el extremo inferior para
inducir la autopoda radical (DASSPLASTIC®, modelo R250). Los tubetes se
ubicaron en bandejas porta-tubetes con capacidad para 56 unidades. Con la
utilizacién de esta bandeja se obtiene una densidad de cultivo de 207 plantas
por m2.

53



En este ensayo b, el cultivo pasé por dos ciclos de crecimiento en vivero,
separados por la etapa de dormancia, la cual transcurre desde el detenimiento
del desarrollo radical hasta su reactivacion, abarcando los meses invernales.
Las fases de crecimiento se repitieron en el segundo ciclo de viverizacién con

la misma duracioén que en el primer ciclo.

1.2.2. Manejo de agua y fertirriego.

Luego de la siembra se realizaron riegos frecuentes para mantener el
contenido de humedad del sustrato lo mas cercano posible a capacidad de
contenedor en los primeros centimetros del mismo. Una vez producida la
germinacién la frecuencia de riego se establecié utilizando el método de las
pesadas, usando en la fase de establecimiento como indicador para efectuar el
riego el 20 % o el 80 % (segun tratamiento), en pleno crecimiento el 50 % y en

rustificacion el 40 % del agua aprovechable (AA).

El riego se aplicd en forma manual mediante la utilizacién de un kit de
riego formado por una bomba periférica y un aplicador en forma de roseta.
Tanto en la fase de crecimiento rapido como en la de rustificacidon se utilizaron
soluciones fertilizantes unicas para todos los tratamientos del ensayo. En la
fase de crecimiento rapido se usd una solucion nutritiva con una concentracion
de nitrégeno= 48 mg L, fésforo= 34 mg L' y potasio= 50 mg L-'. Para llegar a
estos valores se diluyd por litro de agua 0,265 g del fertilizante
COMPOPHAKAPHOS rojo (18-18-18) y 0,02 ml de acido fosforico al 85 %.
Para la solucion de aplicacion utilizada en la fase de rustificacién se diluyd en
un litro de agua 0,34 g de fertilizante COMPO® HAKAPHQOS base (7-12-40);
0,23 g de fosfato monoamoénico; 0,1 g de fosfato monopotasico y 0,02 ml de
acido fosforico al 85 %, alcanzandose una concentracion de nitrégeno = 49 mg
L', de fosforo = 100 mg L' y de potasio = 150 mg L'. En la fase de
establecimiento se usaron diferentes soluciones fertilizantes segun los

tratamientos aplicados.
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1.2.3. Tratamientos

Los tratamientos consistieron en la combinacion de distintos niveles de los
dos factores estudiados, fosforo y agua, durante su aplicacion en la fase de
establecimiento. Se aplicaron tres niveles del factor concentracién de fésforo
(1, 10 y 100 mg L") y dos niveles de contenido hidrico del medio de
crecimiento (20 % y 80 % de la AA). De la combinacioén de los niveles de los
factores se generaron seis tratamientos, los que se identificaron de la siguiente
manera: T 20-1, T 20-10, T 20-100, T 80-1, T 80-10 y T 80-100. Para generar
los tres niveles de concentracion de foésforo, se disefiaron distintas soluciones
nutritivas teniendo en cuenta los 10 mg L' de potasio, 4 mg L' de magnesio,
19 mg L' de sulfatos y 67 mg L' de calcio aportados por el agua de riego
usada en el ensayo (Tabla 6), en tanto que los estados hidricos se

determinaron mediante el método de las pesadas.

Tabla 6.Concentraciones de las sales fertilizantes utilizadas en las tres soluciones nutricionales
de los distintos niveles de fésforo (P).

Soluciones nutritivas expresadas en gramos de sales

Nivel de concentracion de P fertilizantes hidrosolubles por litro de agua

0,02 COMPO® HAKAPHOS violeta (7-12-40); 0,065 NOsK;

-1
tmgl 0,19 (NOs):Mg.
10 ma L 0,02 COMPO® HAKAPHOS violeta (7-12-40); 0,065 NOsK;
9 0,19 (NO3):Mg.; *0,02 HsPO; al 85 %.
100 mg L- 0,26 KH2PO4: 0,3 NHaH2PO4: *0,02 HsPO. al 85 %.

*: mililitros (ml)

1.2.4. Variables analizadas
1.2.4.1. Biomasa

Los plantines utilizados para la determinacion de la biomasa se lavaron
para eliminar restos de sustrato adherido y se secaron cuidadosamente.
Posteriormente se seccionaron, separando la parte aérea de la radical,

colocandolas en bolsas de papel rotuladas en forma independiente, y se
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llevaron a estufa a 80 °C + 2 °C hasta peso constante. Para determinar los
pesos se utilizd una balanza digital con una precision de 0,01 g. La biomasa
total (BST) se determiné mediante la suma de los pesos de la parte aérea y la
radical. También se calculé la razén entre la biomasa aérea y la radical
(BSA/BSR).

Se muestrearon ocho plantas por tratamiento elegidas al azar. Las
mediciones se realizaron al finalizar el segundo ciclo de crecimiento, una vez
que el cultivo entrd en el periodo de dormancia a partir de mediados del mes de

mayo.

1.2.4.2. Conductividad radical

La conductividad radical (Lp) se determiné siguiendo la metodologia
usada por Kamaluddin y Zwiazek (2001), en la que se utiliza el método de
presidn hidrostatica. Se descalzaron de los contenedores los plantines
seleccionados para la medicion, para luego seccionarlos en dos porciones: la
inferior comprendiendo el sistema radical y el tallo hasta la insercién de la
primera rama, y la superior con la mayor parte de la biomasa aérea. El sistema
radical escindido se sumergié integramente en un recipiente que contenia
solucion Hoagland modificada (Taiz-Zeiger, 1998) diluida al 50 % con agua,
colocando al mismo dentro del receptaculo de una camara de presion tipo
Scholander y dejando la parte de tallo seccionada fuera de la camara,
asomando a traves del tapon de seguridad de la misma. Luego de asegurar el
dispositivo se sometid a las raices a presiones ascendentes de 0,1; 0,2; 0,3 y
0,4 MPa, calculando a la conductancia radical (Kr) como la pendiente de la
regresion lineal entre el flujo de agua erogado y la presion de estabilizacion del
flujo aplicada para cada presion, expresada en kg MPa™! s-'. El flujo erogado
para cada presion aplicada fue determinado colectandolo con un hisopo de
algododn sobre el corte del tallo y pesando el mismo con 0,001 g de precisién
cada 5 minutos hasta la estabilizacién de los pesos.

Para determinar la Lp cada sistema radical fue sumergido en agua dentro
de una probeta de 0,1 ml de precision, calculando su volumen por la cantidad

de agua desplazada, quedando la Lp expresada como:

56



Lp=Kv/ Vi [5]
Siendo:

Lp: conductividad radical (Kg MPa™! s'ml").

K:: conductancia radical (Kg MPa' s).

Vr: Volumen del sistema radical expresado en mililitros (ml).

Las determinaciones de Lp se efectuaron sobre siete plantines por
tratamiento elegidos al azar, durante la finalizacion del segundo ciclo de
crecimiento, en la segunda quincena de febrero y la primera del mes de marzo.
Se optd por este periodo con el propdsito de realizar las mediciones sobre

sistemas radicales activos.

1.2.4.3. Conductividad maxima del tallo

Para medir la conductividad maxima del tallo (Kimax) se utilizd una
modificacion del método mencionado por Fernandez y Gyenge (2010). Se
usaron secciones de tallo comprendidas entre el inicio del sistema radical y el
inicio de las ramificaciones de la parte aérea. Los tallos se perfusionaron con
un flujo presurizado a 0,2 MPa, para quitar los posibles embolismos presentes.
Para ello se utilizd una camara tipo Scholander a la que se le colocd un
recipiente con agua con safranina al 5 %. El agua utilizada fue destilada y
desgasificada haciéndola hervir por 30 min, verificando que no se produjeran
burbujas nuevamente al ser sometida a la presidon mencionada. Una vez
realizados los cortes, se le extrajo la corteza al segmento de tallo donde se lo
unia a la manguera de latex para conectarlo con el dispositivo de medicion, a
través de un capilar plastico que conectaba el recipiente con agua en la camara
con la manguera. Tanto los cortes como la conexion del tallo a la manguera se
efectuaron bajo agua con el dispositivo purgado y libre de burbujas. Se tifié el
agua con safranina para observar con mayor facilidad la formacién de burbujas
en el sistema y tedir la seccidon del area del xilema conductor, para facilitar su
posterior determinacién. Una vez verificada la ausencia de burbujas, se aplicé
presion al sistema provocando la salida de agua a través del extremo del tallo.

El agua erogada por el extremo del tallo se colectdé con un hisopo de algodén y
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luego se pesd con una precision de 0,001 g cada 1 6 2 min segun la cantidad
de agua erogada. Se realizaron mediciones hasta observar la estabilizacion de
los pesos. Para calcular la conductividad hidraulica especifica maxima del tallo,

se utilizo la siguiente ecuacion:

Kimax= Q.I/AX.AP [6]
Siendo:

Kimax: conductividad hidraulica especifica maxima del tallo (kg m™' s*' MPa")
Q: flujo de agua que pasa a través del segmento de tallo (kg).

I: longitud del segmento de tallo (m).

Ax: area del xilema activo (m?).

AP: diferencia de potencial entre los extremos del segmento (MPa).

Esta variable se determin6 sobre siete plantas por tratamiento al término

del segundo ciclo de cultivo.

1.2.4.4. Conductancia de la planta

Para determinar la conductancia de la planta se calculd la relacion entre la
tasa de transpiracion (E) y el diferencial entre el potencial hidrico del suelo y el
de la hoja (Figura 5a, b, ¢ y d). Para ello se regaron a percolacion los
contenedores con los plantines a evaluar, y se los llevé a un habitaculo a total
oscuridad por 12 hs. con la parte aérea tapada con una bolsa de nylon. Al dia
siguiente, inmediatamente después de sacarlos de la camara oscura se le
midié el potencial hidrico a una ramita de cada plantin y se establecié al mismo
como el potencial hidrico del suelo. Luego se colocaron los contenedores con
la superficie de sustrato expuesta cubierta con papel aluminio, en una mesada
de luz con una irradiancia de 230 ymol s' m< a una temperatura ambiente de
aproximadamente 20 °C sobre una balanza hasta que la tasa de transpiracion,
medida a partir del cambio de peso del sistema, se estabilizé. En ese momento
se midid nuevamente el potencial sobre otra ramita de la copa, tomando a éste

como el potencial de la hoja. El total del follaje de los plantines fue escaneado y
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se utilizé el programa Imaged para estimar el area foliar y asi calcular la

conductancia estandarizada de la planta, a través de la siguiente ecuacion:
Koi= E/AW.AF (7]
Siendo:

Kpi: conductancia planta estandarizada (kg s"'m2MPa").

E: tasa de transpiracion expresada como volumen de agua por unidad de
tiempo (kg s)
AVW: diferencia de potencial entre el suelo y las hojas (MPa).

AF: area foliar de la planta (m?).

Para realizar las mediciones de esta variable se necesité que los plantines
estuvieran en plena actividad, por lo que las mediciones se efectuaron en el
segundo ciclo de crecimiento, durante la segunda quincena de enero y primera

de febrero, sobre siete plantines por tratamiento.

Figura 5. Vista del proceso de medicion de la conductancia de la planta. a) acondicionamiento
de los plantines para estabilizar el Wh; b) plantines puestos a transpirar en la mesa de luz; c)
acondicionamiento de una ramita para efectuarle la medicion de Wh en la bomba de presion; d)
digitalizacion del follaje del plantin para la determiancion del area foliar.
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1.2.4.5. Potencial hidrico foliar pre-alba (Whpr) y mediodia (Whm)

A las plantas seleccionadas para realizarles las mediciones de Lp, se las
utilizé en forma previa para determinar el Whpr y Whm. LOs potenciales hidricos
(WWh) se determinaron utilizando una bomba de presion “tipo Scholander” (MCR,
mod. ARIMAD 3000) en la que se colocé una ramita de la copa del plantin
dentro de la camara de la bomba, dejando la parte del corte hacia el exterior
asegurandola con el O-ring de la tapa de la camara. Una vez asegurado el
dispositivo se aplico presion creciente dentro de la camara hasta observar la
aparicion de agua por el xilema del corte, registrando este valor de presion en
MPa. Para la determinacién del Whpr se regaron los plantines hasta percolacion,
luego se les cubri6 todo el follaje con una bolsa de nylon y se los coloco en un
habitaculo a oscuridad durante toda la noche, efectuando la evaluaciéon del Whpr
al dia siguiente a las 8:00 am. Una vez efectuadas las mediciones de Whpr se
sacaron las plantas al invernadero y se les volvié a tomar el Wh a las 12:30 pm,
identificando a estos valores como Whm. Las mediciones se realizaron durante

la segunda quincena de febrero del segundo ciclo de cultivo.

1.2.5. Disefio experimental y analisis estadistico

Los 6 tratamientos resultantes del arreglo factorial de los niveles de los
factores analizados, se pusieron a prueba con un dispositivo experimental con
un diseio completamente aleatorizado (DCA) con 8 réplicas. Cada unidad

muestral se conformé por 24 tubetes (Figura 6).
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Figura 6. Vista del ensayo ubicado en las mesadas del invernadero, durante el segundo ciclo
de crecimiento.

Para comprobar el efecto de los tratamientos se realizaron analisis de la
varianza (ANOVA) para cada una de las variables consideradas. En los casos
en que se encontraron diferencias entre los tratamientos se utilizd el test de
LSD Fisher (a= 0,05) con correccion de Bonferroni. El procesamiento de los

datos se realizé con el programa estadistico InfoStat/ Profesional, version 2016.

1.3. RESULTADOS

La interaccién de los factores no fue significativa (P> 0,05) para ninguna
de las variables analizadas, o sea que los factores actuaron en forma

independiente.

La biomasa aérea (BSA) presentd diferencias en los dos factores (Figura

7 Ay B). Para la concentracion de fosforo, la de 100 ppm fue la que presento el
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mayor crecimiento (4,53 g +1,45), diferenciandose de la de 10 ppm, que fue la
de menor crecimiento (3,46 g +0,85) (P= 0,047). Mientras que para los
contenidos hidricos, el de mayor desarrollo fue el de 80 % con una biomasa
media de 4,52 g £1,32, en tanto que el contenido de humedad del 20 % mostré

una biomasa de 3,43 g + 1,21, siendo esta diferencia significativa (P= 0,03).

a
7,0+ 6,0
(A) (B)
a
6,0 - ab b
451
5,0 b
4,0-
3,0
3,04
2,0
1,54
1,01
0,0 ! 0,0
1 10 100 20 80
)

P (mg/L) AA (0/0

BSA (g)
BSA (g)

Figura 7. Generacion de biomasa aérea (BSA) de plantines de Austrocedrus chilensis. (A) En
relacion a los tres niveles de concentracion de fosforo ensayados. (B) En relacion a los dos
niveles de contenido hidrico. Los valores seguidos por la misma letra por tratamiento no
presentan diferencias significativas (a=0,05).

Para el caso de la biomasa radical (BSR), el factor concentracién de fésforo no
presentd diferencias significativas. En cambio, los contenidos de humedad si
tuvieron un efecto diferencial (P=0,014), desarrollandose mas la biomasa
radical del nivel de humedad del 80 % (2,48 g £0,82) que del 20 % (1,93 g
+0,70) (Figura 8 Ay B).
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Figura 8. Generacion de biomasa radical (BSR) de plantines de Austrocedrus chilensis. (A) En
relaciéon a los tres niveles de concentraciéon de fésforo ensayados. (B) En relaciéon a los dos
niveles de contenido hidrico. Los valores seguidos por la misma letra por tratamiento no
presentan diferencias significativas (a= 0,05).

La biomasa total (BST) presentd valores promedios de 6,18 g +2,13.
Ambos factores tuvieron efectos significativos (Figura 9 A y B). El factor
concentracion de fosforo mostré diferencias (P= 0,044) entre la concentracion
de 100 ppm con valores de 7,1 g £2,20 y la de 10 ppm con valores de 5,39 g
11,28. El factor contenido hidrico también tuvo efectos diferenciales entre los
niveles estudiados (P= 0,004), mostrando los mayores desarrollos (7,00 g
12,08) el factor de 80 % de AA, mientras que el factor de 20 % de AA presento
valores de 5,36 g +1,87.
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Figura 9. Generacion de biomasa total (BST) de plantines de Austrocedrus chilensis. (A) En
relaciéon a los tres niveles de concentracion de fésforo ensayados. (B) En relaciéon a los dos
niveles de contenido hidrico. Los valores seguidos por la misma letra por tratamiento no
presentan diferencias significativas (a= 0,05).

La asignacion de biomasa (BSA/BSR) no present6é diferencias para
ninguno de los factores analizados (Figura 10 A y B), expresando un valor

promedio general de 1,83 +0,25.
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Figura 10. Respuesta a la asignacién de biomasa (BSA/BSR) de plantines de Austrocedrus
chilensis. (A) En relacion a los tres niveles de concentracion de fésforo ensayados. (B) En
relaciéon a los dos niveles de contenido hidrico. Los valores seguidos por la misma letra por

tratamiento no presentan diferencias significativas (a= 0,05).
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No se encontraron diferencias significativas para la conductividad radical,
ni en la conductividad especifica del tallo o la conductancia total de la planta,
para ninguno de los niveles de los dos factores estudiados (Tabla 7 A, B y C),
mostrando valores promedios de 2,80 +1,26 (kg.MPa'.s.cm? x 1,00 E*08),
11,12 £5,94 (kg.Mpa'.s'.m2 x 1,00 E***) y 7,81 3,18 (kg.Mpa'.s' x 1,00 E*%)

para estas 3 variables respectivamente.

Tabla 7. Variables hidraulicas de plantines de Austrocedrus chilensis sometidos a diferentes
niveles de concentraciones de fosforo (P) y contenidos de agua aprovechable (AA). (A)
Conductividad radical (Lp) (kg.MPa'.s'.cm=x1,00 E*). (B) Conductividad hidraulica
especifica maxima de tallo (Khmax) (kg.MPa.s"".m2 x 1,00 E*%). (C) Conductancia total del
plantin (Kp) (Kg.Mpa™.s'x1,00 E*?®).Los valores seguidos por la misma letra por nivel del
factor no presentan diferencias significativas (a= 0,05).

(A)
Lp
Factor Nivel n Promedio
1 16 2,68+1,10 a
P (ppm) 10 16 2,58 +0,68 a
100 16 3,15+1,76 a
20 24 2,79+1,35a
(o) ’ 3
AA (%) 80 24 2,82 +1,18 a
(B)
Khméx
Factor Nivel n Promedio
1 16 9,75 +6,29 a
P (ppm) 10 16 11,53 6,20 a
100 16 12,10 5,47 a
20 24 12,65 +7,42 a
AA (%)
80 24 9,59 +3,51 a
(C)
Kpl
Factor Nivel n Promedio
1 16 7,92 +4,72 a
P (ppm) 10 16 8,17 £3,94 a
100 16 8,29+2.30 a
20 24 8,83 +4,33 a
AA (%)
80 24 7,42 +2 88 a
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Los valores de potencial hidrico pre-alba no presentaron diferencias
significativas para ninguno de los factores evaluados, exhibiendo un valor
medio de -0,36 £0,11 Mpa. Mientras que los potenciales hidricos al mediodia
mostraron diferencias para los factores estudiados (Figura 11 A y B). El factor
concentracion de fosforo tuvo un efecto diferencial (P= 0,005) entre la
concentracion de 1 ppm con un Wmm de -1,34 £0,17 MPa y la de 100 ppm con
un Whm de -1,06 0,33 MPa. Con respecto al factor contenido hidrico (P=
0,030), el nivel con sustrato mas humedo (80 %) presenté un Wmm de -1,12
10,23 MPa, mientras que el sustrato menos humedo (20 %) mostrd un valor de
Whm de -1,29 0,26 MPa.

1,5+

a a
(A) b (B) b
ab
-1,2+ 1,21
0,8 -0,8-
-0,4-| -0,4 |
0,0 0,0
1 10 100 20 80

P (mg/L) AA (%)

-1,54

Whm (MPa)
Whm (MPa)

Figura 11. Comportamiento del potencial hidrico al mediodia (\Whm) de plantines de
Austrocedrus chilensis. (A) En relacion a los tres niveles de concentracion de fdsforo
ensayados. (B) En relacion a los dos niveles de contenido hidrico. Los valores seguidos por la
misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas (a= 0,05).

1.4. DISCUSION

Al analizar los resultados obtenidos puede observarse que mientras para
las tres variables de la arquitectura hidraulica (Lp, kimax y Kpi) evaluadas no se
observaron diferencias significativas entre ninguno de los tratamientos, el Whm
si mostré variaciones. El Whm foliar puede modificarse en respuesta a cambios
en el ambiente de corto plazo. Ellos pueden ser provocados por sucesos
acotados en el tiempo de estrés hidrico, bajas temperaturas y salinidad.

Algunas plantas tienen la habilidad de ajustar rasgos fisiolégicos como el
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potencial osmatico y la elasticidad de los tejidos en respuesta a cambios diarios
o estacionales en la disponibilidad de agua. Estos mecanismos les permiten a
las especies mantener los gradientes de potenciales hidricos entre el suelo y
las hojas necesarios para conservar la integridad de los tejidos foliares
(Bowman y Roberts 1985a; Dawson y Bliss 1989). También el Wnm puede
modificarse a partir de cambios en las relaciones hidricas de las plantas
generados por modificaciones en los rasgos estructurales, que restringen el
abastecimiento de agua a las hojas (e.g. asignacion de biomasa, densidad del
xilema conductor) y que pueden ser generados por procesos de aclimatacion

de mas largo plazo.

En relacién a lo mencionado, Gyenge et. al. (2005) observaron que el
Ciprés de la Cordillera no posee la capacidad de efectuar procesos de ajuste
osmotico o elastico ante eventos de sequia. Por otro lado, al momento de medir
el Wmm, el contenido hidrico de los contenedores era uniforme en todos los
tratamientos y cercano a su capacidad de contenedor (Cc). Los tratamientos
so6lo fueron aplicados durante la etapa de establecimiento de los dos ciclos de
cultivo, respetandose para las fases de crecimiento rapido y rustificacion las
mismas condiciones hidricas, de temperatura y salinidad utilizadas para todo el
ensayo (Figura 12). Por lo expresado, la diferencia mostrada por el Wmm entre
los factores analizados no podria atribuirse a un proceso de ajuste osmaético en

respuesta a sucesos de estrés de corto plazo.
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Aplicacion de tratamientos igual condicidn hidrica, salina
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Figura 12. Esquema de la dinamica de crecimiento del cultivo de Austrocedrus chilensis en
relacion a las distintas etapas de crecimiento, donde se indican las etapas de aplicacion de los
tratamientos, condiciones de cultivo durante el resto de las etapas y el periodo en que se
realiz6 el analisis de potencial hidrico al mediodia (Whm).

Bucci et al. (2006) sefialan que la caida del potencial hidrico al mediodia
podria deberse a que el aumento en la produccion de raices no se alcance en
la misma proporcion que la produccion de la masa foliar. La caida del Wnm en
este trabajo tampoco se sostendria bajo esta ultima hipétesis ya que la
asignacion proporcional de biomasa hacia la parte aérea y radical fue similar y

equilibrada para todos los tratamientos.

Del andlisis realizado se pone en evidencia que las variaciones mostradas
por el Whm no estarian relacionadas con respuestas de corto plazo asociadas a
procesos de ajuste osmotico, ni con un desbalance en la asignacién de

biomasa entre la parte de absorcidén y de transpiracion.

Los Wmm bajos pueden ser una sefal de restricciones de agua en las
hojas, lo que probablemente esté relacionado con bajas capacidades de
transporte de agua en el suelo o la planta (Faustino et al. 2013). Por otro lado
Spicer y Gartner (2002) sugieren que cuando el continuo suelo-planta—
atmdsfera es considerado, aun una reduccion severa de la conductividad en
tallo, causada por compresion en la madera, tiene un leve impacto a nivel de
procesos en la hoja. Gyenge et al. (2005) encontraron que mas del 70 % de la
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resistencia hidraulica en plantines de Austrocedrus chilensis, se producia a
nivel de las hojas, variable hidraulica (conductancia hidraulica foliar) que no fue
medida en este trabajo. Las tres variables de la arquitectura hidraulica
analizadas en este ensayo (Lp, Kmax y Kp) no mostraron diferencias
significativas entre los niveles de los factores evaluados, por lo que
probablemente la restriccion hidrica que produjo los cambios en el Wrm podrian

estar asociados a modificaciones de la arquitectura hidraulica foliar.

En relacion a estos cambios en el Wnm, se observo que las plantas que
mostraron los mayores valores de esta variable también presentaron los
mayores desarrollos de BST, siendo estas diferencias significativas para las
dos variables mencionadas. McDowell et al. (2008) proponen en su hipotesis
sobre inanicion de carbono que los mecanismos de cierre estomatico usados
por la planta para minimizar fallas hidraulicas, causa que la captacion de CO:
decline a niveles bajos, promoviendo asi el hambre de carbono a medida que
continua la demanda de carbohidratos para el mantenimiento del metabolismo.
Por otro lado, Gyenge et al. (2007) y Scholz et al. (2014) caracterizan al A.
chilensis como una especie con un fuerte control estomatico, cerrando
tempranamente sus estomas en respuesta a un déficit de saturacion de aire
moderado, aun cuando el contenido hidrico del suelo no es limitante. En esta
misma linea, Kitzberger et al. (2000), encontraron evidencias que sugieren que
la proteccién directa a la radiacion y los efectos de la sombra eran factores
facilitadores de mayor importancia que el contenido hidrico del suelo, para el
establecimiento de Ciprés de la Cordillera. Estos resultados apoyan la hipotesis
planteada en la discusion del ensayo (a), donde se plantea que “probablemente
la falta de compensacion en la asignacién de biomasa entre la parte
aéreal/parte radical (Figura 3), haya provocado una caida en el potencial hidrico
foliar, generando una menor conductancia estomatica con la subsecuente
disminucién en la captura de carbono, lo que pudo traducirse en un menor

desarrollo de biomasa total”.
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INFLUENCIA DE LA DINAMICA DE SOMBREO SOBRE EL
CRECIMIENTO DE PLANTINES DE CIPRES DE LA
CORDILLERA DURANTE LA VIVERIZACION

2.1. INTRODUCCION

La radiacién solar que alcanza la superficie del canopeo de un bosque es
influenciada por la absorcion, transmisién y reflexion de la luz ocasionadas por
el vapor de agua y las particulas en suspensién presentes en la atmésfera. A
su vez, la cobertura nubosa puede afectar la intensidad y proporcion de
radiacion directa y difusa que llega al dosel arbéreo (Dengel et al. 2015). De la
misma forma, la vegetacion reduce la irradiancia y modifica la calidad espectral
que llega al piso del bosque, ya que las hojas y los tallos pueden absorber,
reflejar e incluso dispersar la radiacion Iluminica (Jones 1996). Esta
modificacion del ambiente luminico (principalmente reduccion de la irradiancia,
disminucién de radiacion azul y roja, con aumentos relativos de la relacién
Rojo/Rojo Lejano) induce cambios en las plantas que se manifiestan a nivel
fisiolégico, morfolégico y/o anatémico de sus raices, tallos y hojas (Waring y
Schlesinger 1985; Ballaré et al. 1991; Fullbright et al. 1997; Bond et al. 1999;
Uemura et al. 2000; Mizunaga y Umeki 2001; Drever y Lertzman 2001).

La radiacion solar es uno de los factores mas importantes que gobiernan
el crecimiento de la vegetacion del sotobosque en los ecosistemas forestales,
incluyendo el establecimiento y crecimiento de las plantulas y plantines de los
arboles. Asi, el tipo y calidad con que la radiacion llega a la planta es de vital
importancia. Por ejemplo, mientras se cree que la radiacion difusa mejora la
fotosintesis de la vegetacioén terrestre (Gu et al. 1999, 2002; Urban et al. 2007,
Dengel y Grace, 2010), la radiacién solar directa puede causar saturacién de la
fotosintesis y posible fotoinhibiciéon (Powles 1984; Krause 1988; Long et al.
1994). Por otro lado, muchas variables que inciden en la dinamica de

crecimiento de los plantines son influenciadas por variaciones de la radiacion.
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Holmgren (2000) menciona que la sombra producida por el canopeo arboreo
tiene efectos indirectos, tales como la reduccién de la temperatura del aire y la
hoja, del déficit de presion de vapor y del estrés oxidativo. Por otro lado
Campanello et al. (2011) sehalan que los cambios en radiacion se
correlacionan con cambios concominantes en la temperatura, la humedad

relativa y el contenido de agua del suelo.

El ambiente de luz dentro de un bosque es heterogéneo, debido no sélo a
la sombra producida por el propio arbol, sino también al sombreo generado por
los arboles vecinos (Wyka et al. 2012). La estructura del bosque, la
composicion floristica y la dinamica de las aberturas del dosel afectan los
niveles de radiacion solar en el sotobosque, la cual muestra una amplia
variabilidad espacial y temporal (Clark et al. 1995). Las aberturas del dosel
(sumado a cambios en el angulo solar y el viento) producen en el sotobosque la
incidencia de radiacion directa en forma de “flecos de luz”, o sea haces de luz
que inciden brevemente sobre un punto del sotobosque de tal modo que cada
punto recibe en forma alternada radiacion directa y radiacion difusa. El tamafio
de las aperturas del dosel afecta no solamente la fraccion de radiacidon solar
que incide sobre las plantas sino también la frecuencia y duracién de los flecos
de luz incidentes (Brown 1993). Asi, a lo largo de una distribucion de flecos de
luz, el cierre estomatico o una virtual fotoinhibicién en respuesta a procesos de
estrés, pueden contribuir a una disminuciéon de la actividad fotosintética en
relacion al nivel de radiacion incidente (Pearcy 1990; Kanniah et al. 2012). La
forma en que las plantas responden a los flecos de luz puede variar y en
algunas plantas de sombra estas respuestas (saturacion de la fotosintesis,
regulacion estomatica y hasta eventos de fotoinhibicidén) podrian ser cruciales
para regular el intercambio gaseoso y en consecuencia la actividad fotosintética
(Sellers 1985; Leakey et al. 2003).

Con respecto al requerimiento de luz, la tolerancia a la sombra esta
asociada con un amplio numero de rasgos. Especies con diferentes tolerancias
a la sombra difieren en sus caracteristicas tanto fisiolégicas como estructurales
(Valladares y Niinemets 2008). En relacién a las caracteristicas fisiolégicas,
plantas intolerantes a la sombra usualmente presentan tasas fotosintéticas

maximas a saturacion de luz (Asat) y CO2 (Amax), tasas respiratorias
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mitocondriales (Rn), punto de compensacion de luz (PCL) y punto de
saturacién (PSL) mas elevados (Lambers et al. 1998, Larcher 2003). A su vez,
anatémica y estructuralmente, las plantas tolerantes a la sombra presentan
densidad de estomas, grosor de lamina foliar y relacién raiz/tallo menores; en
tanto que sus areas foliares especificas (SLA) y tamano de lamina foliar son
mayores que en especies intolerantes (Abrams y Kubiske 1990, Baltzer y
Thomas 2007, Janse-ten Klooster et al. 2007).

Givnish (1988) sefiala que para entender la significancia adaptativa de las
variaciones en la forma, fisiologia y estructura foliar, se debe considerar la
integracion funcional de las hojas con otras partes de la planta, particularmente
raices y tejidos estructurales. EI mismo autor menciona que muchos rasgos
foliares y de la copa que mejoran la ganancia de carbono total de la planta,
tienen costos asociados involucrando a la captacion de agua y nutrientes,
soporte mecanico e interaccion con herviboros. Por ejemplo una planta que
crece a la sombra optimiza la captacion de luz aumentando la superficie foliar,
asignando una mayor proporcion de sus recursos a la formacion de tejido
fotosintético. De esta forma se compensa la reduccion de la intensidad
luminica, pero a costa de un menor desarrollo relativo del sistema radical
(Waring y Schlesinger 1985). Por otro lado, Tyree et al. (1998) mencionan que
las especies con requerimiento alto de luz son plantas pioneras, germinando
preferentemente en aberturas del dosel, de rapido crecimiento y generalmente
intolerantes a condiciones de baja irradiancia. En contraste, el mismo autor
sefala que las especies tolerantes a la sombra germinan, crecen y tienen altas
tasas de sobrevivencia en ambientes donde la radiacion solar es baja.
Consistente con esta caracterizacion mencionan también que las plantas con
requerimientos elevados de luz muestran tasas fotosintéticas y capacidades de

transporte de agua mas elevadas que las especies tolerantes a la sombra.

Con respecto a las condiciones de crecimiento del A. chilensis,
Constantino (1949) resalta la presencia de individuos juveniles entre los
arbustos nativos, atribuyendo esta condicidn a que los mismos ayudaban a
mantener una capa de humedad en el suelo, haciendo posible su germinacion
y posterior crecimiento. Lebedeff (1942) lo describe como una especie helidfita

en los bosques, pero que también se han encontrado renovales de los mismos
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bajo la sombra intensa de arboles y arbustos. Experimentos de germinacion
realizados con esta especie sugieren que altas condiciones de luz parecen no
afectar la germinacion de las semillas, pero si influir negativamente sobre la
supervivencia de juveniles por efectos de la desecacion (Rovere 1991).
Kitzberger et al. (2000) observaron que el establecimiento de A. chilensis era
favorecido por la sombra generada por los arbustos, proponiendo que las
plantas nodrizas actuan como amortiguadores de las variaciones climaticas
incrementando la oportunidad para el establacimiento de esta especie. Por otro
lado, Letourneau et al. (2004) sehalan que el balance entre competencia y
facilitacion con la planta nodriza parecen estar relacionados con el tamafo de
la planta en concordancia con el ambiente luminico, ya que es posible que los
rasgos morfolégicos y fisioldgicos relacionados con la aclimatacion a la
intensidad de radiacién influyan en el resultado del balance de la interaccion.
Algunos autores sefalan que las plantas ajustan su aparato fotosintético a las
irradiancias experimentadas a lo largo de su desarrollo (Krause et al. 2001;
Larcher 2003), y es comun encontrar transiciones de sombra a sol dentro de
una misma especie a medida que avanza en sus estadios ontogénicos (Poorter
et al. 2005). En general esta transicion de ambientes de sombra a ambientes
con mayores irradiancias ocurre durante los primeros estadios de desarrollo.
Coopman et al. (2008) mencionan que los plantines de Nothofagus nitida tienen
una respuesta a la fotosintesis tipica de plantas de sombra, mientras que los
arboles adultos presentan respuestas a la fotosintesis tipicas de plantas de sol.
En esta linea, Kira y Yoda (1989) sefialan que a medida que las plantas crecen
y cruzan las primeras capas del dosel compuesto de helechos y arbustos,

estan expuestas a irradiancias progresivamente mas altas.

Gyenge et al. (2007) senalan que comparado con otras especies,
Austrocedrus chilensis comparte algunas caracteristicas fisioldgicas con
especies tolerantes a la sombra. Estos autores encontraron que los estomas de
A. chilensis se abren totalmente en valores de irradiancia de 50 umol m=2 s,
mientras que especies helidfitas alcanzan el maximo de apertura a valores de
irradiancia de PPFD de 280-400 pmol m=2 s~! (Leverenz 1995, Le Rouxet al.
1999). Los resultados obtenidos por Gyenge et al. (2007), indican que el

comportamiento para evitar la sequia a través de un temprano cierre
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estomatico, podria ser el principal mecanismo usado por A. chilensis para
sobrevivir bajo suelos con déficit hidrico asociados con elevadas demandas
evaporativas. Sin embargo, estudios realizados en otras especies con la misma
estrategia indican que el riesgo de fotoinhibicion o dafio celular debido a

sobrecalentamiento se incrementa bajo esta situacion.

A partir de la expuesto, el objetivo general de este capitulo es determinar
como influyen dinamicas de sombreo en flecos y en luz difusa sobre el
desarrollo de plantines de A. chilensis durante su viverizacién. Se plantearon
como objetivos especificos: (i) determinar si estas distintas dinamicas de
sombreo inciden sobre el déficit de presion de vapor (VPD) del microambiente
de cultivo sombreado; (ii) evaluar la incidencia del tipo de sombreado en el
crecimiento, la asignacion de biomasa, la morfologia foliar y relaciones hidricas
de la planta; (iii) determinar si la fotosintesis es inhibida ante cambios abruptos

de irradiancias, por un proceso de fotoinhibicion o por cierre estomatico.

La hipotesis central de este capitulo es que el crecimiento de los plantines
de A. chilensis es afectado por la inhibicion de la fotosintesis a altas
irradiancias, y que una dinamica de sombreo por flecos de luz (simulando lo
que presumiblemente ocurre en la naturaleza) evita la fotoinhibicion de la
actividad fotosintética. En funcion de esta hipotesis central se plantean tres

predicciones:

Prediccion 1: Altos niveles de irradiancia provocan dafo en los
fotosistemas de A. chilensis produciendo una fotoinhibicién (entendida como

foto dano al FSIl) de la actividad fotosintética.

Prediccion 2: La inhibicidn observada en A. chilensis en la fotosintesis a

altas irradiancias es provocada por el cierre estomatico.

Prediccién 3: Una dinamica de sombreo por flecos de luz permite producir
plantines de A. chilensis de mayor tamafio (mayor asimilacién integrada) y con
un mejor balance en la relacion porcion aerea / porcion radical (condicién que

previene el cierre estomatico ante bajas VPD tipico de esta especie).

Para poner a prueba la hipétesis se llevaron a cabo dos experimentos
manipulativos con plantines de A. chilensis. En el primero de ellos se

contrastaron dos dinamicas de sombreo (con flecos y difusa) con la exposicién
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solar plena, midiendo el efecto de estos tratamientos sobre variables
morfoldgicas y de relaciones alométricas. El segundo ensayo corresponde a un
experimento de medicion de fluorescencia modulada de la clorofila y actividad
fotosintética en una atmoésfera saturante de CO2, en invernaculo y en

condiciones controladas (en camara de crecimiento).

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Ensayo de sombreo
2.2.1.1. Material vegetal y ambiente de cultivo

Las plantas utilizadas en este ensayo se generaron a partir de un lote de
semillas de origen Lago Puelo (42° 5' 48,89" S, 71° 41' 2,20" W, 210 m snm),
compuesto por la cosecha de 12 arboles en el afio 2013. Tanto la limpieza del
lote de semillas como el proceso de estratificacion se realizaron bajo la misma
metodologia utilizada en el resto de los ensayos. Se utilizaron bandejas de
cultivo con 24 cavidades troncoconicas de 250 ml, de seccidon circular, con
orificios de autopoda radical y nervaduras anti-enrulado (DASSPLASTIC®,
modelo 24250). Las que se llenaron con un sustrato formado por una mezcla
de turba Sphagnum sp. (procedente de turberas de Tierra del Fuego) y perlita,
en una proporcion 2:1. La siembra se realizd los primeros dias de octubre,
directamente en la bandeja de cultivo a una densidad de 6 semillas por
cavidad. En las cavidades que emergieron mas de una plantula, luego del
desarrollo completo de los cotiledones se realizé un raleo, dejando una sola por
celda. El experimento se instalo en el invernadero de ensayos del vivero de la
UPV — INBIES — UNPSJB.

Las temperaturas minimas se controlaron durante la fase de
establecimiento y pleno crecimiento manteniéndolas por encima de los 15 °C.
Las temperaturas maximas se mantuvieron por debajo de los 30 °C durante

todas las etapas del cultivo (establecimiento, crecimiento rapido y rustificacion).
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2.2.1.2. Manejo de agua y fertirriego.

Luego de la siembra se realizaron riegos frecuentes para mantener el
contenido de humedad del sustrato lo mas cercano posible a capacidad de
contenedor en los primeros centimetros del mismo. Una vez producida la
germinacién, la frecuencia de riego se establecid6 usando el método de las
pesadas. Utilizando como indicador para efectuar el riego: en la fase de
establecimiento el 80 %, en pleno crecimiento el 80 % y en rustificacién el 40 %
del agua aprovechable (AA). El suministro de contenidos hidricos mas elevados
durante la etapa de establecimiento y sobre todo en crecimiento rapido con
respecto al resto de los ensayos, tuvo como principal objetivo minimizar
eventos de estrés hidrico que pudieran incidir en un eventual proceso de cierre

estomatico, durante la etapa de pleno crecimiento vegetativo.

El riego se aplicé en forma manual (i.e. no automatizada) mediante la
utilizacién de un kit de riego formado por una bomba periférica y un aplicador
en forma de roseta. El régimen de fertirriego comprendié una fase de
establecimiento de seis semanas, las que trascurrieron desde la segunda
quincena de noviembre y hasta fin de diciembre, una etapa de crecimiento
rapido de 8 semanas, durante los meses de enero y febrero, y una fase de
rustificacion de 12 semanas, transcurriendo desde principios de marzo hasta
finales de mayo. En el establecimiento se aplicd una solucion nutritiva con una
concentracion de nitrogeno= 33 mg L', fésforo= 98 mg L' y potasio= 68 mg L-
', obteniéndose estas concentraciones mediante la dilucién en 1 litro de agua
de 0,3 g de fosfato monoamonico; 0,26 g de fosfato monopotasico y 0,02 ml de
acido fosforico al 85 %. En crecimiento rapido se usé una solucién nutritiva con
una concentracion de nitrogeno = 99 mg L', de fosforo = 66 mg L' y de potasio
=104 mg L"; para llegar a estos valores se diluyé en un litro de agua 0,55 g de
fertiizante COMPO® HAKAPHOS rojo (18-18-18), 0,043 de fosfato
monopotasico y 0,02 ml de acido fosforico al 85 %. Por ultimo, para la solucién
de aplicacion utilizada en la fase de rustificacion se diluyé en un litro de agua
0,34 g de fertilizante COMPO® HAKAPHOS base (7-12-40); 0,23 g de fosfato
monoamonico; 0,1 g de fosfato monopotésico y 0,02 ml de acido fosférico al 85
%, alcanzandose una concentracion de nitrégeno = 49 mg L', de fosforo = 100

mg L' y de potasio = 150 mg L.
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2.2.1.3. Tratamientos

Los tratamientos analizados en este ensayo comprendieron la aplicacion
de dos dinamicas de sombreo, evaluandose una situacion de plena exposicidon
(testigo-sin cobertura), una situacion de sombreo difuso homogéneo y continuo
y, por ultimo, un sombreo con dinamica de flecos de luz. Para lograr el efecto
de los tipos de sombreados buscados se construyeron cajones de 120 cm de
lado y 70 cm de altura. Para el caso del tratamiento de sombreo difuso se
revistieron con una media sombra aluminizada de 60 % (porcentaje de
sombra). Para el caso del sombreo en flecos, los cajones se revistieron con
planchas de poliestireno expandido de baja densidad color blanco, realizandole
a las planchas agujeros cuadrados de 5,5 cm de lado distribuidos
uniformemente y calculando la cantidad de los mismos de tal manera que el

porcentaje de cobertura fuera similar al de la media sombra utilizada en el

tratamiento de sombreo difuso (Figura 13 ay b).

Figura 13. Vista de los cajones utilizados para generar las distintas dindmicas de sombreo. (a)
cajon utilizado para la dinamica de sombreo en flecos. (b) cajon utilizado para la dinamica de
sombreo difuso.
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Las densidad de flujo fotdnico fotosintéticamente activo (PPFD) fue
medida dentro del invernadero donde se colocaron los tratamientos, con un
medidor de PAR (Apogee — mod. MQ-200) para cada tratamiento a las 12:00 h
de un dia soleado de principios del mes de septiembre. El tratamiento testigo a
plena luz (AL) arrojé un PPFD de 1008 pmol m2 s, en el tratamiento de
sombreo difuso (MS) se midié un PPFD promedio de 300 umol m=2 s-!, mientras
que el tratamiento de flecos (FL) dio un PPFD de 1003 pmol m2 s en el

parche de luz y 180 ymol m= s en el parche de sombra (Figura 14 a y b).

\ - . : — ud . 7

Figura 14. Vista del tipo de sombreo en el interior de los cajones. (a) medicion del PPFD con
el sensor de PAR en el sector de luz en el tratamiento de flecos de luz. (b) medicion del PPFD
con el sensor de PAR en el tratamiento de sombreo difuso.

El ensayo se realizé durante un ciclo de viverizacion completo, aplicando
las distintas coberturas a partir del nacimiento de las plantulas y hasta la
finalizacién de la fase de rustificacion. Durante todo el ciclo de cultivo se coloco
en cada tratamiento un sensor data logger (Hobbo® mod. UX100 Temp/HR), el
cual relevé la temperatura promedio y la humedad relativa promedio del aire
cada 15 min. A partir de estos datos y asumiendo que la temperatura de las
hojas se encontraba a la misma temperatura del aire circundante, se calcul6 el
déficit de presiéon de vapor (VPD) a través de las siguientes ecuaciones (Allen
et al. 2006).

es= 0,6108*EXPL(17.27Tm)/(Tm+237.3)] [8]
€a= HRm*( es /1 00) [9]
VPD= es- ea [10]
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Siendo:

es: Presion de saturacion de vapor a la temperatura del aire (kpa).
ea: Presion de vapor actual (Kpa).

EXP: 2,7183 (base del logaritmo natural) elevado a la potencia [..]
Tm: Temperatura del aire promedio (°C)

HRm: Humedad relativa promedio (%)

VPD: Déficit de presion de vapor (kpa)

2.2.1.4. Variables analizadas

Se midieron variables morfolégicas que expresan crecimiento en la parte
aérea y radical del plantin, tales como altura de la parte aérea, diametro al
cuello y biomasa. También se registraron variables que caracterizan la
respuesta de los plantines a los distintos ambientes de sombreo: asignacién de
biomasa entre la parte aérea y radical, distancia maxima entre hojas opuestas,
area foliar especifica y relacidon area foliar — xilema conductivo. Estas variables
se midieron sobre 15 plantines por tratamiento con el primer ciclo vegetativo

completo (i.e. una vez concluida la fase de rustificacion).

Paralelamente a este ensayo se llevd a cabo una serie de ensayos
complementarios en el Instituto de Fisiologia Vegetal (INFIVE, CCT CONICET
La Plata - UNLP) de la Universidad Nacional de La Plata (FCAyF, FCNyM),
donde se analizd la susceptibilidad a la fotoinhibicion (mediciones de
fluorescencia modulada de la clorofila) ante cambios abruptos de irradiancias,
similares a las medidas en los parches de luz y sombra del tratamiento FL y

actividad fotosintética en una atmodsfera saturante de COo.

2.2.1.4.1. Variables morfolégicas

Se determind la altura del plantin como la distancia desde la base del tallo
(cuello) hasta el apice del eje primario de la planta. El diametro del cuello se
establecié como el diametro del tallo medido a la altura de la superficie del
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sustrato. Ambas variables se midieron con un calibre digital, con una precision
de 0,01 mm.

Las biomasas foliar (BSf), de tallo (BSt) y radical (BSr) se determinaron
separando con tijera la fraccion de hojas de los tallos y la parte aérea de la
radical. Los sistemas radicales se lavaron para eliminar restos de sustrato
adherido y se secaron cuidadosamente. Posteriormente se colocé cada
fraccién en bolsas de papel rotuladas en forma independiente, y se llevaron a
estufa a 65 °C + 2 °C hasta peso constante. Para determinar los pesos se
utilizé una balanza digital con una precision de 0,01 g. La biomasa total (BSr)

se determiné mediante la suma de los pesos de cada una de las fracciones.

Una variable probadamente indicadora de aclimatacion a bajas
irradiancias para A. chilensis es la distancia maxima entre hojas opuestas
(DMHO), que se define como la distancia maxima que hay entre los bordes
exteriores de las hojas laterales opuestas de esta especie (Letourneau 2006).
Su valor es mayor en hojas expandidas en ambiente con baja irradiancia. Las
mediciones de DMHO se realizaron con un calibre digital con precisién de 0,01
mm. En esta variable las mediciones se efectuaron sobre 15 réplicas para el
tratamiento de flecos de luz, sobre 14 réplicas para el tratamiento de sombreo
difuso y sélo para 5 réplicas para el tratamiento testigo. Realizando una
medicion por réplica y tomando como criterio para su eleccion el par de hojas
opuestas mas desarrollado (el desbalance del muestreo entre los tratamientos,
se debidé a que varios plantines no presentaban ramitas laterales con hojas

opuestas desarrolladas al momento de efectuar la medicion).

2.2.1.4.2. Variables alométricas

Para evaluar la incidencia de los distintos tratamientos sobre las
estrategias de los plantines en relacion a la asignacién de recursos a sus
partes de transpiracion y de absorcion, se calculd la relacion entre la biomasa

aérea y la biomasa radical, expresada en la siguiente ecuacion.

BSA/BSR= (BSt + BSt) / BS: [11]
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Siendo:

BSA/BSR: el indice de asignacion de biomasa entre la parte de transpiracion y

de absorcion.

El &rea foliar especifica aparente (AFEaparente) se definid como el cociente

entre el area de una ramita proyectada sobre el plano y su peso seco.
AFEaparente= area foliar proyectada / peso seco [12]
Siendo:

AFEaparente: €l area foliar especifica expresada en milimetros cuadrados por

gramo de materia seca (mm? g").

Area foliar proyectada: es el area foliar proyectada en el plano expresada en

milimetros cuadrados (mm?).

Peso seco: es el peso seco de la correspondiente ramita expresada en gramos

de peso seco (g).

Al finalizar la fase de rustificacion se cortd y escaned una ramita por
plantin muestreado, con una resolucién de 300 puntos por pulgada y junto a
una escala patron de dimensiones conocidas. Las imagenes se procesaron con
el programa Imagend 1.51 (https:// imagej.nih.gov/ij/index.html), el cual permite
corregir las imagenes de tal manera de reducir las deformaciones introducidas
durante el procedimiento de digitalizacién y determinar el area proyectada a
partir del reconocimiento manual de los bordes de la ramita. Con posterioridad
a la medicidén de area foliar proyectada se establecié el peso seco de cada
ramita, siguiendo los mismos pasos utilizados en la determinacién de la

biomasa anteriormente descriptos.

Para la determinacion de la relacion area foliar — xilema del tallo (AF/AXx)
se procedid en una primer instancia a calcular el area foliar total de cada
plantin analizado, relacionando su AFE y su biomasa foliar como lo indica la

ecuacion 12.

AF= AFE x BS¢ [13]
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Siendo:

AF: Area foliar total del plantin expresada en milimetros cuadrados (mm?2).
AFE: Area foliar especifica (mm2 g™').

BSt: biomasa foliar expresada en gramos de materia seca (g).

Las observaciones del xilema de los tallos de los plantines fueron
realizadas con un microscopio 6ptico Leica DM500, con un objetivo 10x. Las
microfotografias utilizadas para la determinacion del area del xilema se

obtuvieron mediante camara digital Canon EOSRebel T3i (Figura 15).

Figura 15. Vista en microscopio del corte transversal del tallo de un plantin del tratamiento
testigo, donde se observan las estructuras xileméticas tefidas de rojo y las floematicas en un

celeste palido.

Para la realizacion de los preparados, a cada tallo muestreado a la altura
del cuello se le efectuaron cortes transversales de 10 ym de espesor con un
microtomo Leica Hn 40 y se los traté con una técnica de coloracion combinada
sucesiva doble: safranina-fast-green, aplicando técnicas convencionales
(D°’Ambrogio 1986) con las siguientes modificaciones en los tiempos de
deshidratacion y de tinciones (Troncoso y Greslebin 2018): 1) se decoloraron
las muestras en hipoclorito de sodio durante 3 min y luego fueron lavadas tres

veces con agua destilada; 2) se inicié el proceso de deshidratacion en alcohol
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60° durante 5 min, posteriormente se tiferon en solucion saturada de safranina
en alcohol 80°; 3) se continudé con una deshidratacion en alcohol 96° durante 5
min y se tiferon en fast-green durante 10 seg; inmediatamente se pasaron a
alcohol etilico absoluto (100°) donde se dejaron durante 10 seg; 4) finalmente
se termind la deshidratacion con xileno. Los cortes fueron montados con

acrilico incoloro y secados durante 24 hs a temperatura ambiente.

El calculo del area del xilema del tallo (Ax) se realiz6 a través del
procesamiento de las imagenes de los distintos cortes, con el programa
Imagend 1.51 (https:// imagej.nih.gov/ij/index.html), el cual permite determinar

el area a partir del reconocimiento manual de los bordes del xilema.
Finalmente el indice queda expresado como:

AF/Ax= (AFE x BSs) / (Ax) [14]

Siendo:

AF/Ax el indice de la relacion del area foliar y el area del xilema.

2.2.2. Ensayo de sensibilidad a la fotoinhibiciéon

En este ensayo se analiz6 la susceptibilidad a la fotoinhibiciéon (entendida
como fotodafio al FSIl) ante cambios abruptos de la irradiancia, realizando
mediciones de fluorescencia modulada de la clorofila. Por otro lado se
realizaron mediciones de la actividad fotosintética en una atmdsfera saturante
de COg, evitando la limitaciéon a la difusién del CO2 impuesta por los estomas,
de manera de analizar una posible inhibicion de la fotosintesis dependiente del

cierre estomatico y no por dafio en fotosistemas.

Las mediciones de fluorescencia modulada de la clorofila se realizaron
con un medidor portatil de fluorescencia de la clorofila (FMSII, Hansatech, UK)
de acuerdo a Genty et al. (1989), utilizando el método del ‘pulso saturante’
(Maxwell y Johnson 2000). Las mediciones del comportamiento fotosintético en
atmosfera saturante de CO:2 se efectuaron con un dispositivo equipado con un
electrodo de Oz tipo Clark (Hansatech, UK) dentro de una camara hermética
que permite cuantificar cambios en las concentraciones de oxigeno (Figura 16
ay b) de acuerdo a Walker (1987).
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Figura 16. (a) Medidor portatil de fluorescencia modulada de la clorofila; (b) Dispositivo
(electrodo tipo Clark) utilizado para realizar las mediciones de la actividad fotosintética a
saturacion de CO.. Ensayos realizados en el INFIVE (CONICET-UNLP)

Para las mediciones se utilizaron plantines de A. chilensis cultivados en el
vivero de la Unidad de Propagaciéon Vegetal del Instituto INBIES de la
Universidad Nacional de la Patagonia SJB. Los plantines pasaron por una
temporadas de cultivo (plug 0). Se viverizaron en bandejas con 30 cavidades
troncocdnicas de 160 cm?3, utilizando como sustrato una mezcla de turba
Sphagnum sp procedente de turberas de Tierra del Fuego y perlita, en una
proporcion 2:1. Durante todo el ciclo de viverizacion el cultivo se desarrollé en

invernaderos sin ningun tipo de cobertura de sombreo.

Se establecieron en una primera etapa dos lotes formados por quince
plantas cada uno, ubicando uno de ellos en una camara de crecimiento en la
que se adecuaron mesadas de luz, de manera que este lote quedara expuesto
a una densidad de flujo fotonico fotosintético (PPFD) de 180 ymol m=2 s.
Manteniendo a los plantines a esta PPFD durante cinco dias, previo a la

realizacion de las mediciones (Figura 17).

Figura 17. Plantines colocados a distintas irradiancias én las mesadas de luz adecuadas en la
camara de cultivo del INFIVE.
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El segundo lote de plantines se ubicé en un invernadero durante el mismo

lapso, en un sector con una PPFD media de 1000 umol de fotones m=2 s™.

Trascurrido el periodo de aclimatacién (cinco dias) a las diferentes PPFD, se

llevaron seis plantas elegidas al azar de cada tratamiento, a una PPFD de 1000

umol m-2 s (fuente de luz: LED) en la camara de crecimiento.

Una vez que las plantas permanecieron 30 min en dicho PPFD se

realizaron las mediciones de fluorescencia modulada de la clorofila siguiendo la

siguiente secuencia:

1.

Se midio la fluorescencia a estado estable (Fs) y la fluorescencia maxima
en hojas iluminadas (Fm’), a la PPFD (1000 umol de fotones m2 s') que

fueron expuestas por 30 min.

. Luego se oscurecié el mismo sector de la hoja, mediante la utilizacion de

unas pinzas (clips) especiales y se dejaron transcurrir 30 min en esta
condicion. Cumplido el tiempo se determind la fluorescencia maxima (Fm)

y la fluorescencia minima (Fo) (Maxwell y Johnson 2000).

Con estos valores se procedi6 al calculo de:

Rendimiento cuantico efectivo (Prsi): Este parametro puede variar de 0 a
0,8 dependiendo de la PPFD a la que se encuentre expuesta la hoja y la

condicion fisiologica de la misma. Esta definido por la siguiente ecuacion:
®psit = (Fm-Fs)/Fm’ [15]

Tasa de transporte electrénico (ETR): Es un indicador de la actividad
fotosintética a nivel tilacoidal, y se calculé a partir del ®psu, la PPFD
incidente, la fraccidn de luz que es absorbida por la hoja (absortancia) que
se estimo6 en 0,85 y 0,5 que es la fraccidon de luz absorbida por el FSII.

Mediante la siguiente ecuacion:
ETR = ®psix PPDF x 0,85 x 0,5 [16]

Rendimiento cuantico maximo (®psimax): este parametro muestra una
clara correlacion con los centros funcionales del PSIl. Por lo que su
disminucién se considera como un indicador de dafo a nivel de aparato
fotosintético. El ®psimax puede variar entre 0 y 0,85 y esta definido por la

ecuacion:
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®psiimax = (Fm-Fo)/Fm [17]

- Atenuacion no fotoquimica (non-photochemical quenching: NPQ): es un
indicador de la tasa de des-excitacion por disipacion térmica del PSII,
presentando un valor de O en la oscuridad y elevandose a medida que la

irradiancia aumenta. EI NPQ se calcula mediante la siguiente ecuacion:
NPQ = (Fm-Fm')/Fm' [18]

La secuencia de mediciones descriptas se repitio a los 90 min de

exposicion.

Efectuadas las mediciones de fluorescencia se llevaron otras cinco
plantas de cada tratamiento a las mesadas de luz de la camara de crecimiento
y se las expuso durante 30 min a un PPFD de 1000 ymol de fotones m? s,
Transcurrido dicho tiempo se efectuaron las mediciones de actividad

fotosintética a saturacion de CO2. La metodologia aplicada fue la siguiente:

- A cada planta de los tratamientos propuestos se los llevoé a una PPFD de

1000 pmol m=2 s-' en la camara durante 30 min.

- Una vez trascurridos los 30 min se cortd una ramita del plantin y se la

colocé en la camara del dispositivo medidor de concentracién de Oo.

- Con la camara cerrada se efectué la incorporacion del gas COz2 para crear
la atmdsfera saturante de dicho gas (proveniente de aire espirado, el cual

garantiza una concentracion saturante de CO2).

- La camara se coloco bajo una fuente de luz dicroica que entrega un PPFD
de 1600 pmol m2 s™' con un bafio de agua (filtro infrarojo) para evitar los

aumentos excesivos de la temperatura.

- Una vez que las lecturas se estabilizaron, se comenzé con las mediciones
tomando los valores cada 30 seg por un lapso de 5 min, de manera de

obtener un delta de variacion constante (cambio lineal).

- Finalmente se calculé la actividad fotosintética potencial a través de la
cantidad de Oz producido en funcion del peso fresco de la rama y por

unidad de tiempo, a través de la siguiente ecuacion:

Prod.O2= ((AUV . Vol Ozen la Cémara)/pVOZVcémara))/PFrama [19]
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Siendo:
Prod.O2: Produccion de Oz de la muestra (uL O2 g"'PF min™").

Apv: Promedio del delta de variacion de microVoltios (por unidad de tiempo)
una vez que se estabilizan las mediciones con la muestra en la camara cerrada

herméticamente.

MVO2Vceamara: Valor en microVoltios luego de consumidos los 1500 pL del O2

atmosférico contenido en la camara.
PFrama: Peso fresco de la rama de la muestra medida.

Una vez realizadas las mediciones mencionadas en la camara de cultivo,
se efectué una segunda experiencia en la que se llevd a cabo el mismo
procedimiento de medicion explicado anteriormente, pero en el invernadero, de
manera de contrastar los resultados de una irradiancia de 1000 umol de
fotones m? s' de PPFD entregado por luz artificial (panel LED) en camara vy el
mismo PPFD entregado por la luz solar (Figura 18). En la experiencia de
invernadero se evalu6é una condicion mas, en la que se dejaron plantas del
tratamiento de 180 PPFD por 30 min a 200 umol de fotones m s' de PPFD
para luego tomarles los valores de fluorescencia de manera de contar con
valores basicos del comportamiento de A. chilensis con respecto a esta

variable.

Figura 18. Toma de datos en el invernadero del INFIVE utilizando el medidor de fluorescencia.
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2.2.2.1 Diseio experimental y analisis estadistico

Los tratamientos de sombreo se trabajaron con un disefio completamente

aleatorizado (DCA) con 15 réplicas. La unidad muestral la conformo el plantin.

Para comprobar el efecto de los tratamientos se realizaron analisis de la
varianza (ANOVA) para cada una de las variables consideradas. En los casos
en que se encontraron diferencias entre los tratamientos se utilizoé el test de
LSD Fisher (a= 0,05) con correccion de Bonferroni. El procesamiento de los

datos se realizé con el programa estadistico InfoStat/ Profesional, versién 2016.

Para el analisis estadistico de las experiencias a distintas irradiancias, se
utilizé un disefio completamente aleatorizado (DCA) con 6 y 3 réplicas para las
experiencias de fluorescencia en camara de cultivo e invernadero,
respectivamente, y 5 réplicas para las mediciones de produccion de O2. La

unidad muestral estuvo formada por 1 plantin.

Para comprobar el efecto de los tratamientos se realizaron analisis de la
varianza (ANOVA) para cada una de las variables consideradas. En los casos
en que se encontraron diferencias entre los tratamientos se utilizo el test de
Tukey (o= 0,05). El procesamiento de los datos se realizé con el programa

estadistico InfoStat/ Profesional, version 2016.

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Ensayo de sombreo

El déficit de presion de vapor (VPD) estuvo influenciado por los distintos
tratamientos. Los tratamientos de sombreo MS (sombreo difuso) y FL (flecos de
luz) presentaron valores de VPD mas moderados en comparacion con el
tratamiento testigo (AL) (Figura 19), mostrando, este ultimo, valores que
superaban los 2,5 KPa en una relacion de 2,5 a 1 con respecto a los otros

tratamientos.
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Figura 19. Déficits de presion de vapor (VPD) medidos durante la primera quincena de octubre,
en los tres tratamientos ensayados. Tratamiento FL linea color celeste, tratamiento MS linea
color naranja y tratamiento AL linea color gris.

La altura media de los plantines al concluir el ciclo de crecimiento fue de
57,85 £13,46 mm. Los tratamientos mostraron diferencias significativas (P <
0,0001) entre ellos, siendo el tratamiento FL el que mostré los mayores
crecimientos (69,26 +11,77 mm), mientras que el tratamiento que desarrollé
menor altura fue el testigo con un valor de 46,12 £9,25 mm. El diametro medio
al cuello (DAC) de los plantines de todo el ensayo fue de 1,03 £0,12 mm. Sélo
se probaron diferencias (P= 0,013) entre los tratamientos FL y MS,
presentando valores de 1,08 +0,11 mm y 0,96 +0,08 mm respectivamente
(Figura 20 Ay B).
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Figura 20. Parametros morfoldgicos de los plantines de Austrocedrus chilensis sometidos a los
tratamientos de flecos de luz (FL), media sombra (MS) y sin cobertura (AL). (A) Altura de la
parte aérea del plantin. (B) diametro al cuello del plantin. Los valores seguidos por la misma

letra por tratamiento no presentan diferencias significativas (Fisher, P < 0,05).

Con respecto a la produccidon de biomasa, se obtuvo un valor promedio de
BSA de todo el ensayo de 0,07 £0,02 g, la BSR presentd un valor medio de
0,07 0,02 g, y por ultimo la BST mostré un promedio de 0,21 0,06 g. Al igual
que en las variables anteriormente analizadas, el tratamiento FL mostré los
mayores crecimientos tanto para la BSA, como para la BSR y la BST,
diferenciandose de los tratamientos restantes (MS y AL) (P= 0,0036, P<
0,0001, P= 0,0002; respectivamente), los que no presentaron diferencias entre
si (Figura 21 A, By C).
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Figura 21. Parametros morfoldgicos de los plantines de Austrocedrus chilensis sometidos a los
tratamientos de flecos de luz (FL), media sombra (MS) y sin cobertura (AL). (A) Biomasa aérea
(BSA). (B) Biomasa radical (BSR). (C) Biomasa total (BST). Los valores seguidos por la misma
letra por tratamiento no presentan diferencias significativas (Fisher, P < 0,05).

En relacién a la asignacion de biomasa, el tratamiento FL se diferencié del
MS (P= 0,0041), mientras que el tratamiento AL no se diferencié de ninguno de
los anteriormente mencionados (Figura 22). El tratamiento FL mostré los
valores de relacion (BSA/BSR) menores (0,94 +0,10), en tanto que los mayores
valores fueron presentados por el tratamiento de sombreo difuso (MS) con un
valor medio de 1,27 +0,22.
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Figura 22. Asignacion de biomasa (BSA/BSR) de los plantines de Austrocedrus chilensis
sometidos a los tratamientos de flecos de luz (FL), media sombra (MS) y sin cobertura (AL).
Los valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas
(Fisher, P < 0,05).

La distancia maxima entre hojas opuestas (DMHO) present6 diferencias
significativas entre los tratamientos ensayados (P= 0,0041) (Figura 23). El
tratamiento FL fue el que mostr6 el mayor distanciamiento entre hojas
opuestas, presentando un valor medio de 5,79 £0,81 mm, mientras que los
tratamientos MS y AL presentaron valores promedio de 4,71 £1,33 mm y 4,10

0,50 mm respectivamente.

7,00 a
b
5,25
b
T
E
o 3,50
T
=
o
1,754
0,00
FL MS AL

Tratamiento

Figura 23. Valores medios de la distancia maxima entre hojas opuestas (DMHO) de los
plantines de Austrocedrus chilensis sometidos a los tratamientos de flecos de luz (FL), media
sombra (MS) y sin cobertura (AL). Los valores seguidos por la misma letra por tratamiento no
presentan diferencias significativas (Fisher, P < 0,05).
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El AFE presenté diferencias significativas entre los tratamientos
ensayados (P < 0,0001) (Figura 24). Esta variable mostr6 una diferencia muy
marcada entre el tratamiento testigo (AL) y los dos tratamientos con sombreo
(FL y MS) que no se diferenciaron entre si. El valor medio del tratamiento AL
fue de 6833,08 +2870,40 mm?/g, mientras que FL y MS presentaron un valor
promedio de 12095,20 +2034,66 mm?/g.
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Figura 24. Valores medios del area foliar especifica (AFE) de los plantines de Austrocedrus
chilensis sometidos a los tratamientos de flecos de luz (FL), media sombra (MS) y sin cobertura
(AL). Los valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias

significativas (Fisher, P < 0,05).

Con respecto a la relacion AF/Ax sélo se probaron diferencias
significativas entre el tratamiento MS y el AL (P= 0,0043) (Figura 25). El
tratamiento MS fue el que mostré los valores mas elevados del indice,
presentando promedios de 1811,82 £338,13, mientras que el tratamiento AL

presentd los menores valores (1240,66 +603,96).
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Figura 25. Relacion area foliar y area xilematica (AF/Ax) de los plantines de Austrocedrus
chilensis sometidos a los tratamientos de flecos de luz (FL), media sombra (MS) y sin cobertura
(AL). Los valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias

significativas (Fisher, P < 0,05).
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2.3.2. Ensayo de sensibilidad a la fotoinhibicién

En relacion al analisis de los resultados de la fluorescencia modulada de
la clorofila, los plantines del tratamiento a 180 PPFD y llevados por 30 min a

200 PPFD en el invernadero presentaron los valores mostrados en la Tabla 8.

Tabla 8. Rendimiento cuantico maximo (®psimax), Tasa de transporte de electrones (ETR),
Atenuacion no-fotoquimica (NPQ) y producciéon de Oxigeno (Prod O2) (UL g' min-'), obtenidos
a partir de las mediciones efectuadas sobre plantines de Ciprés de la Cordillera luego de
permanecer 30 min a 200 PPFD en el invernadero. (Valores de fluorescencia adimensionales
excepto ETR pmol electrones m=2 s)

Tratamiento n ®psimax ETR NPQ Prod O2

camara
(180 PPFD)

3 0,835+0,01 57,32+0,79 0 7,89 +0,89

De los resultados obtenidos, en los tratamientos expuestos a 1000
PPFD, pudo observarse que el rendimiento cuantico maximo (®psimax) no
presenté diferencias significativas entre tratamientos en ninguna de los
experimentos (camara e invernadero), tanto para las mediciones tomadas a los
30 min (Tabla 9 A y B), como para las tomadas a los 90 min (Tabla 10 Ay B),

presentando un valor general promedio de 0,75.

Tabla 9. Rendimiento cuantico maximo (®PSlimax), obtenidos a partir de las mediciones de
fluorescencia modulada de la clorofila efectuadas sobre plantines de Ciprés de la Cordillera. (A)
Determinacion en Camara de cultivo luego de permanecer 30 min a 1000 umol m2.s' PPFD.
(B) Determinacién en Invernadero luego de permanecer 30 min a 1000 umol m2.s*' PPFD. Los
valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas
(Tukey, P< 0,05). Se muestran valores promedio, desvio estandar, maximos y minimos

Camara de cultivo (exposicion 30 min) A
Tratamiento n Ppsimax Min Max
Céamara (180 PPFD) 6 0,77+0,04a 0,69 0,79
Inver. (1000 PPFD) 6 0,7910,03a 0,74 0,83
Invernadero (exposiciéon 30 min) B
Tratamiento n Ppsimax Min Max
Camara (180 PPFD) 3 0,721+0,02a 0,70 0,75
Inver. (1000 PPFD) 3 0,721+0,08a 0,63 0,78
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Tabla 10. Rendimiento cuantico maximo (®psimax), obtenidos a partir de las mediciones de
fluorescencia modulada de la clorofila efectuadas sobre plantines de Ciprés de la Cordillera. (A)
Determinacion en Camara de cultivo luego de permanecer 90 min a 1000 umol m-2.s' PPFD,
(B) Determinacién en invernadero luego de permanecer 90 min a 1000 umol m-2.s*' PPFD. Los
valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas
(Tukey, P< 0,05). Se muestran valores promedio, desvio estandar, maximos y minimos.

Camara de cultivo (exposicion 90 min) A
Tratamiento n ®Ppsimax Min Max
Camara (180PPFD) 6 0,77+0,03a 0,73 0,80
Inver. (1000 PPFD) 6 0,76+0,03a 0,71 0,80
Invernadero (exposicion 90 min) B
Tratamiento n ®psimax Min Max
Camara (180 PPFD) 3 0,74+0,02a 0,73 0,76
Inver. (1000 PPFD) 3 071x0,08a 0,63 0,79

La disipacion térmica de energia a nivel del FSIl o atenuacion no
fotoquimica (NPQ) al igual que lo mostrado por el ®psimax no presento
diferencias significativas entre los tratamientos, en ninguna de los experimentos
para ambos tiempos de exposicién (Tabla 11 Ay B; 12 A y B). Todos los

valores tomados fueron bajos, variando entre 0 y 0,5.

Tabla 11. Atenuacion no-fotoquimica (NPQ), obtenidos a partir de las mediciones de
fluorescencia modulada de la clorofila efectuadas sobre plantines de Ciprés de la Cordillera. (A)
Determinacion en Camara de cultivo luego de permanecer 30 min a 1000 umol m-=2.s' PPFD.
(B) Determinacion en Invernadero luego de permanecer 30 min a 1000 umol m2.s' PPFD. Los
valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas
(Tukey, P< 0,05). Se muestran valores promedio, desvio estandar, maximos y minimos.

Cémara de cultivo (exposicion 30 min) A
Tratamiento n NPQ Min Max
Céamara (180 PPFD) 6 0,18x0,42a 0 0,68
Inver. (1000 PPFD) 6 0441042a 0 1,23
Invernadero (exposicién 30 min) B
Tratamiento Variable n NPQ Min Max
Camara (180 PPFD) 3 0,03+0,05a 0 0,03
Inver. (1000 PPFD) 3 0,220,229 a 0 0,43
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Tabla 12. Atenuacion no-fotoquimica (NPQ), obtenidos a partir de las mediciones de
fluorescencia modulada de la clorofila efectuadas sobre plantines de Ciprés de la Cordillera. (A)
Determinacion en Camara de cultivo luego de permanecer 90 min a 1000 umol m-2.s' PPFD,
(B) Determinacién en invernadero luego de permanecer 90 min a 1000 umol m-2.s*' PPFD. Los
valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas
(Tukey, P< 0,05). Se muestran valores promedio, desvio estandar, maximos y minimos.

Camara de cultivo (exposicion 90 min) A
Tratamiento n NPQ Min Max
Céamara (180 PPFD) 6 033x0,41a 0 1,07
Inver. (1000 PPFD) 6 0,4810,92a 0 2,22
Invernadero (exposicion 90 min) B
Tratamiento n NPQ Min Max
Céamara (180 PPFD) 3 0,3210,33a 0 0,62
Inver. (1000 PPFD) 3 0,23%0,65a 0 0,98

El ETR se diferencié con respecto a los tiempos de exposicion (30 y 90
min), mostrando solo diferencias significativas para las exposiciones de 30 min
entre las medidas hechas en invernadero y camara (p< 0,0065) (Tabla 13 Ay
B), mientras que en las exposiciones de 90 min no se presentaron diferencias
(tabla 14 Ay B).

Tabla 13. Tasa de transporte electrénico (ETR), obtenidos a partir de las mediciones de
fluorescencia modulada de la clorofila efectuadas sobre plantines de Ciprés de la Cordillera. (A)
Determinacion en Camara de cultivo luego de permanecer 30 min a 1000 umol m2.s' PPFD.
(B) Determinacion en Invernadero luego de permanecer 30 min a 1000 umol m2.s' PPFD. Los
valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas
(Tukey, P< 0,05). Se muestran valores promedio, desvio estandar, maximos y minimos.

Experiencia en camara de cultivo (exposicion 30 min) A
Tratamiento n ETR Min Max
Camara (180 PPFD) 6 183,39+36,83ab 147,99 246,9
Inver. (1000 PPFD) 6 199,11 +34,39a 15555 256,3

Experiencia en invernadero (exposicion 30 min) B
Tratamiento n ETR Min Max
Céamara (180 PPFD) 3 112,2+26,26 ¢ 92,23 142
Inver. (1000 PPFD) 3 123,96 +36,44 bc 82,03 147,9
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Tabla 14. Tasa de transporte electrénico (ETR), obtenidos a partir de las mediciones de
fluorescencia modulada de la clorofila efectuadas sobre plantines de Ciprés de la Cordillera. (A)
Determinacion en Camara de cultivo luego de permanecer 90 min a 1000 umol m-2.s' PPFD,
(B) Determinacién en invernadero luego de permanecer 90 min a 1000 umol m-2.s*' PPFD. Los
valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas
(Tukey, P< 0,05). Se muestran valores promedio, desvio estandar, maximos y minimos.

Experiencia en camara de cultivo (exposicion 90 min) A
Tratamiento n ETR Min Max
Camara (180 PPFD) 6 184,59+4198a 133,88 244
Inver. (1000 PPFD) 6 207,83+5548a 11943 276,7

Experiencia en invernadero (exposicién 90 min) B
Tratamiento n ETR Min Max
Camara (180 PPFD) 3 137,42+51,12a 81,18 1811
Inver. (1000 PPFD) 3 160,51 £60,59 a 95,2 215,9

Los resultados de las mediciones de produccién de oxigeno mostraron un
comportamiento similar a los valores de fluorescencia, no presentando

diferencias entre los tratamientos (Tabla 15).

Tabla 15. Produccion de oxigeno expresados en pL g' min'', obtenidos a partir de las
mediciones efectuadas sobre plantines de Ciprés de la Cordillera. (A) Determinacion en
Camara de cultivo luego de permanecer 30 min a 1000 pmol m=2.s”' PPFD. (B) Determinacion
en Invernadero luego de permanecer 30 min a 1000 pmol m=2.s”' PPFD. Los valores seguidos
por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas (Tukey, P< 0,05). Se
muestran valores promedio, desvio estandar, maximos y minimos.

Céamara de cultivo (exposicion 30 min) A
Tratamiento n Media Min  Max
Cémara (180 PPFD) 5 68,92 £ 23,22 a 54,81 110,06
Inver. (1000 PPFD) 5 79,67 + 18,32 a 61,91 100,89

Invernadero (exposicion 30 min) B
Tratamiento n Media Min  Max
Cémara (180 PPFD) 3 64,75+8,82a 55,03 72,23
Inver. (1000 PPFD) 3 66,26+ 11,63a 53,13 75,24

Por ultimo, con respecto a los tiempos de exposicidon ninguno de los
tratamientos aplicados se diferencié significativamente entre los valores
obtenidos a los 30 min y a los 90 min, para ninguna de las variables analizadas

de la fluorescencia modulada de la clorofila (®Prsimax, NPQ, ®psi y ETR).
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2.4. DISCUSION

Todas las variables morfolégicas usadas para evaluar el desarrollo de los
plantines de Ciprés de la Cordillera, mostraron una mejor respuesta con el
tratamiento FL, presentando mayores valores de altura, diametro de tallo y
biomasa (BSA, BSR y BST) que los plantines tratados a plena luz y con
sombreo difuso. Con respecto a la altura, el tratamiento MS gener6 mayores
crecimientos que el tratamiento AL, comportamiento que concuerda con los
resultados obtenidos por Letourneau (2006), donde el desarrollo en altura de
plantines de Ciprés de la Cordillera sometidos a distintas intensidades de
sombreo de luz difusa (generados por malla media sombra), fue directamente

proporcional a la intensidad de sombreo de la misma.

Si bien existe abundante informacién en relacion a la influencia de
distintas irradiancias sobre la dinamica de crecimiento de las plantas (Quero et
al. 2006, Letourneau 2006, Coopman et al. 2008, Campanello et al. 2011,
Dengel et al. 2015, Collin et al. 2017), estudios que permitan contrastar los
resultados obtenidos por las distintas dinamicas de sombreo en vivero (e.g.
sombra difusa —sombra en flecos de luz) son escasos. Algunos autores sefialan
que las especies de arboles tropicales tolerantes a la sombra requieren de un
estrecho rango de tamafos de flecos de luz para crecer, asociado con ciertos
niveles de radiacion solar (Denslow 1980, Tuomela et al. 1996, Myers et al.
2000). En tanto que para flecos o abertura de mayor tamano, las especies
pioneras, con mayores tasas de crecimiento y plasticidad ecofisiologica
presentan mayores ventajas competitivas (Denslow 1980). Por otro lado, se ha
observado que las plantas ajustan sus aparatos fotosintéticos a las irradiancias
experimentadas durante su crecimiento (Krause et al. 2001, Larcher 2003).
Coopman (2008) menciona que la transicién desde los ambientes sombreados
hacia los de sol ocurre durante las primeras etapas del desarrollo y sefiala que
en investigaciones previas fue encontrado que plantines de Nothofagus nitida
muestran respuestas fotosintéticas tipicas de plantas de sombra, mientras que
en arboles adultos esta especie muestra respuestas fotosintéticas
caracteristicas de plantas de sol. Poorter et al. (2005) sefialan que es comun

encontrar transiciones dentro de una especie de sombra a sol a lo largo de su
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desarrollo. Este comportamiento concuerda con el descripto para Ciprés de la
Cordillera (Constantino 1949, Lebedeff 1942, Rovere 1991, Kitzberger et. al.
2000, Letourneau et. al. 2004). En esta linea, Gyenge et al. (2007) trabajando
con plantines de A. chilensis, sefalan que si bien el ciprés comparte algunas
caracteristicas fisioldgicas con especies tolerantes a la sombra, también
muestra caracteristicas, como por ejemplo bajos valores de rendimiento
cuantico aparente (0,023 ymol CO2 umol fotones™'), donde la tasa fotosintética
neta (An) esta limitada por la luz, que pueden ser detrimentales en
microambientes sombreados, mencionando que los microambientes con
sombreos intermedios pueden ser los mas adecuados para el crecimiento de
plantines de esta especie. Los resultados de crecimiento obtenidos en este

trabajo estan en concordancia con la expectativa mencionada.

Los tratamientos ensayados tuvieron efecto sobre las caracteristicas
morfologicas de los plantines. Se sabe que las hojas reflejan su aclimatacion a
la irradiancia en su anatomia interna (Tucker y Emminghan 1977 en Waring y
Schlesinger 1985; Sharew et al. 1996; Uemura et al. 2000), resultando en que
el area foliar por unidad de biomasa invertida en ellas o area foliar especifica
(AFE) aumenta a valores decrecientes de luz (Bond et al. 1999; James y Bell
2000; Evans y Poorter 2001). Este comportamiento también fue observado por
Letourneau et al. (2004), ellos obtuvieron mayores valores de AFE en plantas
crecidas bajo sombra. Ambos tratamientos de sombreo (FL y MS) presentaron
mayores valores de AFE diferenciandose del tratamiento AL, el cual mostro
valores menores. Es interesante observar que esta variable no se vio
influenciada por los tipos de cobertura ensayados, presentando para ambos
casos la respuesta tipica de plantas de sombra. Wika et al. (2012) senalan
especialmente al AFE, como un indice integrador de la estructura foliar
particularmente sensible a la condicion de luz, pero que en las especies de
coniferas mostr6 menor sensibilidad que en las especies deciduas de hoja

ancha.

En el presente estudio la variable para caracterizar la morfologia de las
hojas (DMHO) diferencié los plantines tratados con coberturas de flecos de luz
(FL) de los plantines de los otros dos tratamientos, presentando un DMHO un

23 % mayor al de los plantines cultivados bajo tela media sombra (MS) y un 41
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% mayor al de los del tratamiento sin cobertura (AL). En su trabajo con
plantines de Ciprés de la Cordillera, Letourneau (2006) observo que el DMHO
de las plantas crecidas bajo cobertura alta (8 % de fraccidén de la intensidad
luminica) fue un 106 % mayor que las hojas de sol, mientras que los
tratamientos de cobertura media (41 % de la fraccion de la irradiancia)
presentaron valores un 32 % mayores, obteniendo similares resultados en las
experiencias realizadas en renovales naturales, los que redujeron el tamafio de
las hojas a medida que aumentd la irradiancia. Sorprendentemente en este
estudio, los plantines del tratamiento de flecos de luz (FL) se comportaron
como individuos sometidos a altas coberturas de sombreo, en lo que respecta a
la respuesta de esta variable, superando en sus valores de DMHO a las hojas
del tratamiento bajo media sombra (MS). Otra diferencia encontrada con
respecto a lo obtenido por Letourneau (2006) fue que el tratamiento MS no
mostrd diferencias con respecto al AL. Esto pudo deberse al escaso tiempo de
desarrollo del ensayo y el estado ontogénico de las plantas (sélo una
temporada de crecimiento) el cual fue insuficiente para que la arquitectura
morfoldgica foliar de los individuos del tratamiento AL pudiera desarrollarse en
plenitud, lo que se vio evidenciado en la falta de formacién de hojas opuestas,
so6lo pudiéndose evaluar para esta variable 5 plantines, mientras que se

evaluaron 14 y 15 en los tratamientos de MS y FL respectivamente.

En relacion a la asignacion de biomasa (BSA/BSR), variable utilizada para
evaluar la incidencia de los distintos tratamientos sobre las estrategias de los
plantines en relacion a la designacion de recursos a sus partes de transpiracion
y de absorcion. Autores como Waring y Schlesinger (1985) y Fullbright et al.
(1997) mencionan que a nivel de planta, los bajos niveles de Iluz
fotosintéticamente activa (PAR, 400-700 nm de longitud de onda) pueden
alterar la proporcion de biomasa total que ésta invierte en hojas a costa de
reducir el crecimiento de sus raices, resultando en una compensacion de la
reduccion luminica a través de un aumento del area fotosintética. Si bien los
valores de AFE y DMHO mostrados por los plantines tratados bajo la cobertura
de flecos, es tipica de plantas aclimatadas a la sombra, las respuestas
mostradas por los plantines de este mismo tratamiento (FL) en relacion a la

asignacion de biomasa (BSA/BSR) las ubica como plantas tipicas de sol,
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presentando valores de asignacién mas balaceados (0,94 +0,10) que los
mostrados por los plantines de los tratamientos MS (1,27 +0,22), los que
expresaron el desbalance tipico de las plantas aclimatadas a la sombra.
Letourneau (2006) observd que al cabo de tres afios, plantines de A. chilensis
criados sin cobertura asignaron una menor proporcion de la biomasa producida
a la parte aérea en relacion a los tratamientos de cobertura media y alta, con
cocientes tallo / raiz de 1,6 £ 0,7; 25 £ 0,8 y 3,8 £ 0,7 para valores de

sombreado crecientes.

Las condiciones de luz durante el crecimiento pueden modificar la
capacidad de las plantas de transportar agua a las hojas, principalmente a
través de cambios en el area xilematica y/o cambios del area foliar. Esto da
como resultado variaciones de la razén AF/Ax (Campanello 2011). Letourneau
et al. (2004) observaron sobre regeneracion de Ciprés de la Cordillera,
mayores valores en las proporciones de asignacion entre la parte aérea y
radical, y entre area foliar y area del tejido conductivo en lugares sombreados
que en los no sombreados. Concordando con este comportamiento, los
resultados de este ensayo muestran que los plantines del tratamiento MS
fueron los que produjeron los mayores valores de AF/Ax, diferenciandose con
el tratamiento AL que presentdé los menores valores de este indice.
Nuevamente, para esta variable, los plantines que recibieron el tratamiento de
flecos (FL) no se comportaron como una planta caracteristica de sombra,
mostrando valores intermedios de AF/Ax y sin diferenciarse de los tratamientos
MS y AL.

Al analizar los datos obtenidos en las mediciones de fluorescencia
modulada de la clorofila sobre plantines de A. chilensis de 1 temporada de
cultivo, observamos que los valores de las variables funcionales ®psimax, NPQ
y ETR no se diferenciaron entre las distintas exposiciones ensayadas (180 y
1000 PPFD). Solamente se presentd una diferencia significativa entre las
mediciones de ETR tomadas a los 30 min de exposicion entre las medidas

hechas en invernadero y camara.

En un sentido general, la fotoinhibicion es simplemente la disminucion de
la tasa fotosintética que se produce como consecuencia del dafo al aparato

fotosintético cuando la hoja recibe una excesiva radiacion (Greer 1998). La
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caida de la eficiencia maxima del PSII (®Prsimax) acompanada del incremento
de Fo (fluorescencia basal en oscuridad) puede estar indicando procesos de
fotoinhibicion en respuesta a estrés por altas o bajas temperaturas, estrés
hidrico o altas irradiancias (Gamon y Pearcy 1989, Ogren y Sjostrom 1990,
Groom y Baker 1992, Epron et al. 1992). Este indice muestra una clara
correlacion con el porcentaje de centros funcionales del fotosistema Il
(Anderson et al. 1997), por lo que su disminucién es considerada un indicador
de pérdida de funcion (dafo) a nivel del aparato fotosintético (Bilger et al.
1995).

Los plantines de A. chilensis expuestos a diferentes intensidades de luz,
no mostraron diferencias con respecto al ®psimax, evidenciando la ausensia
de procesos fotoinhibitorios entre las irradiancias ensayadas (180 y 1000
PPFD). Por otro lado, los valores de ®psimax obtenidos en las distintas
experiencias de los tratamientos expuestos a 1000 PPFD fueron en promedio
de 0,76 %0,05, mientras que las plantas aclimatadas a 180 PPFD y luego
expuestas a 200 PPFD (tomados como valores de comportamiento basico)
presentaron valores de 0,84 +0,01 en promedio. Esta reducciéon del ®psimax
podria estar indicando posibles procesos de fotoinhibicion ante exposiciones de
elevadas irradiancias. En este sentido los datos mostrados por la variable
funcional ETR, aumentando proporcionalmente en los tratamientos expuestos a
mayores irradiancias, indicarian que la actividad a nivel tilacoidal no pareceria
haber sido afectada. Por otro lado, un comportamiento que cabe resaltar en
relacion a esta variable (ETR), es la reduccion de la misma en las mediciones
realizadas en invernadero en comparacion con las efectuadas en la camara de
crecimiento. Este comportamiento pudo deberse a un proceso de cierre
estomatico efectuado por el plantin de Ciprés de la Cordillera en situacion de
invernadero, generando una regulacién a la baja de ETR por la disminucién de
COz intercelular. En relacion a lo mencionado, Meyer y Genty 1998 mediante el
uso de la fluorescencia de la clorofila, han sugerido que el principal efecto del
estrés por sequia es el cierre estomatico, resultando en un decrecimiento de la
concentracion interna de COg2 lo cual puede limitar la carboxilacion y la

actividad fotoquimica.

102



De la misma manera, ante procesos fotoinhibitorios, también aumentaria
la atenuacién no fotoquimica (NPQ). De esta forma, la fotoproteccion puede ser
capaz de prevenir la fotoinactivacion, disminuyendo la presion de excitacidon en
el centro de reaccion del PSII (Tambussi 2005). En esta experiencia, todos los
valores de NPQ expresados por los plantines fueron cercanos a O,
demostrando que en ningun caso se produjeron procesos severos de

atenuacion no-fotoquimica

Finalmente al evaluar los resultados de las mediciones de actividad
fotosintética (medida por la produccion de oxigeno), se observd un
comportamiento similar a los valores de fluorescencia, no presentandose
diferencias entre los tratamientos, a excepcién de las mediciones de ETR en
invernadero, donde las mismas se vieron reducidas. Como ya se menciono, las
mediciones de produccion de Oz se realizaron en una atmésfera saturada de
COz2, lo que descartaria que el proceso fotosintético pueda ser afectado por una
situacion de COz2 limitante provocada por un eventual cierre estomatico. En su
conjunto los valores obtenidos, tanto en las mediciones de florescencia de la
clorofila como en la de actividad fotosintética a saturacion de CO2, nos
muestran que los plantines de A. chilensis no presentan procesos de
fotoinhibicion ante los cambios de irradiancia planteados en estos
experimentos, pero que el proceso fotosintético podria verse afectado por un
eventual cierre estomatico provocado posiblemente por cambios en las

demandas evaporativas del ambiente.

Los resultados obtenidos en este ensayo, mostraron que en relacion a la
plena exposicion al sol y a la incidencia de luz difusa, los ambientes con
dinamicas de sombreo en flecos de luz (como los producidos por el tratamiento
FL) generaron asignaciones de biomasa (BSA/BSR) y relaciones de area foliar-
tejido conductivo (AF/Ax) mas balanceadas, como asi también micro-ambientes
con valores de VPD mas moderados (lo que probablemente prevendria el
cierre estomatico). Por otro lado, esta dinamica de sombreo plantea
condiciones de irradiancias alternadas entre los flecos de luz con elevados
PPFD y los flecos de sombra con bajos PPFD. En conjunto estas
caracteristicas compondrian las mejores condiciones para el crecimiento de los

plantines de A. chilensis, moderando los valores de VPD y proveyendo
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irradiancias elevadas en los flecos de luz, que pueden ser traducidos por esta
especie en crecimiento, ya que no presenta efectos de fotoinhibicion ante

dichas variaciones de irradiancias.
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3

PARTICIPACION DE LAS HORMONAS EN EL DESARROLLO Y
ESTRUCTURA RADICAL DURANTE LAS PRIMERAS ETAPAS
DE VIVERIZACION DE PLANTINES DE CIPRES DE LA
CORDILLERA

3.1. INTRODUCCION

Es ampliamente conocido el rol crucial que juegan las fitohormonas en la
regulacion del crecimiento radical (Moubayidin et al. 2009; Ubeda-Tomas et al.
2008). Las seis fitohormonas clasicas que muestran estar involucradas en el
crecimiento y desarrollo de las plantas incluyen a las auxinas, el acido
abscisico (ABA), brasinoesteroides (BRs), etileno y giberelinas (GA) (Ubeda-
Tomas et al. 2012). En la actualidad, las auxinas son las hormonas mas
estudiadas como reguladoras del crecimiento y ramificacion radical. Al respecto
se ha observado que aumentos en los niveles de auxinas resultan en un mayor
desarrollo de raices laterales, pero también en un restringido crecimiento de la
raiz principal, generando asi una abultada cabellera radical pero sistemas
radicales superficiales (Boerjan et al. 1995; Benkova et al. 2003). Por otro lado,
una disminucién en la acumulacién de auxinas causa una significativa
reduccion de la ramificacion radical y consecuentemente un pobre desarrollo de
la parte aérea (Herder et al. 2010). Yang et al. (2010) reportaron que el
crecimiento de pelos radicales fue estimulado por la aplicacion exdégena de
acido indolacético (AlA), acido indolbutirico (AIB) o acido naftalenacético
(ANA), puntualizando al AIB en una dosis especifica como el que produjo los

niveles mas elevados de crecimiento.

Otra compuesto quimico que es citado como reguladora de crecimiento
radical es el oxido nitrico (NO), una molécula multifuncional difundible
involucrada en numerosos procesos fisioldgicos en especies filogénicamente
distantes (Gow vy Ischiropoulos 2001). Lamattina et al. 2003 mencionan que el
NO esta asociado a procesos de crecimiento de las plantas, desarrollo,

respuestas fotomorfogénicas y crecimiento de hojas y raices. Varios
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investigadores reportaron la presencia de NO en plantas, actuando como una
sefal de estrés sobre respuestas adaptativas y mediando procesos de
regulacion del crecimiento (Gouvea et al. 1997, Huang y Knopp 1998 Laxalt et
al. 1997, Durner et al. 1998, Leshem et al. 1998, Beligni y Lamattina 2000,
2001a, 2001b). Mas recientemente Pagnussat et al. (2002) describieron al NO
como mediador en los procesos de enraizamiento inducidos por auxinas,
proponiendo un modelo para el control de la formacién de raices adventicias en
el pepino, en el que el AlA es sintetizado en el brote apical y basipetamente
transportado a la base del hipocotilo. Alli, el AIA desencadena una acumulacion
transitoria de NO, que activa una via dependiente del guanosin monosfato
ciclico (GMPc) que conduce a la formacion de raices adventicias (Pagnussat et
al. 2003). Este mecanismo pone en evidencia la importancia del NO en los
procesos de formacién radical. En este estudio (Pagnussat et al. 2003), los
autores también observaron que explantes de pepino tratados con NO fueron
capaces de inducir raices adventicias, del mismo modo que los explantes
tratados con AIA. Por otro lado, varios autores confirmaron que el NO estimula
el crecimiento radical y el desarrollo de raices adventicas en especies
forestales siempre verdes (Correa Aragunde et al. 2007; Fernandez-Marcos et
al. 2011).

La interaccion de las auxinas y el NO en las vias de sefializaciéon durante
el crecimiento y desarrollo radical fue documentada por varios autores. Kolbert
et al. (2008) trabajando con Arabidopsis thaliana observaron que ante las
aplicaciones exdgenas de AIB se inducia la iniciacién de las raices laterales y
el aumento de los niveles de NO en el primordio de las mismas. En esta misma
linea, Yadav et al. (2011) mencionan que cuando el transporte polar de auxinas
es bloqueado mediante la utilizacién de un inhibidor especifico, la acumulacion
de NO en células interfasciculares era completamente evitada. Chen et al.
(2012) probd que la aplicacion de nitroprusiato de sodio (NPS)(un dador de
NO) imitaba los efectos de las auxinas. A su vez, Gergoff Grozeff et al. (2017),
observaron que la conbinacion de NPS y AIB mostré un claro efecto en la
formacion de raices secundarias en los estadios tempranos de desarrollo,
sefalando que el NPS podria ayudar al crecimiento radical, en conjunto con el

AlIB, sobre los primeros estadios en plantanciones de arboles.
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Otro aspecto importante es el mencionado por Jones y Ljung (2012), en el
que establecen claramente la influencia de los niveles de concentracion en el
suelo de NOs, NH4* y fosforo inorganico (Pi) sobre el transporte y la
acumulacién de auxinas en distintos 6rganos de la planta y su efecto sobre la
arquitectura del sistema radical. Resaltan también que las auxinas tienen una
clara influencia en la actividad del meristema apical radical, el desarrollo de
raices laterales y las adaptaciones al medio, para comprender mejor el
funcionamiento de este complejo sistema es necesario considerar la interaccion
con otros factores de regulacion. Lopez Bucio et al. (2002) mencionan que el
estrés por nutrientes puede afectar la sintesis, transporte o sensibilidad
hormanal y en este camino alterar la arquitectura radical. Estos investigadores
observaron que el efecto de las auxinas sobre la longitud de la raiz primaria y la
densidad de raices secundarias se incrementaba en plantas crecidas con baja
disponibilidad de P en comparacion con aquéllas crecidas en altas

disponibilidades.

Experimentos preliminares realizados en nuestro laboratorio mostraron
que el suplemento exdgeno de auxinas (AIB en rangos de concentraciones de
0,04 y 0,4 mM) estimula el crecimiento de raices primarias y la formacion de
raices laterales en plantulas de A. chilensis de dos meses de edad (datos no
publicados). Estos resultados preliminares sugieren que un aumento en el
contenido de auxinas podria mejorar el desarrollo temprano de las raices de las
plantulas y consecuentemente afectar su crecimiento inicial general. Sin
embargo, las respuestas de la planta en su conjunto al agregado exdgeno de

auxinas deben ser estudiadas aun.

Por lo expuesto, se plantea la hipotesis de que la aplicacion exdgena de
auxinas en combinacion con NO, induce un desarrollo mas temprano de las
raices de plantulas de A. chilensis y consecuentemente promueve el
crecimiento inicial de esta especie. Por otro lado, la técnica de viverizacion
utilizada incorpora al medio de crecimiento elevadas concentraciones de
fésforo durante la primera fase de crecimiento, pudiendo esto influir en el efecto
de las auxinas sobre la arquitectura y desarrollo radical. Para contrastar esta
hipotesis, se estudid la incidencia de distintas concentraciones exégenas de

acido indolbutirico (AIB) y NO en dos disponibilidades de fosforo sobre el
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desarrollo del sistema radical de plantulas de A. chilensis. Los objetivos
especificos fueron (i) evaluar el efecto de tratamientos exdgenos con auxinas y
NO sobre el desarrollo y la arquitectura del sistema radical, (ii) determinar si
cambios en la arquitectura radical influyen en el desarrollo general del plantin,
(iii) evaluar si distintas disponibilidades de fésforo influencian el efecto de las

auxinas y el NO.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal y ambiente de cultivo

Los experimentos se llevaron a cabo con plantulas de A. chilensis
generadas a partir de un lote de semillas formado por una mezcla de la
cosecha de 16 arboles de un rodal natural de la especie ubicado en la
cabecera sur del Lago Futalaufquen, en el Parque Nacional Los Alerces,
Provincia de Chubut (42° 54’ 32” S, 71° 36’ 43” W, 560 m snm). Tanto la
limpieza del lote de semilla como el proceso de estratificacion de la semilla se

realizaron bajo la misma metodologia utilizada en los ensayos anteriores.

La siembra se efectud en bandejas plasticas rellenas con 250 g de arena
volcanica esterilizada en estufa a 105 °C durante 24 hs. La arena se
humedecié con 100 ml de agua de perforacién, se revolvié para homogeneizar
la humedad y finalmente se sembr6 en hilera, colocando alrededor de 100
semillas por bandeja. Realizada la siembra, las bandejas se cubrieron con una
bolsa de nylon para evitar la evaporacion y se las llevo a una camara de cultivo
a una temperatura constante de 17 +1 °C, donde permanecieron por 25 dias,
tiempo necesario para que se produjera el porcentaje maximo de germinaciéon
(Figura 26).
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Figura 26. Vista de las bandejas utilizadas para la siembra. Bandeja sin la bolsa de nylon
donde se ven los surcos de siembra y otra bandeja con la bolsa colocada, lista para ser llevada
a la camara de germinacion.

Una vez producida su emergencia, las plantulas se extrajeron de la arena
y les fueron aplicados los distintos tratamientos con hormonas, sumergiendo
las radiculas en las correspondientes soluciones por un lapso determinado (se
detalla mas abajo). Luego se repicaron a tubetes de cultivo de 250 ml
(DASSPLASTIC®) del mismo tipo que los utilizados en el Ensayo b. Como
sustrato se usd una mezcla de turba rubia Sphagnum sp. y perlita, en una
proporcion 2:1. Una vez efectuado el repique de las plantulas a los tubetes, los
mismos fueron regados a percolacion y colocados sobre una mesada de luz
con una irradiancia de 230 ymol.m?2.s™' generada a partir de una bateria de
tubos fluorescentes, a un fotoperiodo de 14 hs luz / 10 hs obscuridad. La
temperatura ambiente estuvo en un rango comprendido entre los 17 y 21 °C
durante todo el ensayo.

3.2.2. Manejo de agua y fertirriego.

Luego del riego a percolacion con agua realizado posteriormente al
repique, las aplicaciones de fertirriego se llevaron a cabo usando el método de
las pesadas, fijando tanto para la fase de establecimiento como para la fase de
crecimiento rapido el 50 % del peso de agua aprovechable (AA) como indicador

para efectuar las aplicaciones. Se eligio utilizar esta condicién hidrica debido a
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que en el laboratorio la pérdida de agua por evaporacion resultdé muy baja, y
contenidos hidricos elevados podian generar problemas de colonizacién de
musgos en la superficie de los contenedores dificultando las aplicaciones de

fertirriego.

Las aplicaciones se efectuaron en forma manual mediante la utilizacion de
una probeta, y la cantidad de solucién que se aplicaba a cada contenedor se
estableciéo teniendo en cuenta que la diferencia entre las conductividades
eléctricas (CE) de la solucién nutritiva de aplicacion y la solucion colectada del
drenado fuera menor a 400 pS. Si esta diferencia aumentaba se incrementaba
el volumen de la solucién nutritiva a aplicar. En la fase de establecimiento, que
se extendié por un lapso de 6 semanas, se usaron las soluciones nutritivas en
relacion a los tratamientos aplicados. Mientras que para la solucion nutritiva
utilizada en la fase de crecimiento rapido (8 semanas) se diluyé en un litro de
agua 0,265 g de fertilizante COMPO® HAKAPHOS rojo (18-18-18) y 0,02 ml de
acido fosforico al 85 %, alcanzandose una concentracion de nitrégeno = 48 mg

L', de fosforo = 34 mg L' y de potasio =50 mg L.

3.2.3. Tratamientos

Los tratamientos se formaron por la combinacién de siete niveles del
factor hormonas con dos niveles del factor fésforo. Los niveles del factor
hormona estuvieron dados por dos concentraciones de acido indolbutirico
(AIB), nitroprusiato de sodio (NPS) (como dador de 6xido nitrico (NO)) en una
concentracion, la combinacién de ellos, NPS foto-inactivado (3XNPS) y un
testigo con agua destilada. Mientras que los dos niveles de disponibilidad del
fésforo estuvieron dados por: 1) solucion nutritiva P1, con concentraciones de
nitrdgeno= 31 mg L, fésforo= 1 mg L' y potasio= 41 mg L, llegando a estos
valores a través de la dilucion de 0,065 g de nitrato de potasio; 0,19 g de nitrato
de magnesio y 0,02 ml de acido fosforico al 85 % por litro de agua; y 2)
solucién nutritiva P100, con una concentracién de nitrogeno= 33 mg L,
fosforo= 98 mg L' y potasio= 68 mg L', obteniéndose estas concentraciones
mediante la dilucion en 1 litro de agua de 0,3 g de fosfato monoamadnico; 0,26 g
de fosfato monopotasico y 0,02 ml de acido fosférico al 85 %. Mediante un
arreglo factorial se obtuvieron 14 tratamientos (Tabla 16).
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Debido a que la dilucion del AIB se debié hacer en 5 ml de etanol, este
mismo volumen fue agregado en todos los tratamientos, contemplandolo en la
fase liquida de las distintas diluciones. Para producir la inactivacion del NPS se
dejo la solucion expuesta a la luz solar, tomando como indicador de la foto-
inactivacion el viraje de un color rojizo traslucido (NPS activado) a un verde
azulado (NPS inactivado), proceso que se dio en un lapso de 4 a 6 hs de

exposicion (Figura 27 a 'y b).

Tabla 16. Concentraciones de acido indolbutirico (AIB), nitroprusiato de sodio (NPS) y fésforo
usados en los tratamientos aplicados en el ensayo de A. chilensis con hormonas.

Concentracion de

Concentraciones de AIB y/o NPS .
fésforo expresada en

Tratamiento

(Molaridad)

mg L’
(t-P1) Agua destilada 1
("AIB-P1) 0,4 mM de AIB 1
(*AIB-P1) 0,04 mM de AIB 1
(NPS-P1) 1 mM de NPS 1
(XXNPS-P1) 1 de NPS mM foto-inactivado 1
("AIB+NPS-P1) 0,4 mM de AIB + 1 mM de NPS 1
(*AIB+NPS-P1) 0,04 mM de AIB + 1 mM de NPS 1
(t-P100) Agua destilada 98
(*AIB-P100) 0,4 mM de AIB 98
(*AIB-P100) 0,04 mM de AIB 98
(NPS-P100) 1 mM de NPS 98
(X*NPS-P100) 1 de NPS mM foto-inactivado 98
(*AIB+NPS-P100) 0,4 mM de AIB + 1 mM de NPS 98
08

(*AIB+NPS-P100)

0,04 mM de AIB + 1 mM de NPS

La aplicacién de los tratamientos de AIB se efectué embebiendo las

radiculas de las plantulas en las distintas soluciones por un lapso de 5 min
(Figura 28). Para el caso de los tratamientos con NPS las radiculas de las
plantulas se dejaron en contacto con la solucion durante toda la noche.
Mientras que en los tratamientos que combinaban AIB + NPS, luego de pasar
la noche embebidas en la solucidon de NPS, se las sumergidé por 5 min en la
solucién de AIB. Finalmente para el tratamiento testigo se dejaron las radiculas
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en contacto con el agua destilada durante 5 min. Una vez aplicados los
distintos tratamientos, las plantulas se repicaron a los contenedores para ser
llevados a la mesada de luz (Figura 29).

Figura 27. Vista de la aplicacion de los tratamientos de nitroprusiato de sodio (NPS) en las
plantulas de Ciprés de la Cordillera previamente a ser repicadas. (a) Tratamiento de NPS. (b)
Tratamiento de NPS foto-inactivado, donde se observa el viraje de color.

112



Figura 28. Vista de plantulas de Ciprés de la Cordillera donde se observa la aplicacion del
tratamiento con AIB mediante la inmersién de la radicula en la solucién.

Figura 29. Vista de las bandejas portatubetes ubicadas en la mesada de luz. La linea punteada
sobre la malla metalica delimita la zona de irradiancia homogénea.
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3.2.4. Variables analizadas

Se midieron variables morfolégicas de crecimiento en la parte aérea y
radical de los plantines, al finalizar la fase de crecimiento rapido del primer ciclo
vegetativo. Todas las variables fueron analizadas sobre 8 réplicas por

tratamiento.

Se determind la altura del plantin como la distancia desde la base del tallo
(cuello) hasta el apice del eje primario de la planta. Esta variable se midié con

un calibre digital, con una precision de 0,01 mm.

Para la determinacion de la biomasa, a los plantines seleccionados se les
lavaron los sistemas radicales para eliminarles restos de sustrato adherido y se
secaron cuidadosamente. Posteriormente se seccionaron, separando la parte
aérea de la radical, colocandolas en bolsas de papel rotuladas en forma
independiente, y se llevaron a estufa a 70+ 2 °C hasta peso constante. Para
determinar los pesos se utilizdé una balanza digital con una precisién de 0,01 g.
La biomasa total (BST) se determiné mediante la suma de los pesos de la parte
aérea (BSA) y la radical (BSR).

La arquitectura radical se defini6 mediante la clasificacién de la raiz
primaria (RPv), identificandola como viva o muerta y realizando el conteo de las
ramificaciones laterales de primer orden (LR) y de segundo orden (LRs). Para
ello, luego de efectuar la limpieza de las raices con agua para despojar a la
misma de cualquier resto de sustrato, el sistema radical se extendié en un
plano sobre un vidrio con fondo blanco, para facilitar su analisis y conteo de las

raices.

3.2.5. Diseno experimental y analisis estadistico

El ensayo descrito se repiti6 dos veces en el tiempo, iniciando en ambos
casos desde la siembra de la semilla, tomando para el andlisis a dichas
repeticiones como bloques temporales. Los 14 tratamientos obtenidos del
arreglo factorial, con 8 réplicas por tratamiento, se trabajaron dentro de cada
bloque totalmente aleatorizados. La unidad muestral la conformé el plantin,

analizandose por bloque 112 plantines y un total de 224 en todo el ensayo.

114



Para comprobar el efecto de los tratamientos se realizaron analisis de la
varianza (ANOVA) para cada una de las variables, considerando un modelo
lineal en cada caso, a excepcion de la variable RPv que se analizé mediante un
modelo lineal generalizado por tratarse de una variable binaria (viva-muerta).
En los casos en que se encontraron diferencias entre los tratamientos se utilizé
el test de LSD Fisher (a= 0,05, con correccion de Bonferroni) para identificar los
tratamientos diferenciales. El procesamiento de los datos se realiz6 con el

programa estadistico InfoStat/ Profesional, versién 2016.

3.3. RESULTADOS

El analisis de la interaccidon de los factores no fue significativo (P>0,05)
para todas las variables analizadas, por lo que los mismos actuaron en forma

independiente.

3.3.1. Parametros morfoldgicos

La altura media de todas las plantulas del ensayo al término de la fase de
crecimiento rapido fue de 50,08 +10,54 mm. Los niveles del factor
concentracion de fésforo se diferenciaron (p= 0,009), presentando mayor altura
las plantas tratadas con la menor concentracién (Tabla 17). El factor hormonas
también presentd diferencias significativas (p= 0,0001), expresandose estas
particularmente entre las plantas tratadas con IYNPS (que presentd los

menores crecimientos) y el resto de los niveles del factor (Tabla 18).

Tabla 17. Altura promedio de plantines de Ciprés de la Cordillera sometidos a los diferentes
niveles del factor concentracién fésforo ensayados. Los valores seguidos por la misma letra por

nivel del factor no presentan diferencias significativas (a= 0,05). Se muestran valores
promedio * desvio estandar.

Fosforo Altura (mm)

P1 51,8 £9,45 a

P100 48,33 £10,94 b
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Tabla 18. Altura promedio de plantines de Ciprés de la Cordillera sometidos a los diferentes
niveles del factor hormonas ensayados. Los valores seguidos por la misma letra por nivel del
factor no presentan diferencias significativas (a= 0,05).

Valores promedio + desvio estandar

Hormona Altura (mm)
TAIB+NPS 53,89 £9,58 a
NPS 51,95 +6,96 a
*AIB 51,24 +9,55 a
agua 51,18 £6,19 a
'AIB 50,08 +8,73 a
*AIB+NPS 49,76 +11,86 a
NPS 41,44 +14,25 b

La BSA present6 un valor promedio para todo el ensayo de 0,06 +0,03 g.
El factor concentracion de P no presentod diferencias (p= 0,066), mientras que
en el factor hormona el nivel que mostré mayor crecimiento (*AIB+NPS) se
diferencié (p= 0,034) del nivel que menos crecio (3XNPS), presentando valores
de 0,06 £0,03 g y 0,04+0,03 g respectivamente (Figura 30). Tanto la BSR como
la BST no presentaron diferencias entre los niveles de los factores analizados,

mostrando valores promedio de 0,02 +0,01 g y 0,08 £0,03 g respectivamente.
0,10 a

ab ab
ab
ab

0,08 ab b

0,06

0,04+

0,02

0,00 |

agua AIB  TAB TAB-NPS*AIB+NPS NPS  ZNPS
Reguladores

BSA (g)

Figura 30. Biomasa aérea (BSA) de plantines de Ciprés de la Cordillera en relaciéon a los
distintos niveles de hormonas ensayados. Los valores seguidos por la misma letra por
tratamiento no presentan diferencias significativas (a= 0,05).
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3.3.2. Arquitectura radical

La RPv presentd diferencias entre los niveles de ambos factores. En el
caso del fésforo (p= 0,0003) el P1 presentd la mayor cantidad de RPv (Figura
31). Mientras que para el caso de las hormonas (P< 0,0001), el 3XNPS fue el
que mostré la menor cantidad de RPv, diferenciandose del resto de los

tratamientos (Figura 32).

1,34

| o

0,94

0,6

Cantidad de RPv

03

0,0

1 ppm 100 ppm

Fésforo

Figura 31. Cantidad de raiz primaria viva (RPv) de los plantines de Ciprés de la Cordillera en
relacion a los distintos niveles de concentracion de fésforo. Los valores seguidos por la misma
letra por tratamiento no presentan diferencias significativas (a=0,05).
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Figura 32. Cantidad de raiz primaria viva (RPv) de los plantines de Ciprés de la Cordillera en
relacion a los distintos niveles aplicados del factor hormona.Los valores seguidos por la misma
letra por tratamiento no presentan diferencias significativas (a=0,05).

La cantidad promedio para todo el ensayo de raices laterales de primer
orden (LR) fue de 9,11 +4,39. Sdlo presento diferencias significativas el factor
hormona (p< 0,0001), mostrando la menor cantidad de raices el nivel 3XNPS
con una media de 2,86 1,35, diferenciandose del resto de los niveles (Figura
33).

En el caso de las raices de segundo orden (LRs), la cantidad promedio
para el ensayo fue de 8,53 +8,17. Tanto el factor concentracion de fosforo
como el de hormonas presentaron diferencias significativas (p= 0,016 y p=
0,033 respectivamente). En el caso del factor fosforo la mayor generacion de
ramificacion terciaria la presento el nivel de menor concentracion (1 mg L")
presentando valores medios de 9,82 +8,34, en tanto que el nivel de mayor
concentracion (98 mg L") mostré valores medios de 7,16 +7,81. Mientras que
para el factor hormona, solo se diferenciaron entre el testigo y el $fNPS (Figura
34), siendo este ultimo el de mayor desarrollo de estructura radical terciaria

mostrando un valor promedio de 13,36+10,46.
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Figura 33. Cantidad de raices laterales de primer orden (LR) de los plantines de Ciprés de la
Cordillera en relacién a los distintos niveles de hormonas ensayados. Los valores seguidos por
la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas (a= 0,05).
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Figura 34. Cantidad de raices laterales de segundo orden (LRs) de los plantines de Ciprés de
la Cordillera en relacién a los distintos niveles de hormonas ensayados. Los valores seguidos
por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas (a= 0,05).

Por ultimo, al analizar la estructura radical total se observé que el factor
fésforo presentd diferencias (p= 0,023) desarrollando mayor cantidad de raices
el nivel de menor concentracion (1 mg L), en contraste con el nivel de mayor
concentracion (98 mg L") (Tabla 19). El factor hormona no presenté diferencias
significativas entre sus niveles ensayados, mostrando valores medios de 17,22
+1,08.
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Tabla 19.Valor promedio de la cantidad total de raices de plantines de Ciprés de la Cordillera
sometidos a los diferentes niveles ensayados del factor concentracion fésforo. Los valores
seguidos por distintas letras representan diferencias significativas (a= 0,05) entre los niveles del
factor.

Concentracion de P (mg L") Cantidad total de raices
1 18,53 £8,51a
98 15,94 +8,02b
3.4. DISCUSION

Existen marcadas discrepancias entre las conclusiones de varias
experiencias que apuntaron a determinar el rol de las hormonas en las
respuestas adaptativas de la arquitectura radical en condiciones de inanicion
de fosforo. Algunos autores han sugerido, en experiencias realizadas sobre
Arabidopsis thaliana, que las auxinas no tienen una participacion crucial en las
modificaciones de la longitud total o la ramificacion lateral del sistema radical
en plantas crecidas en condiciones de bajo fosforo (Trull et al, 1997;
Williamson et al., 2001). Lépez-Bucio (2005) propone que solamente algunos
aspectos de la respuesta de la arquitectura radical a la disponibilidad de fosforo
(e.g. el desarrollo de ramificacion lateral) estan bajo el control de las auxinas,
mientras que otros (e.g. la inhibicién del crecimiento de la raiz principal) son
independientes del control por auxinas. En forma contraria, una fuerte
participacion de la sefalizacion de auxinas se ha propuesto a partir de estudios
que indicaron que la disponibilidad de fosforo altera significativamente la
longitud total, la densidad de raices laterales y la tasa de elongacion, sobre
plantas mutantes para la sintesis o transporte de auxinas y plantas salvajes
tratadas con auxinas de Arabidopsis thaliana (Lopez-Bucio et al., 2002; Al-
Ghazi et al., 2003, Nacry et al., 2005). En esta misma linea, Jones y Ljung
(2012) sefalan que en condiciones de bajo fésforo inorganico (Pi) la elongacién
de la raiz primaria es inhibida y el desarrollo de raices laterales aumenta,
produciéndose también una redistribucion de las auxinas a través del sistema

radical, proponiendo que es la proteina SIZ1 la involucrada en la redistribucion
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de auxinas que ocurre en respuesta a bajas disponibilidades de Pi, regulando

de esta manera la arquitectura radical.

En este ensayo no se observd una interaccion entre las disponibilidades
de fosforo y los distintos tratamientos de hormonas ensayados: ambos factores
actuaron en forma independiente. Esta respuesta pudo haber estado
influenciada por el modelo de estudio utilizado, en el que las plantulas fueron
crecidas en contenedores con autopoda basal lo cual produjo un evento de
deshidratacion del meristema apical radical, tanto de la raiz principal en un
primer término como de las laterales posteriormente, pudiendo este efecto
desencadenar disparadores a nivel hormonal, impactando finalmente sobre el
desarrollo de la arquitectura radical y enmascarando una posible interaccion
entre los factores estudiados. En relacion a lo mencionado, Poorter et al. (2012)
en un meta-analisis realizado sobre el efecto del tamafo del contenedor en el
crecimiento de las plantas mencionan que no solamente la relacion del tamafio
de la planta con respecto al volumen del contenedor puede reducir el
crecimiento, sino que también acarrea el riesgo de influir en las diferencias
relativas entre tratamientos. Estos autores recomiendan relaciones biomasa de
planta (g) / volumen de contenedor (L) menores a 1, en nuestro ensayo esta
relacion fue en promedio de 0,32 g/L, por lo que si bien el tamafo fue
adecuado, posiblemente se tendrian que haber utilizado contenedores de
mayor profundidad, para de esa forma evitar el efecto de la autopoda. Por otro
lado, Nacry et al. (2005) sefialan en su trabajo que la baja disponibilidad de
fésforo induce una respuesta bifasica, con una primera etapa de crecimiento de
la raices laterales y luego un efecto negativo general sobre el crecimiento de
todo el sistema radical, y menciona que tal variacion temporal podria perderse
en estudios realizados a término, que generalmente carecen de mediciones en
el transcurso del tiempo, como es el caso de nuestro trabajo, donde todas las
variables se midieron al finalizar la fase de crecimiento rapido y el efecto de la

autopoda ya se habia dado.

Los cambios en la arquitectura del sistema radical en relacion a bajas
disponibilidades de fosforo son disimiles y contradictorios. Ola et al. (2015)
sefialan que en suelos pobres en nutriente, la elevada disponibilidad de

nitrégeno o fésforo puede resultar en una proliferacion de raices laterales, pero
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la respuesta dependera de la especie. Ya en afos anteriores, Robinson (1994)
menciond que las estrategias de las plantas para localizar nutrientes
disponibles varia entre diferentes especies y genotipos. En esta experiencia, el
fésforo modificd el desarrollo de la arquitectura del sistema radical, con
diferencias en el desarrollo de las raices laterales de segundo orden vy totales,
siendo las plantas crecidas en disponibilidades de fosforo bajas (1 mg L) las
que presentaron sistemas radicales mas densos. Varios autores concuerdan
con que bajas disponibilidades de fésforo favorecen el crecimiento de las raices
laterales, produciendo sistemas radicales mas densos (Williamson et al. 2001;
Lopez-Busio et al. 2002, 2005; Jones y Ljung 2012). Consecuentemente con su
sistema radical mas denso los tratamientos de baja disponibilidad de fosforo
también mostraron un mayor desarrollo en altura de la parte aérea, en
congruencia con lo sefialado por Razaq et al. (2015). A excepcion del $tNPS,
los tratamientos de hormonas no produjeron diferencias entre ellos y el
tratamiento testigo sobre el desarrollo del sistema radical. EI $NPS tuvo un
efecto contrario en relacion a la formacion de raices laterales de primer (LR) y
segundo orden (LRs), siendo el que generd el menor desarrollo de LR y el
mayor de LRs entre los tratamientos. Este comportamiento disimil pudo
deberse a que las plantulas tratadas con tNPS sufrieron, en la mayoria de los
casos, la atrofia de la raiz principal, generando un desarrollo temprano de
raices laterales, las cuales por el tipo de sistema de cultivo en contenedores, se
auto podaron, gatillando las vias de sefializacién para la generacion de LRs. En
el resto de los tratamientos la raiz principal tuvo que llegar al fondo del
contenedor para que se produjera la muerte del apice por deshidratacion y a
partir de este punto se desencadenara la generacion de raices laterales,
independientemente de los tratamientos aplicados. Bajo este criterio,
comparativamente, en las plantas tratadas con 3XNPS una mayor cantidad de
LR lograron alcanzar el fondo del contenedor, generando de esta manera, una
mayor cantidad de LRs (Figura 35 a, b, c, d). Si bien los tratamientos de $tNPS
presentaron mayor cantidad de LRs, suponiendo un sistema radical mas
ramificado que el resto de los tratamientos, esta diferencia no se vio reflejada
en la cantidad total de raices laterales (LR + LRs) donde ninguno de los

tratamientos ensayados se diferencio.
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En relacion a esta respuesta a nivel radical, los plantines tratados con
IXNPS presentaron las menores alturas y los menores valores de biomasa
aérea, diferenciandose para esta Ultima variable con el tratamiento TAIB+NPS.
Este menor crecimiento pudo deberse a una mayor utilizacion de energia, en
relacion al resto de los tratamientos, para la formacion de raices en desmedro
de la parte aérea, a causa de la muerte prematura de la raiz principal. En este
sentido, Brunners et al. (2015) mencionan que el desechado de raices viejas y
la construccion de nuevas implican la inversion de una considerable cantidad
de energia en el proceso de reconstruccion. Por otro lado sefialan que el
beneficio, sin embargo, es que las raices nuevas son capaces de captar agua
mas eficientemente que las raices viejas, asi, esta mecanica de desechado y
regeneracion de raices representa una buena estrategia de aclimatacion de las
plantas que crecen en ambientes con reducido suministro de agua. En este
trabajo las condiciones hidricas fueron igual para todos los tratamientos, no
siendo el agua un factor limitante, por lo que la mayor cantidad de LRs
generadas por el tratamiento de XXNPS no habria podido compensar el gasto
energético utilizado en la construccion de las mismas, bajo estas condiciones

de cultivo.
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Figura 35. Apariencias generales de las arquitecturas de los sistemas radicales de los
plantines de Austrocedrus chilensis. a y b). Arquitectura de los sistemas radicales de los
plantines, donde se observa la muerte de la raiz principal (flecha roja). c y d) Arquitectura delos
sistemas radicales con desarrollo de raiz principal.

Por lo expuesto puede concluirse que los sistemas radicales de los
plantines de A. chilensis cultivados bajo este método de viverizacién no fueron
influenciados por la aplicacion exégena de AIB y NO en las dosis ensayadas. El
TINPS produjo la muerte temprana de la raiz principal provocando un cambio
en la arquitectura radical, el cual fue en desmedro del crecimiento de la parte
aérea del plantin. Por otro lado la accion de estas hormonas parece no estar
influenciada por la disponibilidad de fosforo, actuando estos dos factores en
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forma independiente. Finalmente tanto la falta de interaccion entre los factores
ensayados, como la falta de efecto concreto en relacién a los tratamientos,
podria deberse al proceso de autopoda que sufre el sistema radical de las
plantines bajo este método de cultivo en contenedores. La autopoda generaria
un proceso de redistribucion hormonal, debido a la muerte apical tanto de la
raiz principal como de las raices laterales, lo que podria estar enmascarando el
efecto buscado con la aplicacion exdégena de las hormonas. En futuras
investigaciones en las que el interés se enfoque en la descripcion del proceso
natural prescindiendo del interés productivo, seria aconsejable planificar los
ensayos con mediciones periodicas de la arquitectura radical a lo largo del
periodo de crecimiento y utilizar contenedores de mayor altura, de forma tal que

se evite el efecto de la autopoda durante la duracién del mismo.
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COLONI;ACION MICORRICICA DE LOS PLANTINES DE
CIPRES DE LA CORDILLERA EN RELACION A LA
DISPONIBILIDAD DE AGUA Y NUTRIENTES

4.1. INTRODUCCION

El potencial de manipular la inoculacion de las plantas con hongos
micorricicos para aumentar la productividad en plantaciones forestales o el
establecimiento durante la restauracion de ecosistemas después de una severa
perturbacion, es foco de una gran cantidad de investigaciones (Brundrett et al.
1996). Los hongos micorricicos forman asociaciones con las raices de mas del
90% de las plantas superiores, incluyendo arboles forestales, pastos salvajes y
muchos cultivos (Bonfante y Genre 2010). Ambas partes de esta relaciéon
mutualista se benefician: el hongo micorricico mejora el estado nutricional de la
planta, contribuyendo a su nutricibn mineral, absorciéon de agua, crecimiento y
resistencia a las enfermedades, mientras que la planta es esencial para el
hongo al proveerlo de los fotosintatos necesarios para su crecimiento y
reproduccion (Smith y Read 1997). Esta simbiosis promociona el crecimiento
de las plantas, incrementa su resistencia a la sequia y a diversos estreses
bidticos, y mejora la estabilidad del suelo y su retencidén de agua (Gianinazzi et
al. 2010).

Muy pocas especies de plantas estudiadas no forman alguna clase de
asociaciéon micorricica. La mayoria de ellas exhiben simbiosis con hongos
endo-micorricicos vesiculo-arbusculares (MA), mientras que los bosques
templados predominantemente son micorrizados por ecto-micorrizas (Smith y
Read, 1997). Los hongos que forman MA se caracterizan por presentar un
crecimiento intra e intercelular en la corteza de la raiz y por formar dos tipos de
estructuras: arbusculos y vesiculas (Quilambo 2003). Las ecto-micorrizas se
caracterizan por la presencia de un manto, el cual se adhiere a la superficie de

la raiz, y que esta formado por un agregado de hifas. Este micelio se vincula a
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hifas extra matriciales que son las encargadas de explorar el sustrato. Desde la
zona interior del manto, algunas hifas penetran entre las células de la raiz para
formar una interfase llamada red de Hartig, donde los metabolitos son

intercambiados (Barker et al. 1998).

Si bien en general las coniferas son asociadas con simbiosis del tipo
ecto-micorricicas (Meyer 1973, Read et al. 1992), las raices del Ciprés de la
Cordillera se asocian naturalmente con hongos del suelo formando micorrizas
del tipo arbusculares (MA) (Fontenla et al. 2001). En Chile, Godoy y Mayr
(1989) mencionan que la mayoria de las especies de coniferas poseen una
extraordinaria capacidad de adaptacion, sobreviviendo frecuentemente bajo
condiciones extremas, rasgo que estaria muy relacionado al papel que cumplen
las asociaciones micorricicas en estas especies. Los estudios realizados por
estos autores indican relaciones endo-micorricicas para Ciprés de la Cordillera,
Pehuén (Araucaria araucana (Mol.) K. Koch), Alerce (Fitzroya cupressoides |.M.
Johnst.), Ciprés de las Guaitecas (Pilgerodendron uviferum (D. Don) Florin),
Ciprés enano (Dacrydium fonckii (Phill.) Florin), Mafio de hojas punzantes
(Podocarpus nubigena Lindl.), Mafio de hojas largas (P. salignus Lindl.),
Lleuque (Prumnopitys andina (P. et E.) de Laub.) y Mafio de hojas cortas
(Saxegothaea conspicua Lindl.). Fontenla et al. (1998) determinaron la
presencia de MA en poblaciones naturales de Ciprés de la Cordillera en el
Parque Nacional Nahuel Huapi, y ademas encontraron MA en la mayoria de las
especies acompafiantes (Maytenus boaria Mol., Aristotelia chilensis(Mol.)

Stuntz, Mutisia decurrens, Mutisia sp. y pinos).

En general el uso de fertirriego, que conlleva altas dosis de nitrogeno y
fésforo, usado en medios de crecimiento artificiales provoca una disminucién
de la micorrizacion (Landis et al. 1989, Martinez et al. 2007). Marchelli et al.
(2013) indican que al disminuir las dosis de nutrientes que se aplican en los
invernaderos, las micorrizas comienzan a aparecer y desarrollarse en las raices
de las plantas. Landis (1989) menciona que la micorrizacion puede no afectar
el crecimiento del plantin en el vivero, pero le otorgara mejores chances de
supervivencia y mayores crecimientos una vez plantado a campo. Por otro
lado, Jumpponen et al. (2005) senalan que los resultados y conclusiones de

experiencias hechas a campo y en invernaderos, varian ampliamente e indican
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que el enriquecimiento con nitrégeno puede aumentar, disminuir o no tener
efecto sobre la colonizacion de las raices por MA. En esta misma linea,
Salgado Salomoén et al. (2009) sugirieron que el manejo de la micorrizacion
bajo sistemas que reciben fertilizacién requiere un estudio detallado para cada
caso, dado que existen reportes contradictorios sobre el efecto inhibidor de la
fertilizacion sobre la micorrizacion, dependiendo de las especies arbdreas y

fungicas involucradas.

Por lo expuesto, se plantea como hipdtesis que en plantines de A.
chilensis obtenidos mediante métodos de viverizacion con altos niveles de
fertilizante y condiciones hidricas adecuadas, la micorrizacién sera inhibida. Por
otra parte, se espera que los plantines, carentes de inoculacién exdgena (es
decir, que no se emplea inoculante de MA en ninguna de las etapas del
cultivo), sean micorrizados de forma natural una vez llevados a campo dado

que las especies de hongos micorricicos son cosmopolitas.

Bajo estas hipdtesis se plantean como objetivos: (i) evaluar la influencia
de distintas disponibilidades de fésforo y estados hidricos del sustrato en el
nivel de colonizacién micorricica durante la viverizacion, (i) evaluar si se
produce la colonizacion en vivero o si los plantines son micorrizados una vez
que son llevados a campo, y (iii) analizar la abundancia de la micorrizacion y su

relacion con la supervivencia y el crecimiento inicial post plantacion.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Material vegetal y ambiente de cultivo

Los plantines utilizados para los distintos ensayos planteados en este
estudio procedieron del ensayo (b), debido a que el mismo llevé dos afios de
desarrollo en vivero, logrando plantines aptos para su salida a campo y
permitiendo de esta manera evaluar todos los objetivos planteados en el
estudio de las micorrizas. Repasando brevemente, los plantines se produjeron
con semillas provenientes de 16 arboles del bosque de la cabecera sur del
Lago Futalaufquen, sembradas directamente en tubetes troncocdénicos de 250

cm3, rellenados con un sustrato mezcla de perlita y turba en relacion 1:2. Se
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criaron por dos ciclos vegetativos con el régimen de fertirriego ya descripto y

con las variantes propias del ensayo (b).

El analisis de colonizacidon micorricica se efectu6 sobre tres lotes
formados cada uno por 8 plantines elegidos al azar por cada tratamiento
realizado en dicho ensayo, los cuales consistian en la combinacion de tres
niveles del factor concentracion de fosforo (1, 10 y 100 mg L") y dos niveles de
contenido hidrico del medio de crecimiento (20 % y 80 % de la AA), aplicados
durante la fase de establecimiento. De la combinacién de los niveles de los
factores se generaron seis tratamientos, los que se identificaron de la siguiente
manera: T 20-1, T 20-10, T 20-100, T 80-1, T 80-10 y T 80-100. Cada lote, por

lo tanto, constd de 48 plantines, y los tres lotes totalizaron 144 plantines.

Para alcanzar los objetivos planteados los lotes fueron sometidos a tres
procesos diferentes. A un primer lote de plantas (L1) se le efectud la
determinacién de micorrizas inmediatamente después de finalizado su segundo

ciclo de crecimiento en vivero en los tubetes de 250 cm3.

A las plantas de un segundo lote (L2) se las repicd a envases de nylon
negro de 1000 cm?® (20 cm de alto por 12 cm de diametro) con 4 orificios
basales para el drenado del agua, una vez concluido su segundo ciclo
vegetativo en vivero. Como sustrato para los envases se utilizé una mezcla
formada por una proporcion 1:1 de tierra esterilizada mediante tres
tindalizaciones de una hora de duracion, segun metodologia seguida por
Salgado Salomén (2009), y turba rubia de Sphagnum esterilizada en estufa a
105 °C durante 72 hs. Las plantas envasadas se mantuvieron durante una
temporada de crecimiento en invernadero, interviniéndolas solamente con dos
aplicaciones semanales de agua de perforacion. La eleccion del sustrato y de
la fuente de agua de riego procurd evitar cualquier fuente de contaminacion
externa que pudiera aportar MA. Las plantas fueron envasadas en el mes de
septiembre y permanecieron en los envases durante 13 meses, extrayéndolas
para realizarles los analisis de micorrizas en el mes de octubre del aho

siguiente.

Finalmente un tercer lote de plantines (L3) fue llevado a campo a
principios de la primavera, una vez concluido su segundo ciclo de crecimiento.
La plantacion se realizé en el mes de septiembre en un bosque puro de Ciprés
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de la Cordillera (41° 52’ 08” S, 71° 29" 15° W, 564 m snm). El sitio presentaba
baja densidad de sotobosque, una pendiente del 5% con exposicion noroeste y
un suelo con textura franco arenosa formada por 2,3% de arcilla, 12,4 de limo y
85,4 de arena. El mismo se encontraba dentro la Reserva el Guadal ubicada en
la zona de Mallin Ahogado en la Ciudad de El Bolsén, Provincia de Rio Negro
(Figura 36). Debido a que el terreno presentaba una ligera pendiente se decidié

realizar la plantacién con un disefio en bloques, colocando a las repeticiones en

forma perpendicular a la pendiente.

Figura 36.Vista de la parcela donde se realizd la plantacion del lote (L3) en la Reserva
Provincial El Guadal.

Las plantas fueron muestreadas, luego de efectuarles las mediciones de
supervivencia y crecimiento inicial, en el mes de octubre del afio siguiente,
permaneciendo en campo durante 13 meses. La extraccion de las plantas se
efectué con pala, teniendo los recaudos necesarios para romper la menor
cantidad posible de raices. Una vez descalzada la planta se colocd
rapidamente el cepellon en una bolsa de nylon para evitar la pérdida de

humedad en las raices hasta el momento de realizarle el analisis.
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Antes de medir la colonizacién micorricica de las raices de los plantines
de los distintos tratamientos, y con el propdsito de descartar posibles aportes
de inoculo por parte del sustrato utilizado en cultivo, se realizé un analisis de
presencia de MA sobre 10 muestras de sustrato, utilizando una adaptacion de
la técnica de extraccion de esporas MA de muestra de suelo usada por lanson
y Allen (1986).

Para esto se pesaron 50 g de sustrato formado por 2 partes de turba rubia
Sphagnum y 1 parte de perlita, se diluyeron en 500 ml de agua destilada y se
homogeneizaron, dejando reposar durante una noche. Luego se tamizo el
preparado con tamices de suelo N° 25. Al sustrato residual se lo lavé con 300
ml de agua destilada, nuevamente en el tamiz y luego se descarté la fraccion
mayor al tamiz N° 25. La fraccién tamizada se centrifugd durante 5 min a 2000
rom, descartando el sobrenadante. El sélido se resuspendio en 50 ml de
solucion de sacarosa al 50 % y se centrifugd nuevamente por 5 min a 2000
rom. Por ultimo se filtr6 el sobrenadante en papel filtro N° 4 y se procedi6 a
observar y clasificar en una lupa binocular estereoscépica 10X (Bausch &
Lomb).

4.2.2. Variables analizadas

Se midid6 el porcentaje de colonizacidon de raices por micorrizas
arbusculares (%MA). Para realizar esto, los sistemas radicales de los plantines
de todos los lotes a evaluar fueron lavados y tefiidos (Figura 37 a y b), segun la

siguiente metodologia (Cazares y Trappe 1993).

Se lavaron los sistemas radicales profusamente con agua corriente
(minimo 10 minutos). De cada sistema radical se seccionaron raices por un
total de 150 cm, en porciones de aproximadamente 2,5 cm de largo y se
colocaron en celdas plasticas Tissue-Tek (Fisher Scientific Co. Pittsburgh, PA)

para la decoloracion.

Se colocaron las celdas con las raicillas (raices laterales sanas y
homogéneas en tamano) en KOH al 10 % (100 ml de H20 destilada — 10 g de
KOH), llevandolas a 100 °C en bafio maria durante 10 min, a partir de la

ebullicién. Luego se enjuagaron con agua corriente 5 veces, escurriendo el
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excedente de agua en papel absorbente. A temperatura ambiente se
decoloraron en H202 30 vol. al 15 % durante no menos de 3 hs y se lavaron
nuevamente en agua corriente 5 veces, escurriéndolas luego en papel
absorbente. Se tifieron en azul de tripano en lactoglicerol al 0,05 % (proporcion
3:1:1 glicerina: Ac. Lactico: H20) durante 30 min a 4 °C. Finalmente se
almacenaron perfectamente identificadas en lactoglicerol a 4 °C hasta el

examen microscopico.

Figura 37. Vista del proceso de lavado, seccionado y tincién de los sistemas radicales. (a)
raices seccionadas y colocadas en las celdas para su tincion. (b) raices tefidas listas para su
almacenamiento en recipientes identificados.

El porcentaje de colonizacion con MA se estim6 mediante el técnica usada
por Salgado Salomon (2014) basado en el método de interseccion (Brundrett et

al. 1996), expresado en la siguiente ecuacion.
%AM = (IM/1T) x 100 [20]
Siendo:

%AM: porcentaje de colonizacidon del sistema radical con hongos del tipo

arbusculares, expresado en porcentaje (%)
IM: intersecciones con raiz micorrizada.

IT: intersecciones totales.

El conteo de la cantidad de intersecciones de cada sistema radical
analizado se efectud sobre una caja de Petri a la que se le disefié un fondo con
una grilla cuadriculada de 1 cm x 1 cm. Sobre esta grilla se distribuyeron

homogéneamente las muestras de raices y se efectuaron los conteos de las
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intersecciones de las raices con las lineas de la grilla, identificando como Sl a
las intersecciones con raices micorrizadas (tefidas de azul) y como NO las
intersecciones con raices no micorrizadas (no tefidas), contabilizando en un
primer término los cruces en las lineas horizontales y luego en las verticales
(Figura 38). Las observaciones se realizaron con una lupa binocular

estereoscopica 10X (Bausch & Lomb).

-

Figura 38. Vista de la caja de Petri con la cuadricula de fondo y las raices distribuidas
homogéneamente. La flecha de color rojo sefiala la interseccion considerada "SI’ y la flecha de
color amarillo la interseccién considerada ‘NO"."

De los casos Sl se realizé una sub-muestra de alrededor del 10 % del
material para verificar que la tincion efectivamente se debia a estructuras
pertenecientes a las MA (i.e. vesiculas, arbusculos, coils e hifas inter-
intracelulares). Estas observaciones se realizaron con un microscopio Optico
Leica DM500 (Figura 39 a, b, c y d). Por ultimo la cantidad de intersecciones Sl
y la cantidad de intersecciones totales (Sl + NO) se utilizaron en la ecuacion 17

para obtener el porcentaje de micorrizacion del sistema radical.
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Figura 39. Vista de las estructuras encontradas en los tejidos radicales de plantines de Ciprés
de la Cordillera que se identificaron con el método de interseccion como positivos (SI). (a)
Presencia de arbusculos (flecha verde) y vesiculas (flecha celeste); (b) presencia de cails; (c)
presencia de hifas inter-intracelulares; (d) vista ampliada de las diferentes estructuras formada
por las micorrizas arbusculares, diseminadas en las células radicales.
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También se registré la supervivencia y se midid el crecimiento en el
ensayo de campo. La supervivencia se determiné en forma visual, identificando
como planta viva a los ejemplares con el follaje verde y planta muerta a las que
mostraban el follaje totalmente seco o con signos de deterioro irreversibles, los
que podian estar representados por follajes con signos de falta de turgencia

severos o copas con un porcentaje mayor al 80 % del follaje seco.

El crecimiento inicial se determin6 midiendo el crecimiento del afio
representado por la longitud de tejido nuevo medido en el apice de la copa del
plantin. El tejido nuevo era facilmente identificable por su cambio de color con
respecto al crecimiento del afio anterior, siendo estos verde claro y verde
oscuro respectivamente (Figura 40). Para su medicion se utilizé un calibre tipo

0,01 mm.

Vernier digital, con una precision de
PP - m,:

K % 4 I bl , Ea " =r e e e b e
Figura 40. Vista de un plantin de Ciprés de la Cordillera del lote L3 llevado a plantacion, donde
se puede observar el crecimiento inicial del mismo, a partir del cambio de color del tejido del
afo.
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4.2.3. Diseiio experimental y analisis estadistico

Los ensayos de los lotes de plantas 1 y 2 se trabajaron con un disefio
completamente aleatorizado (DCA), mientras que para el ensayo del lote 3 se
utilizé un disefio en bloques completamente aleatorizado (DBCA). En los tres
casos se trabajo con 8 réplicas por tratamiento y la unidad muestral la

conformé el plantin.

Para comprobar el efecto de los tratamientos se realizaron analisis de la
varianza (ANOVA) para las variables %MA y crecimiento inicial. En el caso de
la primera variable los porcentajes se transformaron a arco seno con el fin de
cumplir el supuesto de normalidad de los datos. Para el analisis de la variable
supervivencia se utilizé un modelo lineal generalizado debido a que la misma
se trataba de una variable binaria (viva-muerta). En los casos en que se
encontraron diferencias entre los tratamientos se utilizé el test de LSD Fisher
(a= 0,05) con correccion de Bonferroni. El procesamiento de los datos se

realizd con el programa estadistico InfoStat/ Profesional, version 2016.

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Presencia de MA en el sustrato de cultivo

En ninguna de las 10 muestras analizadas se observd presencia de
estructuras pertenecientes a las MA (i.e. vesiculas, arbusculos, coils e hifas

inter-intracelulares).

4.3.2. Porcentaje de colonizacién de MA (%MA)

En los tres lotes de plantas (L1, L2 y L3) se comprobd presencia de MA al
momento del analisis de %MA. La interaccion de los factores concentracion de
fésforo y contenido hidrico no fue significativa (P> 0,05) para ninguno de los

tres lotes analizados, o sea que los factores actuaron en forma independiente.

El lote L1 (vivero) mostré un %MA general del 24 %. Este presentd
diferencias significativas entre los niveles ensayados, tanto para el factor

contenidos hidricos (%AA) (P< 0,0001) como para el factor concentracién de

137



fésforo (P= 0,003) (Figura 41 a y b). En el caso del factor AA%, las plantas
tratadas con menor AA (20%) fueron las que mostraron mayor %MA, con
porcentajes cercanos al 32 %, en tanto que los de mayor AA (80%) rondaron el
16 % de colonizacién micorricica. El factor fosforo mostré mayores %MA en el
nivel de menor concentracion de fésforo (1 ppm), presentando porcentajes de
30 %, en tanto que los niveles de 10 y 100 ppm de fésforo no se diferenciaron
entre ellos, arrojando porcentajes de colonizacion de MA, del orden del 22 % y

20 % respectivamente.
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Figura 41. Porcentaje de colonizacion de MA de plantines de Ciprés de la Cordillera del lote
(L1) (plantines analizados directamente del vivero). (A) En relacion a los dos niveles de
contenido hidrico. (B) En relacion a los tres niveles de concentracion de fosforo ensayados. Los
valores seguidos por la misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas
(Fisher, P< 0,05).
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El %MA del lote L2 (envase) fue del orden del 81 %, y solo se
comprobaron diferencias significativas entre los niveles del factor concentracion
de fosforo (P= 0,0063) (Figura 42). El nivel de 100 ppm de fosforo presento los
mayores %MA, rondando valores del 94 %, diferenciandose de los plantines
tratados con 10 ppm de fésforo, que fueron los que exhibieron los menores
%MA (64 %). En tanto que las plantas tratadas con 1 ppm de fosforo no se
diferenciaron del resto, mostrando porcentajes intermedios del orden del 85 %.

El factor contenido hidrico present6 porcentajes que rondaron el 81 % de %MA.

El %MA del lote L3 (campo) fue del orden del 93 %, y solo se
comprobaron diferencias significativas entre los niveles del factor AA% (P<
0,0001) (Figura 43). Las plantas manejadas con el nivel de menor contenido
hidrico (20 %) presentaron los mayores %MA, mostrando porcentajes del orden
del 98 %, en tanto que las plantas tratadas con un contenido hidrico mayor (80
%) exhibieron los menores porcentajes de MA (87 %). El factor fosforo mostré

porcentajes del orden del 92 %.
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Figura 42. Porcentaje de colonizacion de MA de plantines de Ciprés de la Cordillera del lote
(L2) (plantines analizados luego de 1 afio de permanencia en envase con suelo esterilizado),
en relacién a los dos niveles de contenido hidrico ensayados. Los valores seguidos por la
misma letra por tratamiento no presentan diferencias significativas (Fisher, P< 0,05).
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Figura 43. Porcentaje de colonizacion de MA de plantines de Ciprés de la Cordillera del lote
(L3) (plantines analizados luego de 1 afio de permanencia en campo), en relacién a los dos
niveles de contenido hidrico. Los valores seguidos por la misma letra por tratamiento no
presentan diferencias significativas (Fisher, P< 0,05).

4.3.3. Supervivencia y crecimiento inicial a campo

En el registro de supervivencia, la interaccion de los factores no fue
significativa (P> 0,05) para ninguno de los tratamientos analizados indicando
que los factores actuaron en forma independiente. Tanto el factor
concentracion de fésforo como el factor de contenido hidrico, no presentaron
diferencias significativas para ninguno de los niveles ensayados (P= 0,5530 y
P= 0,9938 respectivamente). La supervivencia fue alta en todos los
tratamientos, promediando un 96 % en el total del ensayo a campo (ningun

tratamiento bajo del 87 % de supervivencia).

Para el crecimiento inicial a campo, la interaccion de los factores tampoco
fue significativa (P>0,05) para ninguno de los tratamientos analizados, los
factores actuaron en forma independiente. El crecimiento inicial mostré un valor
promedio de 86,56 mm £32,25. EIl factor concentracion de fésforo mostré
diferencias significativas entre los niveles ensayados (P= 0,0413), y los
mayores crecimientos los presento el nivel de 10 ppm, diferenciandose del nivel
de 1 ppm que mostré el menor crecimiento. En tanto que el factor contenido

hidrico no presenté diferencias significativas (P= 0,1507) (Tablas 20 y 21).
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Tabla 20.Crecimiento inicial de los plantines de Ciprés de la Cordillera sometidos a diferentes
niveles de concentracion de fésforo, expresadas en ppm. Letras diferentes indican diferencias
significativas (Fisher, P< 0,05). Valores promedio y desvio estandart.

Crecimiento inicial

Factor  Nivel Variable n (mm)
1 Crecimiento inicial 15 71,08£32,14 b
P (ppm) 10 Crecimiento inicial 16 97,30 +36,18 a
100 Crecimiento inicial 15 90,57+22,41 ab

Tabla 21.Crecimiento inicial de los plantines de Ciprés de la Cordillera sometidos a diferentes
niveles de contenido hidrico, expresados en porcentaje. Letras diferentes indican diferencias
significativas (Fisher, P< 0,05). Valores promedio y desvio estandart.

Crecimiento inicial

Factor  Nivel Variable n (mm)
AA (%) 20 Crecimiento inicial 22 80,15 £31,57 a
80 Crecimiento inicial 24 92,43+32,41 a

4.5. DISCUSION

A pesar de que los analisis realizados en el sustrato determinaron la
ausencia de MA, el analisis de porcentaje de colonizacién de MA (%MA)
realizado al lote L1 de plantas, inmediatamente después de concluir el segundo

ciclo de cultivo, dio como resultado presencia de MA.

Referente a este resultado, Salgado Salomon et al. (2009) en un estudio
realizado sobre el estado micorricico de plantulas de Pinus ponderosa,
observaron presencia de micorrizas en plantines salidos de vivero producidos
bajo un método similar al implementado en este ensayo, asociando dicha
colonizacion a 4 fuentes posibles de indculos: 1) el sustrato (arena volcanica),
que no fue esterilizado antes de la siembra y que se almacend debajo de
ejemplares de pino ponderosa presentes en el predio del vivero, donde se
observaron ocasionalmente fructificaciones de hongos micorricicos; 2) aporte
aéreo de esporas provenientes de un vivero de coniferas a raiz desnuda
ubicado a escasos 200 m del invernaculo y de una pequefia plantacion de pino

ponderosa cercana; 3) el agua utilizada para el fertirriego, que se almacenaba
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en un tanque australiano sin proteccion alguna, ubicado a metros de la citada
plantacién y dentro del vivero a raiz desnuda, que también podria recibir y
concentrar el inoculo, y 4) la cobertura seminal, que no es esterilizada al

momento de la siembra.

En relacién a lo mencionado, en nuestro estudio la fuente de indculo no
provino del sustrato utilizado, pero las otras tres fuentes mencionadas en el
trabajo de Salgado Salomén pudieron ser causales de la provision de indculo.
Se sabe que los hongos de las micorrizas arbusculares MA estan comunmente
presentes en el suelo y que crean asociaciones micorricicas con la mayoria de
las plantas vasculares terrestres (Wang y Qiu 2006, Davinson et al. 2015). Por
otro lado, Fontenla et al. (1998) senalan que la mayoria de las plantas
vasculares asociadas a los bosques de Ciprés de la Cordillera tiene micorrizas
del tipo arbusculares. El vivero donde se realizo el ensayo se encuentra en una
zona donde, si bien no hay presencia de rodales de A. chilensis, si estan
presentes otras plantas vasculares que se asocian con MA, las cuales pueden
ser fuente de un aporte aéreo de esporas. Por otro lado, la fuente de agua
utilizada para el cultivo, si bien era de perforacion, la misma se almacena en un
tanque australiano, el que podria recibir indculo del medio circundante. Y por

ultimo, la semilla no fue esterilizada al momento de la siembra.

Al analizar el estado de colonizacién (%MA) del lote L1 observamos que
el mismo fue mayor en los tratamientos con menor contenido hidrico (20 % de
AA) y en los de menor disponibilidad de fésforo (1 ppm). Con respecto a la
influencia del contenido hidrico sobre la colonizacion por MA, los resultados
concuerdan con lo observado en varios estudios. Stevens y Peterson (1996),
en su trabajo realizado sobre el status micorricico de MA en Lythrum salicaria
L., indicaron que los niveles de colonizacion son inversamente proporcionales
al contenido hidrico del suelo o a algun factor que varie con la disponibilidad de
agua. Lekberg y Koide (2008) en su trabajo sobre la respuesta de MA a
distintas condiciones hidricas y temperaturas de suelo, mencionan que el suelo
hiamedo disminuyé la viabilidad hifal en comparacion al suelo seco,
independientemente de la temperatura del mismo, en tanto que la colonizacion
micorricica fue menor en el suelo humedo sélo cuando estaba caliente. En esta

misma linea, Garcia et al. (2008) observaron que bajo condiciones de exceso
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de agua en el suelo los hongos MA disminuyeron sus estructuras arbusculares,
numero de esporas y densidad hifal, pero incrementaron las estructuras de
resistencia (vesiculas), mientras que en déficit de agua, los hongos de MA
redujeron las hifas y arbusculos externos en cierta medida, invirtiendo mas en
mantener una proporcion similar de vesiculas en las raices y esporas en el

suelo, en comparacion con el tratamiento de control.

En lo referente al comportamiento de %MA en relacién a la disponibilidad
de fosforo, Gosling et al. (2013) mencionan que un factor ambiental que mostré
tener impacto negativo sobre la colonizacion de MA es la alta concentracion de
fosforo disponible en el suelo. Por su parte Smith y Smith (2011) sefialan que la
asimilacion de fosforo por parte de plantas colonizadas con MA refleja la
sumatoria de la captaciéon de P directamente via células de la planta mas la
proveniente indirectamente via hongo MA, con la importancia de la via MA
disminuyendo cuando la disponibilidad de fésforo es elevada, lo cual esta
usualmente asociado con una declinacion del nivel de %MA. Por otro lado,
Gosling et al. (2013) sefialan que si bien existe una respuesta a la
disponibilidad de fésforo en el suelo, ésta solamente se hace evidente a
elevadas concentraciones y mas fuertemente en relacion a la especie de la
planta hospedante. Ellos obtuvieron una disminucion significativa en la
colonizacion de MA en respuesta a la disponibilidad de fosforo en el suelo en
plantas de maiz (Zea mays); en tanto que no tuvieron decrecimientos del % MA
significativos en soja (Glycine max) y viola (Viola arvensis), aun en altas
concentraciones de fésforo. Por lo mencionado, A. chilensis se comportaria
como una especie sensible a la disponibilidad de fésforo en lo que respecta al
nivel de colonizacién de MA, ya que mostré un crecimiento del %MA sdélo en el
tratamiento de menor concentracién de fosforo, mientras que en los
tratamientos de media y alta concentracién (10 y 100 ppm) el %MA decrecid y

no se diferencié entre los mismos (Figura 41).

Un hipotético resultado en este ensayo hubiera sido que no se produjera
la simbiosis entre las MA y los plantines del lote L1, pero si en los plantines del
lote L2 se obtuvieran %MA. Esta situacion habria evidenciado la presencia del
hongo micorricico en el medio de crecimiento en vivero, pero con la simbiosis

inhibida por el nivel de fertilizacion (Le Tacon et al. 1997, Martinez et al. 2007,

143



Salgado Salomoén et al. 2009, Gosling et al. 2013). Los resultados observados
en este ensayo, en los plantines del lote L1, muestran que si bien existe un
efecto inhibitorio moderado del P y el nivel hidrico del sustrato sobre el %MA,
en todos los tratamientos el proceso de la simbiosis entre la planta y el hongo
se produjo. Estos resultados hacen que el analisis de los plantines del lote L2
pierda algo de significancia, ya que la micorrizacién se produjo en la plantas
durante el proceso de viverizacion inicial (con los plantines en los tubetes
rellenos con perlita y turba y bajo fertirriego), por lo que en el manejo habitual
de 2 ciclos vegetativos en vivero, los plantines saldrian ya micorrizados a la

plantacidén a campo.

Por otro lado, los comportamientos mostrados por las plantas del L2 y L3
presentando un mayor %MA y una dinamica del %MA diferente a la mostrada
por las plantas del L1, pudo haber estado relacionado con el hecho de que al
desaparecer todo tipo de manejo de fertilizacion y agua, el nivel de %MA se
habria expresado en relacion a las fuentes de indculo que en estos procesos
incidian. Estas fuentes de indculo micorricico serian las heredadas del vivero y
de aportes aéreos de esporas provenientes del entorno en el caso de L2, e
in6culo heredado del vivero, inéculo aéreo e inodculo presente en el suelo en el
caso de L3. Salgado Salomoén et al. (2009) mencionan en su trabajo sobre el
estado micorricico de plantulas de Pinus ponderosa producidas bajo fertirriego
sin manejo de la micorrizacion, que al comparar los porcentajes de
micorrizacion total entre las plantas salidas de vivero (T1) y las envasadas en
suelo estéril (T2), se observd un valor significativamente inferior en el T1,
senalando que la dieta de fertilizante aplicada en el vivero de produccién
acelerada estaria inhibiendo el proceso de formaciéon de las micorrizas. Por otro
lado, observaron que el inéculo micorricico adquirido en el vivero de produccion
acelerada permanecio viable y al terminar el efecto inhibitorio del fertirriego se

manifestd abundantemente.

El analisis estadistico de % MA presentd una diferencia significativa
(aumento) entre los plantines tratados con un 20 % de AA y los de 80 % de AA
en el lote L3. Este comportamiento podria estar marcando un efecto de
predisposicidén o “priming” que estimule la micorrizacién de las plantas crecidas

con menor disponibilidad de agua en vivero una vez que son llevadas a campo.
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Por otro lado, la diferencia mencionada no se vio reflejada en la respuesta de
supervivencia ni en la de crecimiento inicial presentadas por el lote. La
supervivencia no present6 diferencias entre los tratamientos, promediando un
96 % de supervivencia del lote plantado. Mientras que para el caso del
crecimiento inicial, s6lo se observé una pequefia diferencia en el crecimiento
(P=0,0413) entre los niveles de concentracion de fésforo. Esto pudo deberse al
hecho que en todos los casos los porcentajes de colonizacion MA fueron
elevados (no menor al 87 %), mejorando y uniformando la capacidad de los
plantines de captacion de nutrientes y agua, repercutiendo en el crecimiento y
en las altas tasas de supervivencia. Rhodes y Gerdeman (1975) observaron
que la fase extra-radical de los hongos se extendia a una distancia mucho
mayor de la raiz, siendo esta de 8 cm o mas, en comparacion al milimetro de
extension generado por los pelos radicales. Esta red de hifas actia como una
extension del sistema radical de la planta, explorando un mayor volumen de
suelo en busca de nutrientes inméviles como el fosforo (Li et al. 2006). En esta
misma linea, Kumar et al. (2017) mostraron que todos los tratamientos con MA
(inoculacion combinada Acaulospora scrobiculata y Rhizophagus irregularis
juntas o individualmente usando las mismas especies por separado)
incrementaron el crecimiento de las especies de arboles testeados en
comparacion con los tratamientos no inoculados. Los autores mencionan que
esta diferencia pudo deberse al mayor volumen de suelo explorado en busca

de disponibilidad de nutrientes y agua, por parte de las plantas micorrizadas.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que el porcentaje de
colonizacion micorricica arbuscular (%MA) de plantines de A. chilensis
cultivados en vivero es influenciado por los niveles de concentracion de fosforo
y el estado hidrico de medio de crecimiento durante la fase de establecimiento
del cultivo. El proceso de colonizacion micorricica se produce en el vivero, a
pesar de que la misma se encuentre inhibida parcialmente por el manejo de
fertirrigacion y agua llevado adelante durante la viverizacion. EI %MA aumenta
una vez que la planta es llevada a campo independientemente del %MA con
que el plantin llega del vivero. En este ensayo, al trabajar con un solo sitio de
plantacién y no presentarse diferencias marcadas en los %MA, no fue factible

analizar su relacion con la supervivencia y el crecimiento inicial. Seria
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interesante en futuros estudios realizar experiencias en distintas situaciones de
sitios de plantacion, con plantas con distintos %MA y no micorrizadas, de
manera de poder evaluar la relacion entre el %MA y diferentes parametros

ecofisioldgicos que inciden en el establecimiento y desarrollo inicial del plantin.
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CONCLUSIONES GENERALES

En relaciéon a la nutricibn se observdé que durante la fase de pleno
crecimiento los esquemas de fertilizacion donde se mantienen proporciones
iguales de nitrégeno y potasio (3:2:3) se generan asignaciones de biomasa
mas equilibradas entre las porciones aérea y radical de la planta y mayores
crecimientos con respecto a las relaciones donde no se equipararon estos
elementos (3:2:1). Por otro lado, en relacion a la disponibilidad del elemento
nutriente, a pesar de que los datos del analisis foliar muestran que la
concentracion de nitrégeno en hojas aumenta en forma directamente
proporcional con la concentracion del elemento en la solucién nutritiva, esta
mayor concentracion no conduce a un mayor crecimiento. Por el contrario los
tratamientos de relacion 3:2:3 muestran un comportamiento inversamente
proporcional al mismo, lo que sugiere un posible efecto de toxicidad por parte
del elemento. De forma contraria en las relaciones 3:2:1 el crecimiento no se
correlaciona con la concentracién en hoja de N, por lo que posiblemente la falta
de crecimiento general en estos tratamientos, se relaciona con un desbalance
entre la parte de transpiracion y de absorcion (BSA/BSR). Este ultimo
comportamiento sugiere que este desbalance provoca una menor conductancia
estomatica, a raiz del fuerte control estomatico caracteristico de esta especie,
generando una menor captacién de CO:2 y trasformando a este elemento en

limitante para el desarrollo.

Los resultados obtenidos por el manejo de la disponibilidad de fésforo y la
condicion hidrica del sustrato, dos factores que influencian el desarrollo radical
durante la fase de establecimiento, muestran cambios en el potencial hidrico de
los plantines medido al mediodia (Wnm). La falta de variacion del resto de las
variables hidraulicas medidas, sugiere una restriccion hidrica a nivel foliar. Los
mayores Whm los presentan los tratamientos con mayor contenido hidrico y
mayor disponibilidad de P, siendo también los tratamientos que presentaron los
mayores desarrollos de biomasa total.

A partir de los resultados obtenidos en estos ensayos, se evaluaron
distintas dinamicas de sombreo, como una herramienta para manejar los

niveles de radiacion en los microambientes de cultivo. Los resultados
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obtenidos, muestran que los ambientes con dinamicas de sombreo en flecos de
luz generaron asignaciones de biomasa (BSA/BSR) y relaciones de area foliar-
tejido conductivo (AF/Ax) mas balanceadas, como asi también micro-ambientes
con valores de VPD moderados. Por otro lado, este tipo de sombreo plantea
condiciones de irradiancias alternadas entre los flecos de luz con elevados
PPFD y los flecos de sombra con bajos PPFD. En conjunto estas
caracteristicas componen las mejores condiciones para el crecimiento de los
plantines de Ciprés de la Cordillera, ya que por un lado favorecen la apertura
estomatica y por otro provee de irradiancias elevadas en los flecos de luz, que
son traducidos por A. chilensis en crecimiento, ya que no presenta efectos de

fotoinhibicidon ante dichas variaciones de intensidad de luz.

El conjunto de respuestas mostradas por los plantines de Ciprés de la
Cordillera en las tres experiencias anteriormente descriptas, sugiere que el
comportamiento isohidrico a partir de un fuerte control estomatico caracteristico
de esta especie, seria la principal causante de la baja tasa de crecimiento
mostrada por el mismo en vivero, sugiriendo que la restriccion a la
incorporacion de carbono actuaria como factor limitante. En este sentido, los
resultados obtenidos en el ensayo de dinamicas de sombreo aportaron datos
de alto impacto en la produccién industrial de plantines de esta especie,
debiéndose considerar el inicio de lineas de investigacion tecnologica que
permitan prescribir las dimensiones de flecos de luz mas convenientes, entre
otras consideraciones relativas al manejo de la luz en el vivero. También la
dinamica del intercambio gaseoso deberia ser considerada en nuevas
aproximaciones al problema del bajo crecimiento inicial de la especie, como por
ejemplo la respuesta de los plantines a ambientes de viverizacion con distintas

presiones de didxido de carbono.

El ensayo realizado en esta tesis en relacion al uso de hormonas, pone en
evidencia que bajo este método de cultivo, las aplicaciones exdgenas de
auxinas y NO no tienen efectos en el desarrollo del sistema radical de los
plantines. La falta de efecto concreto en relacion a los tratamientos podria
deberse al proceso de autopoda que sufre el sistema radical de los plantines al
cultivarse en contenedores, el cual generaria un proceso de redistribucion

hormonal, debido a la muerte apical tanto de la raiz principal como de las
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raices laterales, lo que podria estar enmascarando el efecto buscado con la
aplicacién exdégena de las hormonas, haciendo su uso poco efectivo para los

objetivos buscados.

Finalmente en relacion a la micorrizacion de los plantines con respecto al
meétodo de cultivo, se observo que el proceso de colonizacidon micorricica se
produce en el vivero a pesar de que la misma se encuentre inhibida
parcialmente por el manejo de fertirrigacion y agua llevado adelante durante la
viverizacion. ElI %MA aumenta una vez que la planta es llevada a campo
independientemente del %MA con que el plantin sale del vivero, por lo que no
se considera necesario realizar tratamientos de inoculacion durante la

viverizacion.

Durante el desarrollo de la presente Tesis se puso en evidencia que la
dinamica de crecimiento en vivero de los plantines de Ciprés de la Cordillera se
encuentra altamente influenciada por las tensiones hidricas generadas en el
plantin a partir de cambios en su arquitectura o en el microambiente de cultivo
(e.g. relacion BSA/BSR, AF/Ax, DPV), los cuales repercuten en la dinamica de
intercambio gaseoso. De los factores ambientales y fisioldgicos estudiados, el
manejo de la luz, la nutricion y el agua fueron los que mostraron un mayor
efecto sobre la arquitectura del plantin. Evidenciandose a partir de su manejo,
un mayor crecimiento acompafiado de un mejor balance entre las fracciones de
transpiracion y de absorcion. Por otro lado, bajo la metodologia de viverizacidon
utilizada, tanto las hormonas como las micorrizas estudiadas, no tuvieron

efecto sobre el crecimiento del plantin en vivero.

El estudio conjunto de los factores analizados, entregd resultados de
inmediata aplicacion, estableciendo pautas claras sobre el manejo de factores
que inciden en la dimanica de crecimiento del cultivo, como el contenido hidrico
del sustrato y disponibilidad de P durante la fase de establecimiento; la
nutricion durante la fase de crecimiento rapido en relacion a la disponibilidad de
N vy su relacién con el K; y el comportamiento de las micorrizas tanto en el
vivero como en su establecimiento a campo. Por otro lado, las respuestas
observadas en varios de los ensayos realizados dejan abiertas lineas de
investigacién en relacion al manejo, tanto de los microambientes de cultivo

como de la arquitectura del plantin, buscando disminuir las tensiones hidricas
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con el objetivo de mejorar la dinamica del intercambio gaseoso. En relacién a lo
mencionado por un lado seria interesante profundizar los estudios comenzados
en esta Tesis sobre distintas estructuras de sombreo en flecos y también
comenzar otra linea de investigacion en relacion a la respuesta del cultivo de
Ciprés de la Cordillera bajo atmésferas controladas de CO2.. Finalmente es
importante resaltar que esta capacidad de respuesta mostrada por los plantines
de A. chilensis pone en valor la potencialidad que tiene el manejo de la
viverizacion, persiguiendo como objetivo final la generacién de protocolos de
cultivo especificos para cada especie, como un primer eslabén hacia la
generacion de programas de restauracion y/o reforestacion mas efectivos y

eficientes.
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