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Plantaciones clonales mixtas de Populus spp. como alternativa silvicultural
en el Delta del Parana: crecimiento, uso de recursos y tolerancia a estreses

abioticos

RESUMEN

El Delta del Rio Parana es uno de los humedales mas grandes del mundo
y se caracteriza por ser un ecosistema muy diverso, con gran heterogeneidad de
ambientes, en el cual se desarrollan diferentes actividades productivas
agropecuarias y forestales. Las plantaciones de dlamos se concentran en el Bajo
Delta, en una regiéon conocida como Zona Ntucleo Forestal y alcanzan
aproximadamente 14.500 ha. Alli se cultivan clones de las especies Populus
deltoides y Populus x canadensis. El cultivo de dlamos se realiza mediante
silvicultura clonal debido a la facil multiplicacion vegetativa de las especies. Es
decir, los rodales estdn compuestos por individuos genéticamente idénticos. En
el Bajo Delta, se planta mayoritariamente el clon P. deltoides "Australiano
129/60°, a pesar de estar disponibles en el mercado una docena de genotipos
seleccionados para la produccion. Esto determina una gran superficie forestada
con baja variabilidad genética, tanto a nivel predial como a escala de paisaje.

Debido a la elevada heterogeneidad de ambientes, en la region pueden
presentarse condiciones de estrés abidtico que van desde el exceso al déficit
hidrico, sumados a la posibilidad de la presencia de sales en el suelo y en la
napa fredtica. En este contexto, el establecimiento de plantaciones forestales
poco diversificadas en grandes superficies puede traer aparejado problemas
desde los puntos de vista ecoldgicos y productivos. El surgimiento de plagas y
enfermedades, o la aparicion de situaciones de estrés abidtico, pueden afectar el
sistema de forma generalizada. De hecho, en la region hay antecedentes de
epifitias que han derivado en que los productores dejen de utilizar ciertos

clones. Por otro lado, el empleo de un mismo genotipo en diferentes ambientes
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impide la optimizacion de las interacciones genotipo-ambiente, y deriva en
rendimientos por debajo del 6ptimo productivo de cada clon.

La amplia diversidad de especies que conforman el género Populus y la
elevada variabilidad intraespecifia que las caracteriza, determinan que puedan
identificarse diferencias en el uso de los recursos y niveles variables de
tolerancia a estreses abidticos, incluso entre genotipos que pertenecen a la
misma especie. Es decir, es posible identificar atributos morfo-fisioldgicos y
mecanismos de aclimatacion que difieran entre clones, sean complementarios y
reduzcan los niveles de competencia intra-especifica en sistemas mixtos, en
comparacion con rodales monoclonales. La mezcla de especies se basa en
interacciones benéficas que pueden desencadenarse dentro del rodal: particion
de los recursos, efectos de seleccion y facilitacion. Estas interacciones es
probable que se desarrollen en plantaciones clonales mixtas, aunque los arboles
que compongan el rodal estén genéticamente emparentados. De este modo, se
pueden emplear conceptos generalmente asociados a plantaciones de especies
mixtas como abordaje de los problemas relacionados a las plantaciones
monoclonales.

El objetivo principal de esta tesis es generar conocimiento sobre la
variacion morfo-fisioldgica de clones de Populus spp. y discutir sus implicancias
para el desarrollo de plantaciones clonales mixtas de manera de contribuir a la
propuesta de alternativas productivas mas sustentables a la actual produccién
forestal monoclonal en el Delta del Parana. Para ello, se evaluaron 10 clones de
alamo disponibles comercialmente para su cultivo en el Bajo Delta. Para
determinar diferencias clonales en la particion de los recursos y en los efectos
de seleccion, se realizaron tres ensayos en condiciones semicontroladas con
plantas en macetas y un ensayo a campo, en el que se plantaron parcelas
monoclonales y parcelas mixtas. Los analisis se basaron en la evaluacion de
variables relacionadas con el uso de la luz (fotosintesis, area foliar especifica,

concentracion de clorofilas, duracién del area foliar), el agua (conductancia
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estomatica, consumo de agua, conductividad hidraulica de tallos y hojas) y los
nutrientes (concentracion y contenido de nitrégeno y fdsforo en hojas, tallos,
raices) para identificar variabilidad entre clones. Se evalud el impacto de la
sequia, la salinidad y la inundacion en el crecimiento y en la fisiologia; y la
variabilidad genética en la plasticidad fenotipica, la estabilidad productiva y los
mecanismos de aclimatacion ante variaciones en las condiciones de crecimiento.
Es decir, se abordaron aspectos relacionados con las posibles interacciones que
podrian ocurrir si diferentes clones se plantan en rodales mixtos.

En el capitulo 1 se observd que los clones poseen diferencias
morfologicas y fisioldgicas en aspectos relacionados a la fotosintesis, dias con
hojas, expansion del area foliar, capacidad de conducir agua en tallos y hojas, y
particion de nitrédgeno y fosforo. Se identificaron las principales variables
morfo-fisiologicas que se relacionan con el crecimiento, el consumo de agua, la
eficiencia global de acumulacién de materia seca por unidad de area foliar, y la
acumulacion de nitrégeno y fosforo. De este modo, se verificO que existe
variabilidad en el uso de la luz, el agua y los nutrientes y se identificaron las
principales variables morfo-fisioldgicas que explican dicha variabilidad. Esta
variabilidad determina que los clones que se combinen en rodales clonales
mixtos puedan tener una particion de los recursos diferencial tanto en términos
temporales como espaciales.

En los capitulos 2 y 3 se observd que los clones evaluados poseen
diferentes grados de tolerancia a la sequia, salinidad e inundacién. Se
identificaron las principales variables morfologicas y fisiologicas que explican la
estabilidad en el crecimiento ante cada estrés. Las respuestas de cada clon
fueron diferentes frente a cada tipo de estrés. Se observo que clones que poseen
similitudes en la respuesta morfoldgica al estrés, difieren en las respuestas
fisiologicas, y viceversa. En general, los clones mas estables en crecimiento
frente a la salinidad, fueron los que mantuvieron las variables morfoldgicas en

magnitudes mds cercanas a los controles, y todos los clones modificaron las
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variables fisioldgicas en magnitud similar. En cuanto a la sequia, los clones mas
estables en el crecimiento fueron los que menos modificaron las variables
fisiologicas, mientras que los cambios morfologicos no se relacionaron con la
reduccion en el crecimiento. En las plantas bajo inundacion, los clones que
menos redujeron el crecimiento son los que mantuvieron las variables
morfologicas similares a las plantas no estresadas, y la magnitud de las
modificaciones fisioldgicas no se relacion6 con la estabilidad en el crecimiento.
Es decir, se verificé que existen diferencias entre clones en las respuestas a los
estreses abidticos y se pudieron identificar los posibles efectos de seleccion,
tanto positiva como negativa, que se desencadenarian en un rodal clonal mixto
segun los clones que se planten y los estreses que surjan en el sitio.

En el capitulo 4 se verificd variabilidad clonal en la estabilidad en la
producciéon de materia seca y en la plasticidad de diferentes variables
morfoldgicas y fisioldgicas. Se determind que la estabilidad en la produccion de
la materia seca se relaciona positivamente con la plasticidad de algunas
variables (e.g. fotosintesis) y negativamente con la plasticidad de otras (e.g. area
foliar). Por ultimo, en el capitulo 5 se encontraron indicios de que las
plantaciones clonales mixtas pueden crecer igual o mas que las monoclonales.
Ademads, se evidencié que los clones P. deltoides ‘Australiano 129/60" y P.
deltoides ‘Hovyu INTA’ poseen claras diferencias en la tolerancia a la salinidad.
Mientras que P. deltoides *Australiano 129/60" es capaz de evitar que gran parte
del sodio presente en el suelo llegue al follaje, P. deltoides ‘Hovyt INTA’ es mas
susceptible y alcanza concentraciones elevadas de sodio en las hojas.

Los estudios realizados han permitido identificar el gradiente de
variabilidad entre los clones comerciales de dlamo. Esta variabilidad se da tanto
en caracteres fisioldgicos, como en aspectos de la morfologia que pueden definir
los patrones de ocupacion del sitio. Se han verificado diferencias sustanciales
entre clones en aspectos relacionados con la particion de los recursos y los

efectos de seleccion. Ademads, se han descripto los posibles procesos de
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facilitacion ante la combinacién de clones contrastantes. En resumen, se ha
analizado un gran numero de clones y se obtuvo evidencia de su
complementariedad en el uso de los recursos, como asi también se realiz6 una
primera evaluacion a campo de rodales clonales mixtos. Las plantaciones
clonales mixtas son una forma de abordaje de la heterogeneidad ambiental
presente en la region, y demandan el conocimiento de las condiciones de sitio y
de los requerimientos y limitantes para el crecimiento de los genotipos.

A partir de la informacion recabada, se han realizado diferentes
propuestas de combinaciones de clones en rodales mixtos. Se describio
complementariedad a partir de diferencias en la funcionalidad entre clones.
Esta informacion es relevante para las Salicidceas en general y establece un
antecedente para buscar complementariedad funcional en genotipos de otras
especies forestales. Es decir, el enfoque de esta tesis es importante para la region
de estudio, dada su historia de silvicultura clonal y sistemas monoclonales, y
para otras regiones forestales del pais en las que se adopte la silvicultura clonal.
Genera un antecedente de abordaje de la problematica derivada de sistemas
poco diversos: los conceptos de ecologia generalmente asociados a plantaciones
de especies mixtas o bosques nativos se pueden aplicar a la silvicultura
tradicional de especies cultivadas. Se puede emplear una silvicultura novedosa
capaz de maximizar las interacciones positivas entre darboles, como la
complementariedad y la seleccidn, y las interacciones genotipo-ambiente para
que deriven en un mayor crecimiento. Ademas, la diversificacion de los rodales
forestales puede tener otros beneficios asociados a procesos ecoldgicos y
mejorar la percepcion social respecto de las plantaciones. Es importante sefialar
que cuanto mayor sea la diferencia en caracteres funcionales entre clones,
mayores seran las probabilidades de obtener un sistema mas productivo. Por lo
tanto, el aumento de la diversidad genética es un aspecto clave para el futuro de
la produccion forestal y las plantaciones clonales mixtas se establecen como una

alternativa de diversificacion aplicable a gran escala.
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Mixed clonal plantations of Populus spp. as a silvicultural alternative in the

Delta del Rio Parana: growth, resource use and tolerance to abiotic stresses

ABSTRACT

The Parana River Delta is one of the largest wetlands in the world and it
is a very diverse ecosystem, with a great heterogeneity of environments, where
different agricultural and forest productions are developed. Poplar plantations
cover approximately 14,500 ha. They are primarily established in the ‘Lower
Delta’, in a region known as the ‘Zona Nucleo Forestal’. Poplar plantations are
managed through clonal silviculture due to the easy vegetative multiplication
of the species from unrooted cuttings. In other words, stands are composed of
genetically identical individuals. The main clones planted correspond to the
species Populus deltoides and the hybrids Populus x canadensis. In the ‘Bajo Delta’,
P. deltoides 'Australiano 129/60' is the most widely planted clone, despite about
twelve genotypes are available for forest production. This results in a large
forested area with low genetic variability, both at the farm and landscape scales.

Abiotic stresses can occur in the region due to the high heterogeneity of
the environments. Water availability can range from excess to deficit. In
addition, excess of salts can accumulate in the soil and in the water table. In this
context, the establishment of poorly diversified forest plantations over large
areas can lead to ecological and productive problems. For example, the
emergence of pests and diseases, or the appearance of abiotic stresses, can affect
the whole system. On the other hand, the use of the same genotype in different
environments avoids the optimization of the genotype-environment
interactions, resulting in yields below the optimum of each clone.

The genus Populus is known to represent a wide diversity of species and
to have high intraspecific variability. Then, differences in resource use and in
the levels of tolerance to abiotic stresses can be identified, even among

genotypes that belong to the same species. In other words, it is possible to
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identify morpho-physiological attributes and acclimation mechanisms that
differ between clones and are complementary, reducing the levels of intra-
specific competition in mixed stands compared to monoclonal stands. Species
mixing relies on beneficial interactions that can be triggered within the stand:
resource partitioning, selection effects, and facilitation effects. These
interactions are likely to develop in mixed clonal plantations, even if the trees
are genetically related. Thus, concepts generally associated with mixed-species
plantations can be used to address the problems associated with monoclonal
systems.

The main objective of this thesis is to generate knowledge regarding the
morpho-physiological variation of Populus spp. clones and discuss their
implications for the development of mixed clonal plantations. This research
aims to contribute to the proposal of alternative productions to the current
monoclonal silviculture in the Delta del Rio Parand. To determine clonal
differences in resource partitioning and selection effects, three experiments with
semicontrolled conditions and one under field conditions were conducted. The
analyses were based on the evaluation of traits related to light use
(photosynthesis, specific leaf area, chlorophyll concentration, leaf area
duration), water use (stomatal conductance, water consumption, stems and
leaves hydraulic conductivity), and nutrients use (nitrogen and phosphorus
concentration and contents in leaves, stems, roots). Besides, the impact of
drought, salinity, and flooding on growth and physiology were evaluated, as
well as clonal variability in phenotypic plasticity, productive stability, and
acclimation mechanisms. In other words, aspects related to the possible
interactions that could occur if different clones are combined in mixed stands
were evaluated.

In Chapter 1, it was observed that clones have morphological and
physiological differences in aspects related to photosynthesis, days with leaves,

leaf area expansion, stems and leaves capacity to conduct water, and nitrogen
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and phosphorus accumulation and partitioning. Water consumption, global
efficiency of dry matter accumulation per unit leaf area, and nitrogen and
phosphorus accumulation were identified as the main morpho-physiological
traits related to growth. It was verified that there is variability in the use of
light, water and nutrients. This variability determines that clones combined in
mixed clonal stands may have a differential resource partitioning both in
temporal and spatial terms.

In Chapters 2 and 3, it was observed that the clones have different
degrees of tolerance to drought, salinity, and flooding. The main morphological
and physiological variables that explain growth stability to variable
environmental conditions were identified. The similarities among clones in
stress responses were different for each type of stress, so acclimation is clone
and stress-specific. It was observed that clones with similarities in
morphological responses to stress differed in physiological responses, and vice
versa. Under salinity, the most stable clones were those that maintained
morphological variables in magnitudes closer to the controls, and all clones
modified physiological traits in similar magnitude. Regarding drought
conditions, the most stable clones in growth were the ones that least modified
the physiological variables, while morphological changes were not related to
the reduction in growth. In plants under flooding, the clones with the least
growth reduction were those that maintained morphological variables similar
to unstressed plants, and the magnitude of physiological modifications was not
related to growth stability. In other words, it was verified that there are
differences among clones in the responses to abiotic stresses and that it is
possible to identify the selection effects, both positive and negative, that would
be triggered in a mixed clonal stand depending on the clones planted and the
stresses to which they are subjected.

In Chapter 4, clonal variability in the stability of dry matter production

and in morphological and physiological traits plasticity were evaluated. The
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stability in dry matter production is positively related to the plasticity of some
variables (e.g. photosynthesis) and negatively related to the plasticity of others
(e.g. leaf area). Finally, in Chapter 5 it was demonstrated that mixed clonal
plantations can grow as well as or better than monoclonal plantations. In
addition, it was found that clones P. deltoides 'Australiano 129/60' and P.
deltoides 'Hovyt INTA' have clear differences in salinity tolerance. While P.
deltoides 'Australiano 129/60' can prevent the sodium present in the soil to reach
the leaves and to cause damage, P. deltoides 'Hovya INTA' is more susceptible
and accumulates high sodium concentrations in the leaves.

It was possible to identify the gradient of variability among commercial
poplar clones. This variability occurs both in physiological traits and in
morphological traits that define site-occupation patterns. Substantial differences
among clones have been verified in aspects related to resource partitioning and
selection effects. In addition, the possible facilitation processes that would occur
with the combination of contrasting clones have been described. In summary, a
large number of clones were analyzed and evidence of their complementarity in
resource use was obtained, as well as a first field evaluation of mixed clonal
plantations was conducted. Mixed clonal plantations are a way of dealing with
the great environmental heterogeneity present in the region, and require
knowledge about the site conditions and the genotype requirements and
limitations for growth.

Based on the information collected, different proposals for clone
combinations in mixed stands have been made. Complementarity was
described based on differences in functionality among clones. This information
is relevant for Salicaceae and sets a precedent for searching for functional
complementarity in genotypes of other commercial forest species. In other
words, the approach of this thesis is important for the Delta del Rio Parana,
given its history of clonal silviculture and monoclonal systems, and for other

forest regions where clonal silviculture is adopted. It generates a precedent for
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approaching the problems derived from low-diverse systems: the concepts of
ecology generally associated with mixed species plantations or native forests
can be applied to the traditional silviculture of cultivated species. Novel
silviculture can be employed to maximize positive interactions between trees,
such as complementarity and selection, and genotype-environment interactions
to lead to better yields. In addition, the diversification of forest stands can have
other benefits associated with ecological processes and improve the social
perception of plantations. It is important to note that the greater the difference
in functional traits between clones, the greater the probability of obtaining a
more productive system. Therefore, increasing genetic diversity is a key aspect
for the future of forest production and mixed clonal plantations are a large-scale

diversification alternative.
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0.1 - LA ACTIVIDAD FORESTAL EN EL DELTA DEL RiO PARANA

El Delta del Rio Parand es uno de los humedales mas grandes del mundo
y uno de los ecosistemas mas complejos y diversos de Sudamérica (Kandus y
Quintana, 2016). Esta formado por un conjunto de islas que se extienden desde
la ciudad de Diamante (Entre Rios), hasta la desembocadura de los rios Parana
y Uruguay en el Rio de la Plata, y abarca alrededor de 1.700.000 ha (Malvarez,
1999). Ademas, se puede dividir en 4 regiones geomorfoldgicas: Predelta, Delta
Antiguo, Bajios Riberefios y Bajo Delta (Bonfils, 1962) (Figura 0.1). Desde el
punto de vista climatico la region se caracteriza por un clima templado con
lluvias todo el afio, con precipitacion total anual de aproximadamente 1000 mm.
La temperatura media es de 22,6 °C en verano, 10,5 °C en invierno y la media

anual es de 16,3 °C (Garau et al., 2000).
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Figura 0.1. Regiones geomorfoldgicas del Delta del Rio Parana: Predelta (amarillo),
Delta Antiguo (naranja), Bajios Riberefios (rosa) y Bajo Delta (verde) segiin Bonfils
(1962). Elaborado por: EEA Delta del Parana (INTA).



Tesis doctoral | Introduccion general

El Bajo Delta se trata de una zona factible de inundaciones debido a las
crecidas de los rios y el efecto que provoca la Sudestada (Escobar et al., 2004).
Este fendmeno suele elevar el nivel del Rio de La Plata, y restringe el flujo
normal de los rios Parana y Uruguay hacia su desembocadura. Si bien la
topografia de las islas varia a lo largo de toda la extensién del humedal -
definido como un mosaico de ambientes por Malvarez (1999)- en el Bajo Delta el
relieve suele tener el patron de albardones y bajos. Los albardones son zonas
mas elevadas en los margenes de las islas y hacia el interior se ubican los
sectores mas bajos, con una proporcion aproximada del 20% de superficie
ocupada por albardones y 80% por bajos (Kalesnik et al., 2011).

Las plantaciones forestales se concentran en el Bajo Delta, en una region
conocida como Zona Nucleo Forestal, comprendida por sectores de islas
pertenecientes principalmente a los municipios de Zarate, Campana y San
Fernando (Buenos Aires). Entre dlamos (Populus spp.) y sauces (Salix spp.)
rondan las 60.000 ha que constituyen la principal actividad productiva de la
regiéon y representan la mayor superficie forestada con Saliciceas de la
Argentina (Direccién Nacional de Desarrollo Foresto Industrial, 2022). Los
sauces ocupan la mayor proporcion y los dlamos abarcan una porcion
minoritaria de aproximadamente 14.500 ha. (Borodowski, 2014).

Los alamos son un grupo de arboles del género Populus conformados por
numerosas especies y con amplia distribucion geografica (Farmer, 1996; FAO,
2014). Populus deltoides es una especie de dlamo originaria de los Estados Unidos
y Canadd, conocido popularmente como alamo carolino, que se distribuye en
un amplio rango latitudinal y de ambientes. Por otro lado, Populus nigra es una
especie originaria de Europa, el norte de Africa y Asia Central y, al igual que el
alamo carolino, tiene una distribucion geografica muy amplia (FAO, 2014).
Populus x canadensis es el hibrido entre P. deltoides y P. nigra, también conocido
como P. x euroamericana. Este hibrido puede ser de origen natural, debido a la

facilidad de hibridacién de las especies, o generado en cruzamientos
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controlados. Actualmente es el cultivar con mayor cantidad de registros en la
Comisién Internacional del Alamo (IPC, por sus siglas en inglés). Cuando se
emplean en programas de mejoramiento genético, P. deltoides es generalmente
utilizado como madre, ya que el cruzamiento a la inversa no suele ser exitoso
(FAO, 2014). En este sentido, el desarrollo de hibridos es un aspecto muy
relevante en programas de mejoramiento genético de dlamos, debido a que un
gran numero desarrolla heterosis o vigor hibrido, caracteristica por la cual un
hibrido posee mejores atributos que sus genotipos parentales (Zanewich et al.,
2018).

Al igual que en la gran mayoria de las plantaciones de dlamos a nivel
mundial, en el Bajo Delta se cultiva predominantemente Populus deltoides y los
hibridos P x canadensis, destinados a las industrias del aserrado, debobinado y
en menor medida a la celuldsico-papelera (Borodowski, 2006; Cortizo et al.,
2017). Actualmente, en Argentina hay registrados un total de 27 clones de
alamo en el Registro Nacional de Cultivares del Instituto Nacional de Semillas
(INASE), de los cuales 12 fueron introducidos y/o desarrollados para el Bajo
Delta (INASE, 2022). El principal Programa de Mejoramiento Genético de
Saliciceas del pais es llevado adelante por la Estacion Experimental
Agropecuaria Delta del Parand (EEA Delta) del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA). Por lo tanto, la actividad forestal y cientifica
en el Bajo Delta es de suma importancia para el desarrollo local y regional, y
posee un enorme potencial de expansion en otras regiones del pais dada la
amplia variedad de materiales genéticos con los que se cuenta. Ademas del
aspecto productivo, el sector forestal de esta region es una fuente de
conocimiento y base de un gran nimero de investigaciones en materia de

genética, silvicultura y ecofisiologia.
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0.2 - ESTRESES ABIOTICOS TIPICOS EN LA REGION DE ESTUDIO

El estrés en general, y abidtico en particular, se define de varias maneras,
pero se puede resumir como condiciones desfavorables que afectan el
crecimiento, metabolismo o desarrollo de las plantas, y alteran la condicion de
equilibrio en su funcionamiento (Kranner et al., 2010). En la regién del Bajo
Delta del Rio Parand pueden presentarse condiciones de estrés abidtico que van
desde el exceso al déficit hidrico, sumados a la posibilidad de la presencia de
sales en el suelo y/o en la napa fredtica (Alvarez, 2018; B9 et al., 2021).

Los periodos de anegamiento prolongado e inundaciones son frecuentes
y estan determinados por la influencia de los rios Parand, Uruguay y el estuario
del Rio de la Plata (Kalesnik y Quintana, 2006). Ademds, en los campos
protegidos por terraplenes en su perimetro pueden ocurrir inundaciones
debido a lluvias locales. Los terraplenes impiden la entrada de agua cuando se
eleva el nivel del rio, pero también obstaculizan la salida luego de una lluvia.
Por otro lado, las islas presentan un relieve irregular, con sectores bajos donde
se acumula el agua y/o la napa fluctiia cercana a la superficie (Alvarez, 2018;
Malvarez, 1999). La combinacion de estos factores caracteristicos de la region
genera que las condiciones de anegamiento del suelo sean uno de los estreses
abidticos a los que pueden estar sometidas las plantaciones forestales.

Por otro lado, debido a que los humedales de esta region son ecosistemas
muy heterogéneos (Malvarez, 1999; Kandus y Quintana, 2016), pueden
sucederse a los periodos de anegamiento momentos de déficit hidrico. Las
sequias son frecuentes en verano (Kalesnik et al., 2011), especialmente en
aquellos campos protegidos por terraplenes que impiden el ingreso del agua
del rio. La frecuencia e intensidad de los periodos de sequia ha aumentado en
los ultimos afos, registrandose uno de los momentos mas criticos entre 2019 y
2021 (Naumann et al., 2022). Debido a esto, la sequia toma particular relevancia

para las producciones que se llevan a cabo en las islas.
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Otro de los procesos que se ha reportado es la presencia de sales que
puede reducir la productividad de las plantaciones (Alvarez, 2018; Bontfils,
1962). La forestacion de pastizales en ambientes con napa cercana a la superficie
y escaso drenaje, puede originar procesos de salinizacion a partir de los cambios
que genera en el balance hidrico y la exclusion selectiva de sales (Jobbagy y
Jackson, 2004). Este es un mecanismo mediante el cual los arboles excluyen de
la absorcion algunos iones, y evitan que ingresen junto con los demas solutos a
las raices, y los iones excluidos se acumulan cerca de las raices, en el horizonte
cercano a la fredtica. Las caracteristicas de la especie y su nivel de tolerancia a la
salinidad van a determinar hasta qué punto se saliniza el suelo, dado que a
medida que la salinidad se acerca al umbral de tolerancia, el consumo de agua
de la napa se reduce, y con ello también la exclusion y concentracion de sales
(Nosetto et al., 2008).

En resumen, en el Bajo Delta pueden presentarse distintos tipos de
estreses abiodticos que afectan el desarrollo de la principal actividad econdémica
de la region. Debido a las caracteristicas particulares del humedal, en especial la
elevada heterogeneidad a nivel de micro-sitios, estos estreses pueden darse de
forma simultanea o alternada, y definen limitantes ambientales concomitantes y

dificiles de distinguir entre si.

0.3 - CRECIMIENTO Y VARIABILIDAD DE LOS ALAMOS EN EL USO DE
LOS RECURSOS

El crecimiento de los arboles es una funcién de la disponibilidad de
recursos (luz, temperatura, agua y nutrientes), la proporcién que son capaces de
capturar y la eficiencia que poseen para emplearlos en la fijacion de carbono
para la generacion de materia seca (Binkley et al., 2004). Las diferentes especies
del género Populus spp. se caracterizan por su amplia diversidad genética, y

poseen atributos fisioldgicos y morfoldgicos diferentes, incluso entre individuos
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de una misma especie (Dillen et al., 2010). Por lo tanto, es relevante describir el
uso de los recursos de genotipos de alamos comerciales para comprender el
funcionamiento que explica las diferencias entre clones de la misma especie.

Por lo general, el crecimiento se relaciona positivamente con la
fotosintesis (Kruger y Volin, 2006; Cao et al., 2012), aunque una tasa fotosintética
elevada no necesariamente determina altas tasas de crecimiento. Esto se debe a
que la capacidad fotosintética de la planta estd dada por la integracion de todo
su aparato fotosintético, y no solo por la fotosintesis medida por unidad de area
o peso foliar (Marron et al., 2007). Entonces, el crecimiento serd producto de la
fotosintesis neta medida en las hojas, pero también del tamafio y grosor de las
mismas (Stratton y Goldstein, 2001; Marron et al., 2007), la duracion del periodo
de crecimiento y de la particién de fotoasimilados a 6rganos no fotosintéticos y
procesos catabodlicos. Ademas, el contenido de nitrégeno en estas hojas serd
fundamental para definir la capacidad de realizar fotosintesis, ya que es un
componente importante de la enzima catalizadora Rubisco y otras enzimas
involucradas en la fijacién de carbono (Larcher, 2003; Shang et al., 2018). De esta
forma, se pueden identificar clones con elevada capacidad fotosintética integral
pero diferentes caracteristicas foliares, debido a que en los dlamos existe gran
variabilidad en estos aspectos (Ceulemans et al., 1988; Marron et al., 2005).

Los patrones de asignacion de la materia seca entre compartimentos,
expresada en indices como la relacion tallo/raiz, también pueden ser
determinantes en el crecimiento (Tschaplinski y Blake, 1989; Warren y Adams,
2005). Una mayor particion a raiz puede ser un patron conservado a partir del
lugar de origen de los genotipos, si alguno de ellos proviene de ambientes mas
secos (Warren y Adams, 2005). La mayor expansion de las raices deriva en
mayor exploracion del suelo, y definen un sistema radical capaz de captar agua
en momentos de déficit. Por otra parte, una mayor proporcion de hojas
aumenta la capacidad de interceptar la luz y, de este modo, impacta

positivamente en la tasa de crecimiento relativo (Walters et al., 1993; Cornelissen
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et al., 1996). En el género Populus, existe una gran variabilidad intra e inter
especifica respecto de la morfologia foliar (Marron et al., 2005), pero también en
relacion a la concentracion de nutrientes en las hojas y la hojarasca (Fortier et al.,
2017). Si a esta condicion se suma la posible disparidad entre clones en la tasa
de retranslocacién o en el uso de los nutrientes (Faustino et al., 2016), podrian
encontrarse diferencias sustanciales en el ciclado de nutrientes (Lii ef al., 2013)
de las plantaciones forestales, segun el clon utilizado.

El uso del agua puede evaluarse mediante la caracterizacion de los
organos que intervienen en la absorcidn, el transporte y la transpiracion. La
relacion entre el 4rea transpirante (hojas) y el sistema conductivo que abastece
de agua a esas hojas es fundamental en la regulacion del consumo de agua y la
capacidad de mantener los estomas abiertos en situaciones de elevada demanda
evapotranspirativa (Carter y White 2009). Por lo tanto, es importante describir
las caracteristicas conductivas, ya que la arquitectura hidrdulica puede variar si
hay diferencias en las capacidades de conducir agua en raices, tallos y hojas. Es
decir, diferente conductividad hidrdulica entre clones, podria determinar
diferencias en el consumo de agua (Maherali y DeLucia, 2000; Gleason et al.,
2012) y tener impacto en el rendimiento, debido a la relacién positiva existente
entre la conductividad hidraulica y el crecimiento (Hajek et al., 2014). Otros de
los atributos que influyen de forma significativa en la transpiracién son la
densidad de estomas y la conductancia estomatica de las hojas, aspectos que
guardan una importante relacion con la capacidad de crecimiento de los alamos
(Al Afas et al., 2006).

Por otro lado, el lugar de origen de los materiales genéticos puede influir
en variables relacionadas al crecimiento, como la particién de la materia seca
(Warren y Adams, 2005), y en aquellas relacionadas con la fenologia de los
arboles, como la fecha de brotacion (Pellis et al., 2004; Azad, 2012). A pesar de
que la mayoria de los clones utilizados en el Bajo Delta provienen de latitudes

similares (Luquez et al., 2012), diferentes fechas de brotacion y abscision foliar
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podrian determinar diferente duracién de la temporada de crecimiento.
Ademas, tanto el comienzo como el final de la temporada de crecimiento, son
momentos importantes respecto de la movilizacion de nutrientes. El proceso de
direccionamiento de las reservas hacia las yemas en el comienzo de la
primavera (Millard et al., 2006), asi como la retranslocacién hacia el tallo o las
raices en el otonio (Maillard et al., 2015), determinan diferencias en la retencién y
reciclado de los nutrientes. Es asi que se pueden encontrar diferencias en el uso
de los recursos, ya sea por diferentes escalas espaciales (i.e. exploracion del
suelo, captacion de la luz) o temporales (i.e. momentos de brotacion y abscision

foliar).

0.4 — RESPUESTAS FISIOLOGICAS DE LOS ALAMOS A LOS ESTRESES
ABIOTICOS

Debido a que los dlamos constituyen una de las principales especies
forestales de interés comercial a escala mundial, se han desarrollado un gran
numero de investigaciones que identifican las respuestas de estos arboles ante
la aparicion de estreses abidticos. Ademas, los dlamos constituyen un modelo
para el estudio de las bases moleculares de este tipo de respuestas (Estravis-
Barcala et al., 2020), ya que el primer genoma de una especie forestal
secuenciado completamente fue de Populus trichocarpa (Harfouche et al., 2014).
Sin embargo, la amplia diversidad de especies que conforman el género Populus
y la elevada variabilidad intraespecifica observada en numerosos estudios
(Dillen et al., 2010), determinan que puedan identificarse niveles variables de
tolerancia a la sequia, la inundacién y la salinidad (Guarnaschelli et al., 2011,
Luquez et al., 2012, Alvarez et al., 2015, Doffo et al., 2017). Ademas, los
mecanismos de aclimatacion ante el surgimiento de una situacion de estrés
ambiental también pueden variar, tanto en el tipo de respuesta como en la

intensidad y efectividad de la misma (Suzuki et al., 2014). Por lo tanto, el
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analisis de estas respuestas y mecanismos toma gran relevancia para un
abordaje integral de la respuesta de los clones de dlamos al ambiente.

Frente a estreses que alteran los procesos fisiologicos, las plantas
resistentes pueden responder con mecanismos que van desde la tolerancia a la
evitacion (Lambers et al., 2008). Las plantas tolerantes mantendran los procesos
fisiologicos relativamente estables -atin en la condicion de estrés-, mientras que
las evitadoras utilizardn recursos para salir de dicha condicion de estrés (Joly y
Crawford, 1982; Lopez y Kursar, 1999). No obstante, estas estrategias no son
necesariamente excluyentes entre si y las plantas pueden combinar diferentes
tipos de respuestas (Chaves et al., 2003). En general, los primeros sintomas de
respuesta a la sequia en alamos son el menor crecimiento celular y la regulacion
de la conductancia estomatica (Blake et al., 1996). Ademads, puede reducirse la
capacidad de los tallos para conducir agua de los arboles bajo estrés hidrico
debido a la elevada vulnerabilidad a la cavitacion del género (Tyree et al., 1994),
y a su vez, al menor crecimiento celular que genera vasos de menor didmetro
que en condiciones Optimas de crecimiento (Arend y Fromm, 2007).

Por otro lado, en casos de inundacion o encharcamiento, la saturacion
con agua de los espacios porosos del suelo genera condiciones de hipoxia o
anoxia por la baja solubilidad y difusién del O: en el agua (Mancuso y Shabala,
2010) y puede, ademads, originar la acumulacion de elementos tdéxicos en la
rizosfera (Armstrong y Drew, 2002). Los sintomas de estrés por inundacion
registrados en Populus spp. incluyen reduccion del crecimiento y del area foliar
(abscisién; menor cantidad y tamafio de las hojas), cierre estomatico y menor
desarrollo de las raices (Cao y Conner, 1999; Luquez et. al., 2012). Ademas, los
mecanismos de aclimatacion tipicos incluyen la generacién de raices
adventicias, aerénquimas y lenticelas hipertrofiadas (Rodriguez y Luquez,
2016).

Por su parte, la salinidad altera la homeostasis tanto a nivel celular como

de la planta entera, y provoca dafo celular, detencion del crecimiento e incluso
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la muerte en los casos mas severos (Zhu, 2001; Munns y Gilliham, 2015). En los
alamos, los sintomas son similares a aquellos originados en condiciones de
déficit hidrico ya que las sales disueltas en el suelo disminuyen el potencial
osmotico de la solucion y dificultan la absorcion de agua por parte de las
plantas. Si la absorcion de sales no puede evitarse, el exceso conduce a la
desorganizacion de las membranas y toxicidad a nivel celular (Hasegawa et al.,
2000; Zhu, 2001). Esta toxicidad genera un dafio caracteristrico a partir de la
necrosis de las células marginales de la ldmina foliar y se observa como un
borde quemado (Beritognolo et al.,, 2007). No obstante, los arboles poseen
diferentes estrategias de respuesta ante la absorcion de iones que son dafiinos
en altas concentraciones. Por ejemplo, hay individuos que pueden mantener los
iones en las raices, excluyéndolos del flujo xilematico que llega a la copa,
mientras otros pueden recircular aquellos iones no deseados desde las hojas
hacia el tallo via floema (Zeng et al., 2009; Yang et al., 2019; Godfrey et al., 2019).
Estas estrategias son importantes para determinar los niveles de tolerancia a la
salinidad y el impacto que este estrés puede tener en el desarrollo de las
plantas.

A modo de resumen, se enumeran las respuestas generales de los dlamos
a la sequia, salinidad e inundacion en los principales atributos morfologicos y
fisioldgicos que definen el uso de los recursos y los mecanismos de aclimatacion
(Tabla 0.1). Los tres tipos de estreses reducen el crecimiento, alteran los
patrones de particion de la materia seca, disminuyen la capacidad de
intercambio gaseoso y reducen los niveles de fotosintesis respecto de
situaciones libres de estrés. La mayor variabilidad de respuestas se encuentra
en los contenidos de clorofila y carotenoides ante situaciones de estrés hidrico:
hay reportes que muestran tanto una disminucién como un aumento de ambos
pigmentos ante la sequia. Ademas, en todos los casos cambian las caracteristicas
morfoldgicas de las hojas. Respecto de los aspectos fisioldgicos que determinan

el transporte de agua en los dlamos, cabe mencionar que son mas frecuentes los
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estudios de variables hidraulicas ante el estrés por sequia que bajo condiciones
de salinidad o inundacion. Hay reportes tanto de sostenimiento como de caida
de la conductividad hidrdulica del tallo ante los 3 estreses. En relaciéon a la
conductancia hidraulica de la hoja, hay antecedentes similares a los reportados
para la conductividad del tallo bajo sequia, pero no hemos encontrado reportes

de esta variable ante situaciones de salinidad o inundacion (Tabla 0.1).

12
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Tabla 0.1. Resumen de los efectos provocados por los estreses abioticos (sequia,
salinidad e inundacidon) en las principales caracteristicas morfologicas y
fisiologicas de los alamos. Se sefiala si la caracteristica aumenta (>) o disminuye

(<), se mantiene relativamente constante (=) o si no hay reportes al respecto (-).
En caso de ser necesario, se incluye mas de un simbolo.

Caracteristica Sequia Salinidad Inundacién
Crecimiento < < <
Referencias Blake et al., 1996 Zalesny et al., 2008 Luquez et al., 2012
Chen et al., 2020 Chen y Polle, 2010 Rodriguez et al., 2020
Relacion vastago-
=< =;<> = >
raiz
Referencias Brunner et al., 2015 Chen et al., 2003 Cao y Conner, 1999
Meyer et al., 2021 Lietal., 2016 Peng et al., 2013
Conduct. estomatica < < <
Referencias Monclus et al., 2006 ~ Abbruzzese et al., 2009 Guo et al., 2011
Xu et al., 2008 Yang et al., 2009 Rodriguez et al., 2020
Area foliar < < <
Referencias Marron et al., 2003 Chen et al., 2002 Rood et al., 2010

Xu et al., 2008

Sharmin et al., 2021

Rodriguez y Luquez, 2016

Area foliar

=< =< <
especifica
Referencias Monclus et al., 2006 Zeng et al., 2009 Liu y Dickmann, 1992
Xu et al., 2008 Thomas et al., 2017  Rodriguez y Luquez, 2016
Fotosintesis <;> < <
Referencias Yin et al., 2006 Fung et al., 1998 Rood et al., 2010
Gortari et al., 2021 Yang et al., 2009 Duetal., 2012
Clorofila <;> < =;<
Referencias Xiao et al., 2008 Yang et al., 2009 Duetal., 2012
Yietal. 2020 Chen et al., 2010 Rodriguez et al., 2015
Carotenoides <;> < <
Referencius Lei et al., 2006 Singh et al., 1999 Kreuzwieser et al., 2002
Xiao et al., 2008 Gao et al., 2021 Yang et al., 2011
Conductividad tallo =; < =; < =;<
Referencias Hajek et al., 2014 Junghans et al., 2006 Alvarez, 2018
Alvarez, 2018 Rajput et al., 2016
Conductancia hoja =,;< - -
Attia et al., 2015

Referencias

Trifilo et al., 2021

13



Tesis doctoral | Introduccion general

Como quedd expuesto anteriormente, las caracteristicas fisiologicas y
morfoldgicas de los alamos pueden variar ante cambios en las condiciones de
crecimiento. Algunos de estos cambios son producto del dafio generado por el
estrés, pero otros representan la habilidad de un organismo de cambiar como
respuesta a un estimulo desde el ambiente y constituyen lo que se define como
plasticidad fenotipica (West-Eberhard, 2008). Cuando un atributo morfologico o
fisiologico varia ante los cambios ambientales se lo considera plastico, mientras
que aquellos que se mantienen relativamente constantes, a pesar de las
variaciones ambientales, se definen como estables (Silva et al.,, 2022). La
plasticidad fenotipica es un aspecto importante ya que tiene impacto en las
posibilidades de éxito de los sistemas forestales, en el contexto de variaciones
climaticas que ocasionan estreses que se dan con diferente intensidad y
frecuencia (Aspinwall et al., 2015). Para mantener las tasas de crecimiento y
sostener la produccion, se necesiten sistemas capaces de responder y
aclimatarse a las variaciones ambientales. Por lo tanto, para obtener sistemas
mas estables en rendimiento (Reckling et al., 2021) es necesario que los arboles

posean elevada plasticidad fenotipica (Nicotra et al., 2010; Li et al., 2022).

0.5 - PROBLEMAS ASOCIADOS A PLANTACIONES MONOCLONALES

Ademas de las condiciones ambientales particulares del Delta del
Parand, el hecho de que las plantaciones se realicen con Salicaceas incluye otra
particularidad: la reproduccion vegetativa del material de plantaciéon. Los
alamos se cultivan mediante silvicultura clonal, debido a la facilidad con la que
se obtienen nuevas plantas desde estacas (Dillen et al., 2010). A pesar de estar
disponibles en el mercado una docena de clones de alamo, viables para la
produccion en términos de sanidad y rendimiento (Cortizo, 2005; Cortizo et al.,
2017), la mayor superficie plantada en el Bajo Delta corresponde a un solo clon

(P.deltoides "Australiano 129/60"). La eleccion de un solo clon para ser plantado
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en grandes superficies determina una gran superficie forestada con baja
variabilidad genética, que trae aparejado un riesgo productivo: la aparicion de
una enfermedad, plaga o situacion climatica extrema podria tener efectos
devastadores en toda la region (Larjavaara, 2008). El riesgo se debe a que la
dindmica de las poblaciones de plagas depende de la diversidad de los rodales
(Staab y Schuldt, 2020) y, cuanto menos diverso es el sistema, mas
generalizados pueden ser los disturbios. Esta problematica ha tenido ejemplos
evidentes a lo largo de la historia forestal del Delta, ya que en mas de una
oportunidad hubo clones que se dejaron de plantar debido al ataque
generalizado de patdgenos y/o plagas. A mediados del siglo XIX se instalaron
las primeras plantaciones con Populus deltoides subesp. angulata cv. carolinensis,
pero hacia comienzos del siglo XX sufrieron severos ataques de roya
(Melampsora spp.) y el clon fue abandonado por los productores. Varios clones
de Populus x euroamericana fueron difundidos con posterioridad y manifestaron
susceptibilidad a enfermedades y plagas, principalmente cancrosis (Septoria
musiva) por lo que nuevamente la region debid realizar una reconversion de sus
forestaciones. También puede hacerse mencién a los clones “Catfish 2”7 y
“Catfish 5”7, los mas plantados en la década del 80, que fueron devastados por la
roya y debieron ser reemplazados (Cortizo, 2005). Ademas, en los ultimos afios
ha habido una creciente aparicion de ataques de taladrillo grande de los
forestales (Megaplatypus mutatus) y escarabajos de ambrosia (Xyleborus spp.)
(Casaubon y Madoz, 2014). Teniendo en cuenta estos antecedentes, y las
posibilidades de aparicion de estreses abioticos descriptos anteriormente, queda
de manifiesto que las plantaciones de alamo del Bajo Delta son un sistema en
riesgo desde el punto de vista ecologico y productivo, debido a su escasa

diversidad genética.
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0.6 - PLANTACIONES CLONALES MIXTAS COMO ALTERNATIVA

El establecimiento de rodales mixtos es una de las estrategias para
mejorar los indicadores de biodiversidad de las plantaciones forestales (Kelty,
2006; Ammer, 2019) y obtener sistemas mas resilientes y multifuncionales
(Messier et al., 2021). En Argentina existen experiencias en distintas regiones en
la conformacion de rodales de plantaciones de especies mixtos (Barth et al.,
2008; Montagnini et al., 2009; Cubbage et al., 2010), pero aun no hay reportes
sobre proyectos forestales que se lleven adelante con combinacion de clones o
genotipos de una misma especie. La mezcla de especies se basa en principios
ecologicos y en interacciones benéficas que pueden desencadenarse dentro del
rodal (Forrester y Bauhus, 2016; Grossiord, 2019): 1- particion de los recursos; 2-
facilitacion y 3- efecto de seleccion. La particion de los recursos refiere a las
diferencias en caracteristicas funcionales, que disminuyen la competencia por
los mismos (e.g. diferente profundidad de raices, consumo de agua o
arquitectura de copa). La facilitacion hace alusion a los mecanismos que ocurren
cuando un individuo tiene un efecto positivo sobre sus vecinos (e.g. mediante la
capacidad de redistribuir agua desde la napa hacia horizontes superficiales mas
secos, brindar cobertura, la simbiosis con fijadores de nitrégeno, o la capacidad
de oxigenar suelos anegados mediante la formacién de aerénquimas).
Finalmente, el efecto de seleccion se relaciona con los procesos selectivos que
determinan la dominancia de individuos con caracteristicas particulares (e.g.
frente a estreses bidticos y abioticos, dominaradn los genotipos mads tolerantes).

A pesar de que la mayoria de los clones corresponde a la misma especie,
y que con el avance de los programas de mejoramiento se reduce la variabilidad
genética entre los materiales seleccionados (Wright, 1976), es posible encontrar
diferencias en el uso de los recursos, particion de la materia seca o
adaptabilidad a condiciones de estrés (Marron et al., 2005; Al Afas et al., 2006;
Luquez et al, 2012; Faustino et al., 2016; Doffo et al., 2017; Rodriguez et al., 2018).
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Esto se debe a que las especies forestales en general, y las Saliciceas en
particular, poseen una gran variabilidad inter e intraespecifica (Boyden et al.,
2008; Dillen et al., 2010). Estas diferencias se expresan tanto a nivel morfoldgico
como a nivel fisioldgico (i.e. diferencias en caracteristicas fenotipicas). A su vez,
la variabilidad genética entre individuos de una misma especie tiene
implicancias ecoldgicas (Fischer et al., 2017). Por lo tanto, las interacciones
benéficas descriptas anteriormente, pueden desarrollarse en plantaciones
clonales mixtas, aunque los drboles que compongan el rodal sean de la misma
especie. No obstante, si los individuos se diferencian fenotipicamente, pero esto
no deriva en una ocupacion de nicho ecoldgico diferencial, los mecanismos de
complementariedad son menos probables (Fischer et al., 2017). La generacion de
informacion ecofisiolégica de los materiales genéticos disponibles, es
importante ya que este tipo de diferencias en la morfologia, fisiologia y
fenologia de los arboles es determinante para el desarrollo de mecanismos de
complementariedad (Ashton et al., 2010; Forrester y Bauhus, 2016).

Detectar la variabilidad existente entre clones en estas caracteristicas,
permite adaptar conceptos ecologicos de las plantaciones mixtas de especies, a
los rodales clonales mixtos. Por otra parte, la complementariedad en el uso de
los recursos puede derivar en mayores rendimientos debido a una menor
competencia dentro del rodal (Boyden et al., 2008; Elferjani et al., 2014;
Moghaddam, 2014). Es posible entonces, que la mezcla de clones se traduzca en
diferencias en la captacion de luz, la dindmica hidrica de los arboles y el ciclado
de nutrientes en el sistema. A su vez, estas diferencias pueden derivar en la
generacion de distintos microambientes dentro del rodal, por lo que seria
esperable que varie tanto la cantidad y calidad de refugios y alimentos para la
micro, meso y macrofauna (Sarandon, 2020), como la composicion floristica del
sotobosque en comparacion con los rodales monoclonales. Por ejemplo, si la
arquitectura de copa de los clones que se combinan fuese tan diferente que

influyera en la cantidad de luz que penetra el dosel, la comunidad herbacea
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bajo dosel podria modificarse en relacion a un rodal monoclonal. A su vez, los
cambios en la composicion floristica del bajo dosel podrian derivar en otros
cambios en la continuidad de la cadena trodfica. Es decir, si varian las plantas
que componen el estrato herbaceo, probablemente se observen cambios en los
polinizadores y microorganismos asociados a ellas (Hanula et al., 2016). Por otra
parte, si los clones que se mezclan poseen hojas con distintas concentraciones de
nutrientes al momento de la absicion, la composicion de la hojarasca serd
diferente a aquella obtenida en rodales monoclonales (Hoeber et al., 2020). Esto,
a su vez, podria impactar en la comunidad de microorganismos y artropodos
asociados a la descomposicion de la hojarasca. Otro ejemplo podria ser la
mezcla de clones con diferentes patrones de distribucién de raices finas y
gruesas (Donnelly et al.,, 2016). De este modo, la porosidad del suelo podria
variar con relacion a un rodal con una matriz radical homogénea e impactar en
las comunidades y procesos de incorporacion de materia orgénica del suelo. Por
lo tanto, las plantaciones clonales mixtas dan la posibilidad de encontrar las
mejores interacciones genotipo-ambiente (y entre genotipos), y de esta forma
establecer plantaciones forestales que sean altamente productivas, pero con
mejores indicadores de biodiversidad.

El aumento de la diversidad genética de las plantaciones forestales,
mediante la combinacion de distintos materiales genéticos, tiene un valor
intrinseco en si mismo (Figura 0.2). Pero si ademas de diversificar, se logra
establecer una mezcla de clones que hagan un uso complementario de los
recursos, el concepto de diversificacion es optimizado. Por un lado, mejora la
biodiversidad dentro de los rodales, y por el otro permite que se capturen mas
eficientemente los recursos. Asi, se evita que la mezcla derive en el
establecimiento de rodales heterogéneos respecto del tamano individual de los
arboles o en pérdidas en el rendimiento. Este punto es de interés para los
productores y es importante tenerlo en cuenta al momento de proponer

alternativas al sistema forestal convencional. Al respecto, puede suceder que la
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produccion total de los rodales multiclonales o clonales mixtos sea
principalmente aportada por pocos genotipos, y que otros arboles tengan
menor tamano y se produzcan rodales altamente heterogéneos (Sharma et al.,
2008; Donnelly et al., 2017). Debido a esto es deseable que la propuesta de
plantaciones clonales mixtas busque realizar una mezcla direccionada de clones
para tener rodales homogéneos desde el punto de vista del tamafio individual
de los arboles, pero con variabilidad en el funcionamiento fisioldgico y las
caracteristicas morfoldgicas de estos individuos. La obtencion de rodales
homogéneos, con arboles similares en términos de su tamafo, podrian facilitar
la adopcion de las plantaciones clonales mixtas por parte de los productores. De
este modo, seria posible compatibilizar los objetivos productivos de las
plantaciones con el aumento de la biodiversidad (e.g. diferencias en las cadenas
tréficas, mas diversidad en la composicion del sotobosque, mas variabilidad en
los microorganismos del suelo) y establecer sistemas forestales menos
vulnerables al ataque de plagas, mas resilientes ante la aparicion de estreses
abioticos y con una captura mas eficientes de los recursos. En esta tesis se
aborda el estudio de la variabilidad morfofisiologica entre clones de Populus sp
en relacion con el uso de recursos y la resistencia a distintos factores de estrés
abidtico, y se discuten las implicancias que dichas diferencias podrian tener
para el desarrollo de plantaciones clonales mixtas. Asimismo, se realiza un
primer ensayo a campo donde se validan algunas de las propuestas surgidas de

los ensayos en condiciones controladas.
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DIVERSO > DIVERSO

Figura 0.2. Niveles para la diversificacion de una cuenca forestal: a) predio
monoclonal; b) predio policlonal con rodales monoclonales; c) combinacion de
clones en un rodal (plantacion clonal mixta) (Bonnin et. al., 2020).
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis es generar conocimiento sobre la variacion
morfo-fisiologica de clones de Populus spp. y discutir sus implicancias para el
desarrollo de plantaciones clonales mixtas de manera de contribuir a la
propuesta de alternativas productivas mas sustentables a la actual produccion

forestal monoclonal en el Delta del Parana, Argentina.

OBJETIVOS PARTICULARES E HIPOTESIS

Objetivo 1: Evaluar el uso de recursos (luz, agua y nutrientes) de diferentes
clones de dlamo de manera de seleccionar candidatos a ser utilizados en la
instalacion de rodales clonales mixtos en base a su potencial

complementariedad.

Hipétesis 1: Debido a que los clones poseen diferencias morfologicas y
fisioldgicas, existe complementariedad entre los clones, que implica un uso

diferencial en tiempo y/o espacio de la luz, el agua y los nutrientes.

Objetivo 2: Evaluar la tolerancia a la sequia y a la salinidad de los clones de

alamos candidatos a ser utilizados en rodales clonales mixtos.

Hipdtesis 2: Los clones poseen diferentes mecanismos de aclimatacién a la sequia
y a la salinidad, por lo tanto, los crecimientos similares bajo estrés que se
buscan al mezclar clones pueden lograrse con mecanismos diferenciales de

tolerancia o evitacion.
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Objetivo 3: Evaluar la tolerancia a la inundacién de los clones de alamos

candidatos a ser utilizados en rodales clonales mixtos.

Hipétesis: Los clones poseen diferentes mecanismos de aclimatacion a la
inundacion, por lo tanto, los crecimientos similares bajo estrés que se buscan al
mezclar clones pueden lograrse con mecanismos diferenciales de tolerancia o

evitacion.

Objetivo 4: Evaluar la estabilidad en la produccion de materia seca total y del
tallo, y la plasticidad fenotipica en variables morfo-fisioldgicas de los clones de
alamo candidatos a ser utilizados en rodales clonales mixtos, ante sequia,

salinidad e inundacion.

Hipétesis 4: Los clones mas estables en generacion de materia seca son los mas

plasticos en aspectos fisiologicos y morfoldgicos.

Objetivo 5: Evaluar el efecto del estrés salino sobre el crecimiento de una
plantacion clonal mixta e identificar si existen estrategias diferenciales y
complementarias entre clones que optimicen la productividad del rodal en

comparacion con rodales monoclonales.

Hipétesis 5: Los sitios de plantacién presentan parches salinos que producen
diferente intensidad de estrés por salinidad en arboles del mismo rodal. El clon
P. deltoides *Australiano 129/60" expuesto a salinidad presenta menor impacto
general y menor dafo foliar que el clon P. deltoides ‘Hovyu INTA’ que es

incapaz de evitar que el sodio se acumule en sus hojas.
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1.1 - INTRODUCCION

Las plantaciones de alamos en el Bajo Delta del Rio Parana se establecen
con una finalidad productiva, por lo que la tasa de crecimiento de los clones es
una caracteristica fundamental en las decisiones de los productores. Es asi que
conocer aquellas variables fisioldgicas que explican el crecimiento de los
distintos clones puede resultar de sumo interés. A su vez, la caracterizacion
morfo-fisiologica de los genotipos permite establecer tanto relaciones entre el
crecimiento y las variables medidas, como entre cada una de ellas. Esta
informacion es ttil para determinar diferencias clonales en el funcionamiento y
encontrar combinaciones de clones que hagan un uso complementario de los
recursos (Ashton et al., 2010). Por ejemplo, un clon puede tener altos valores de
fotosintesis neta por unidad de drea o peso foliar —debido a una gran
concentracion de nitrogeno- y que esto defina un gran crecimiento, mientras
otro clon logra resultados similares por tener hojas grandes que compensan
valores bajos de fotosintesis por unidad de area foliar. Fendmenos similares se
pueden dar en otros aspectos fisiologicos, y establecer mecanismos
complementarios que reduzcan los niveles de competencia entre genotipos
cuando son combinados en un rodal mixto (Boyden et al., 2008; Elferjani et al.,
2014).

Los experimentos en macetas son una herramienta util porque pueden
realizarse mediciones de forma directa sin la distorsion que pueden generar
factores ambientales no controlados (Kawaletz et al., 2014). Ademas, se pueden
emplear para aplicar de forma generalizada y pareja determinadas condiciones
de crecimiento (Kohout et al., 2011). Por otro lado, se puede llevar a cabo un
muestreo destructivo para separar correctamente los compartimentos de la
materia seca (tallo, hojas y raices). La posibilidad de separar el sistema radical
completo es un punto relevante, ya que en especies forestales el muestreo de

raices a campo es complejo. Por esta razdn, hay disponible mayor cantidad de
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estudios de la parte aérea que de la materia seca subterranea (Dillen et al., 2010).
Ademads, los ensayos controlados permiten tener en un espacio reducido un
gran numero de plantas, y aseguran la homogeneidad ambiental y las
repeticiones de cada una de las variables medidas. No obstante, esta
metodologia puede tener limitaciones, por ejemplo, derivadas del tamafio del
contenedor (Poorter et al., 2012). Por lo tanto, no siempre es posible extrapolar
lo observado en estos experimentos a los cultivos a campo, pero permiten
realizar comparaciones entre genotipos que crecen bajo distintas condiciones.

Para realizar una caracterizacion integral de los genotipos de interés, es
importante contar con mediciones de variables que representen tanto el uso de
diferentes recursos, como la asignacion de la materia seca entre los distintos
compartimentos. Es por ello que en el presente trabajo se incluyen mediciones
de caracteristicas que engloban el uso de la luz (e.g. fotosintesis), del agua (e.g.
conductividad hidraulica) y los nutrientes (e.g. concentracion de nitrégeno); y
que permiten determinar el crecimiento y proporcion de raices, tallos y hojas de
cada uno de los clones evaluados. Es decir, la capacidad de conducir agua de
los tallos, la proporcionalidad de raices y el tamafio y caracteristicas de las
hojas, por ejemplo, son variables que en conjunto definen el uso de los recursos
que realiza cada clon. La alta variabilidad descripta en los alamos en
caracteristicas morfologicas y fisioldgicas (Al Afas et al., 2006; Dillen et al., 2010;
Guarnaschelli et al., 2011; Schreiber et al., 2011; Faustino et al., 2016) permite
pensar que el uso de los recursos puede ser complementario.

Debido a que el crecimiento esta influenciado por las condiciones
ambientales, pero ademads tiene un importante componente genético (Villar et
al., 2004), se evaltan 8 clones comerciales de P. deltoides y 2 de P. x canadensis.
De este modo estd representada gran parte de la diversidad de genotipos
disponibles para el establecimiento de forestaciones en la region del Delta del

Parana.
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Objetivo: Evaluar el uso de recursos (luz, agua y nutrientes) de diferentes
clones de alamo de manera de seleccionar candidatos a ser utilizados en la
instalacion de rodales clonales mixtos en base a un potencial uso

complementario.
Hipétesis: Debido a que los clones poseen diferencias morfoldgicas y fisioldgicas,

existe complementariedad entre los clones, que implica un uso diferencial en

tiempo y/o espacio de la luz, el agua y los nutrientes.
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1.2 - MATERIALES Y METODOS

El ensayo fue instalado en la Estacion Experimental Agropecuaria Delta
del Paranad (EEA Delta) del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) en Campana, Buenos Aires (34°10'34”S, 58°51'48’O). Los 10 clones
seleccionados para evaluar son clones comerciales disponibles para productores
y viveristas, que representan 10 de los 12 clones de la region inscriptos en el
INASE vy la totalidad de los genotipos que actualmente se comercializan (Tabla
1.1). El ensayo se estableci6 a cielo abierto en macetas de polietileno de 21 L de
capacidad, rellenas con suelo de la isla. Se plantaron 20 estacas de cada clon,
una estaca por maceta. Se utilizaron estacas de 30 cm de longitud que fueron
plantadas dejando 15 cm sobre la superficie. Este material fue obtenido de guias
de un ano de edad, de los viveros de la EEA Delta. Una vez establecidas las
plantas, aproximadamente 2 meses después de la plantacion, se realizé una
poda para dejar un solo tallo por estaca. Las plantas se mantuvieron libres de
enfermedades y las macetas fueron regadas periddicamente para mantener el

suelo a capacidad de campo (Figura 1.1).

Figura 1.1. Imagenes del ensayo en condiciones semi-controladas. A) Estaca de
alamo brotando en primavera. B) Plantas de alamo de 3 meses de edad. C)
Raices lavadas luego del muestreo destructivo de verano.
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Tabla 1.1. Descripcion de los genotipos utilizados en el ensayo. Entre paréntesis
se indica la abreviatura que se utilizard en adelante. Sexo: masculino (M) y
femenino (F). Madre — Padre: caracteristicas del cruzamiento que dio origen a
los clones. Afio: ano en el que comenzaron a plantarse a gran escala en la
region. Esta informacion fue compilada a partir de la base de datos de la EEA

Delta, encuentros con productores forestales y lo reportado por Fossati et al.
(2005) y Luquez et al. (2012).

Clones evaluados Sexo Madre - Padre Ao
P. deltoides " Australiano 129/60 Selecta — Polinizacion abierta 1990s
(A129)

P. deltoides *Carabelas INTA M Selecta — Polinizacion abierta 2008
(CAR)

P. deltoides ‘Guayraca INTA M Selecta — Polinizacion abierta 2015
(GUA)

P. deltoides 'H 1 INTA'

H SV())I es Hovyu F Selecta — Polinizacion abierta 2016
P. deltoides 'Nandi INTA'

(N AeN(;l cs Nahdl F Selecta — Polinizacion abierta 2017
fﬁfﬁ?ldes Nacurutd INTA F Selecta — Polinizacion abierta 2015
P. deltoides 'Paycarabi INTA F Selecta — Polinizacion abierta 2016
(PAY)

fP\({ifzfl)t oides Pyta INTA M Selecta — Polinizacion abierta 2017

P. x canadensis 'Ragonese 22
INTA’ (R22)

P. x canadensis "Triplo'

(TRI)

M A129 - P. nigra var. Itdlica ~ 1990s

M Desconocido 1990s

1.2.1. Crecimiento: El ensayo se dividio en 2 momentos de muestreo:
verano e invierno. En ambos momentos, se midid el didmetro a la altura del
cuello (DAC, mm), considerado como la inserciéon de la rama del ano en la
estaca, y la altura total (H, m) de todas las plantas con calibre digital y cinta
métrica, respectivamente. Se empled como indicador del volumen del tallo el
indice volumétrico (IViio, cm?) = DAC? * H. Se registro la fecha de brotacion en
todas las plantas, y la de abscision foliar en aquellas que completaron la

temporada de crecimiento.
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1.2.2. Materia seca (MS, g): 8 plantas de cada clon fueron cortadas a fines
de diciembre (muestreo de verano) y las 12 restantes continuaron creciendo
hasta el final de la temporada de crecimiento (muestreo de invierno). Se separd
la materia seca (MS) en 3 compartimentos: tallos (MStio), hojas (MShojss) y raices
(MStaices). A su vez, las raices fueron separadas en finas (¢ <2 mm) y gruesas (o =
2 mm). La MS de cada compartimento fue secada en estufa a 60°C hasta peso
constante. Se determind el peso seco con balanza de 0,001g de precision. La
suma de los 3 compartimentos fue considerada como la materia seca total
(MStotal). En invierno, la MSetal fue la suma de tallo y raices. Se calculd la relacion

tallo-raiz (RTR) como el cociente entre la MStato y MSraices.

1.2.3. Nutrientes: Para cada compartimento de la materia seca (tallo,
hojas y raices), se conformaron 3 muestras compuestas por clon. Cada muestra
fue hecha a partir de tallos, hojas o raices, segiin corresponda, de 3 a 4
individuos del mismo clon. Se determind la concentracion de fésforo (P, ppm) y
nitrégeno (N, %) para cada compartimento (Ntato, Nhojas, Nraices, Ptalto, Phojas y Praices).
La determinacion de P se hizo mediante digestion acida de la muestra y
posterior lectura por espectrometria de emisién por plasma inducido. La
concentracion de N se determind por el método semi-micro Kjeldahl. Ambas
determinaciones fueron realizadas por el Laboratorio de Servicios Analiticos de
Suelos, Plantas y Ambiente (CERZOS-CONICET, Bahia Blanca, Argentina).
Estas determinaciones se realizaron en ambos momentos de muestreo. Previo al
muestreo de invierno, se recolectaron hojas senescentes para incluirlas en los
analisis de nutrientes. Para cada muestreo, se multiplico la concentracion de P y
N de cada compartimento por la MS (g) correspondiente, para determinar el
contenido de P (g) y el contenido de N (g) de cada compartimento. Se sumo¢ el
contenido de P de cada compartimento para determinar el contenido total de
tésforo (CTP, g), y el contenido de N de cada compartimento para determinar el

contenido total de nitrégeno (CTN, g). En el muestreo de invierno solo fueron
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considerados los contenidos de P y N del tallo y las raices, ya que las hojas
senescentes no forman parte de la materia seca total al final de la temporada. Se
determino la eficiencia en el uso del P (Eficiencia P) y la eficiencia en el uso del
N (Eficiencia N) a partir del cociente entre la MStotat de invierno (MStaio + MSraices)
y los valores de CTP y CTN (Eficiencia P = MSww/CTP; Eficiencia N =
MStotal/CTN). Ademads, se calculd el cociente entre la MSeno (g) al final de la
temporada y los valores de CTP y CTN para calcular las respectivas eficiencias

en generacion de tallo (tallo/CTP; tallo/CTN).

1.2.4. Densidad estomatica (n° estomas mm-2): Se determino el niimero
de estomas en la hoja superior, completamente expandida, de 5 plantas por
clon. Para ello se realizaron improntas con esmalte transparente y se observaron
al microscopio con aumento 100x (Motic DMB1, Estados Unidos). Se obtuvieron
5 imagenes de cada impronta con el software Motic Images plus 2.0 ML (Motic,
Estados Unidos). Se conto el numero de estomas (n° estomas) y se determino el

area (mm?) que ocupaba cada imagen para calcular la densidad estomatica.

1.2.5. Area foliar especifica (AFE, cm? g): En el muestreo de verano, se
determin¢ el drea foliar (cm?) mediante la toma de imagenes y el procesamiento
con Image] 1.52a (NIH, Estados Unidos) de 5 hojas de distintas posiciones de la
copa, de 8 plantas de cada clon. Posteriormente fueron llevadas a estufa para
determinar peso seco (g) y calcular el area foliar especifica (AFE,) de cada hoja

segun la siguiente férmula: AFE (cm? g7) = AF (cm?) / Peso seco (g)

1.2.6. Tamafio medio de la hoja (tamafio hoja, cm?): se calculé como el

promedio del tamafio de las hojas muestreadas para calcular el AFE.

30



Tesis doctoral | Capitulo 1

1.2.7. Area foliar total (AF, cm?): En el muestro destructivo de verano, el
AF de cada planta se estimd mediante la multiplicacion de la MSnojas por el AFE
(AF verano). En las determinaciones de consumo de agua, el drea foliar total se
calculd como la multiplicacion entre el nimero de hojas de cada planta por el

tamano medio de la hoja del clon.

1.2.8. Duracion de area foliar (DAF, m? dia): Finalizada la estacion de
crecimiento, se calcul6 la DAF. Se considerd la fecha de brotacién y abscision de
cada clon, fechas en las que se considerd area foliar igual a cero. A lo largo de la
estacion de crecimiento se conté con el drea foliar en 4 fechas: 3
correspondientes a la medicion de consumo de agua, y otra correspondiente al
muestreo destructivo de verano. Se graficd area foliar en funcidn de los dias. La
duracion de drea foliar para cada clon es el area debajo de la curva. Para
determinar la eficiencia foliar (EF, g m? dia'), la MSwtw (g) al final de la
temporada se dividio por la DAF (m? dia). La eficiencia foliar en la generacion
de tallo (EFt, g m? dia™) se calculé6 como el cociente entre la MSeuo (g) en el

invierno y la DAF (m? dia).

1.2.9. Intercambio gaseoso foliar: se midié la tasa fotosintética a
saturacion luminica (Asat, umol CO2 m? s?), en 5 plantas por clon, a 25 °C y
1500 umol m? s de densidad de flujo de fotones fotosintéticos (DFFF) y 360
ppm de CO: con un Analizador de Gases por Infrarrojo (IRGA) (Ciras 2,
PPSystem, Amesbury, Estados Unidos). Ademads, se registr6 el valor de
conductancia estomatica (gs, mmol m? s?) y de eficiencia intrinseca en el uso

del agua (WUEi) durante el mediodia.

1.2.10. Clorofila y carotenoides: Se tom¢ un disco de 5 mm de diametro,
de hojas completamente expandidas, de 3 o 4 plantas por clon para estimar la

concentracion de clorofila (clorofila total, pg ml?!) y de carotenoides
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(carotenoides, pg ml?) mediante extraccion con 1 ml de N,N- dimetilformamida
durante 48 horas en oscuridad, y lectura por espectrofotometria (Wellburn,
1994). Luego se estimd la concentracion de clorofila segun las siguientes
férmulas:

Claa (ug ml'") = (11,65 Asss— 2,69 Ass7)

CIb (ug ml) = (20,81 Assz — 4,53 Asss)

Clorofila total (ug ml') =cla + clb

Carotenoides (g ml™) = ((1000 Asso— 0,89 Cla — 52,02 CIb)/245)
Donde Ass7, Aces y Aaso es la absorbancia en las longitudes de onda de 647 nm
(maxima absorbancia de la clorofila a), 664 nm (maxima absorbancia de la
clorofila b) y 480 nm respectivamente; Cla y Clb es la concentraciéon de clorofila
a (ug ml) y clorofila b (ug ml?) respectivamente. La concentracion de clorofila

se expreso en base al drea foliar (ug cm2).

1.2.11. Consumo de agua (consumo H:0O, kg): Se determino el consumo
de agua en 5 plantas de cada clon en 3 momentos distintos de la estacion de
crecimiento. Las mediciones fueron en noviembre de 2017 (plantas pequenas),
marzo de 2018 (plantas grandes) y abril de 2018 (comienzo de senescencia). Para
determinar el consumo de agua se procedid a regar hasta capacidad de campo
las macetas, embolsarlas para disminuir al minimo posible la evaporacién
directa desde el suelo y dejarlas sin riego durante 72hs. Luego del riego, se
registro el peso de cada planta y maceta con una balanza de precision de 0,1 kg
(P1). Una vez transcurridas las 72 hs sin riego se volvieron a pesar (P2). La
diferencia entre P2 y P1 representa el agua consumida en ese periodo de
tiempo. Para poder estimar el area foliar de cada planta, se registr6 el nimero
de hojas de cada planta y se lo multiplico por el tamafio medio de hoja (cm?)
promedio de cada clon. Se determin6 el consumo de agua horario (kg h?) y la
tasa transpiratoria (kg cm? h). Se grafico el consumo de agua a lo largo de los

dias, y se asumidé un incremento lineal entre fechas de medicion para

32



Tesis doctoral | Capitulo 1

determinar el consumo de agua acumulado (consumo H:0O, kg) durante la
temporada de crecimiento. Se relaciono la MSewta en el invierno por el consumo

H:O, para determinar la eficiencia en el uso del agua (WUE).

1.2.12. Conductividad hidraulica del tallo (kh, g cm s? MPa?): Se
determiné la kh con un perfusor multicanal segtin la metodologia descripta por
Fernandez et al. (2010), en ambos momentos de muestreo y en la totalidad de
plantas muestreadas (kh verano y kh invierno). Se utilizaron segmentos de tallo
de 14 cm de longitud, tomados a 5 cm de la insercion en la estaca y obtenidos a
partir de cortes bajo el agua para evitar la formacion de nuevos embolismos por
entrada de aire. La longitud del segmento duplica el largo méaximo de vasos
estimado (Brodribb y Feild, 2000). La perfusion se realizo con agua destilada
mediante un conductimetro multicanal con un gradiente de presion (AP) de
0,00981 MPa generado a partir de una columna de agua de 1 m. Los tallos se
conectaron al perfusor y se utilizé teflon para evitar pérdidas en la union y,
luego de la estabilizacion del flujo de agua, se recolectd el agua que perfundié
de cada tallo durante 1 minuto. El agua recolectada en cada medicion se pesd
con una balanza de precision 0,001 g. Finalmente, se estim¢ la kh mediante la
siguiente formula: kh (g cm s MPa') = Q L / AP, donde L es la longitud del
segmento de tallo, Q es el volumen que lo atraviesa por unidad de tiempo y AP
es, como se menciono anteriormente, la diferencia de potencial generado por la
columna de agua entre ambos extremos del sistema. Luego, kh se estandarizo
dividiéndola por la seccién transversal del tallo (AT, m?) para calcular la
conductividad especifica (ks verano y ks invierno), y por el area foliar de la
planta (AF, cm?) para calcular la conductividad foliar especifica (kl verano)
segun las siguientes ecuaciones: ks (g cm™ s MPa') =kh / AT; kl (g cm™? s MPa-
)=kh/AF.

Para estimar la superficie conductiva del tallo, AT, se midio el didmetro sin

corteza en dos posiciones perpendiculares entre si en cada extremo y se
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promediaron ambos extremos del segmento de tallo. Se descontd la superficie
ocupada por la médula dado que no es conductiva y su influencia puede ser

relevante en tallos anuales.

1.2.13. Conductancia hidraulica de la hoja (Knjs, kg MPa?l s?): Se
determiné la Knoja de 3 hojas completamente expandidas de plantas distintas de
cada clon durante el muestreo de verano. Esto se realizo con el método de flujo
hidraulico por caida de presién (Melcher et al., 2012). Este método consiste en la
generacion de un gradiente de presion, el paso de agua a través de un sistema
de un conducto con resistencia conocida y el registro de la presion antes y luego
de la resistencia conocida. En primera instancia se registra la presion de agua
que tiene el sistema cuando estd desconectado de la hoja a medir, para luego
registrar la presion de agua con el sistema conectado al extremo del peciolo.
Como la hoja tiene un potencial negativo, aumenta el flujo a través la resistencia
conocida hacia la hoja, y la presién a la salida de la resistencia disminuye. Una
vez que se midieron las presiones, se midio el potencial hidrico de la hoja (V)
con una camara de presion tipo Scholander (BioControl, Buenos Aires,
Argentina). De este modo, se puede conocer la conductancia hidraulica (K) de la
hoja. Los valores de Knoja fueron estandarizados por el peso seco (PSiimina) y drea
de la ldmina foliar (AFumina) medida con fotografias digitales que fueron
analizadas con el programa CMEIAS- Image Tool. Asi se obtuvieron los

cocientes Khoja (kg MPa! S_l)/PSlémina (kg) y Khoja (kg MPa! S_l)/AFlémina (sz).

1.2.14. Modelos de regresion lineal multiple: Para determinar las
relaciones entre distintas variables medidas durante el ensayo y poder explicar
el funcionamiento ecofisioldgico de los dlamos, se desarrollaron modelos de
regresion lineal multiple para las variables indice volumétrico (IVio, cmd),
consumo de agua acumulado (consumo H20, kg), contenido total de nitrégeno

(CTN, g), contenido total de fosforo (CTP, g) y eficiencia foliar (EF, g m? dia™),
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todas las variables al final de la temporada de crecimiento. Para cada modelo,
se incluyeron como regresoras las medias por clon de 6 a 10 variables que se
enumeran a continuacién junto con la abreviatura utilizada para cada una:

Para la variable respuesta indice volumétrico (cm?), fueron incluidas como
regresoras aquellas variables que permiten integrar los conceptos de uso del
agua, uso de la luz y uso de los nutrientes: 1- AF verano, 2- WUE, 3- consumo
H20, 4- Knoja, 5- clorofila total, 6- Asat, 7- dias con hojas, 8- kh invierno, 9- Nhojas ¥
10- Phojas.

Para la variable respuesta consumo de agua acumulado (kg) fueron
incluidas en el modelo variables que expresan caracteristicas morfoldgicas y
fisioldgicas de los 6rganos de absorcion y transpiracion de agua: 1- tamafio hoja,
2-n° estomas, 3- DAF, 4- MSraices, 5- Knoja, 6- kh invierno y 7- gs.

Para predecir los contenidos totales de N y P, fueron incorporadas a los
modelos como regresoras las variables relacionadas con los compartimentos de
la materia seca y la actividad fotosintética. Para determinar la relaciéon entre
ambos nutrientes, cuando el contenido de uno era la variable respuesta, el
contenido del otro fue incluido como variable regresora. Contenido total de
nitrégeno (g): 1- DAF, 2- IVno invierno, 3- MSraices, 4- dias con hojas, 5- CTP, 6-
Asat. Contenido total de fdsforo (g): 1- DAF, 2- IVuio en invierno, 3- MSraices, 4- dias
con hojas, 5- CTN, 6- Asat.

Para expresar 2 de las funciones fundamentales de las hojas, cuando se
model6 la respuesta de la eficiencia foliar (¢ m? dia?), se incorporaron al modelo
aquellas variables relacionadas con el aparato fotosintético y la transpiracion: 1-
clorofila total, 2- Nhojas, 3- Phojas, 4- gs, 5- consumo H20, 6- kl verano, 7- RTR.

Se corrieron 50 modelos que fueron ordenados segun AIC (Akaike
Information Criterion). Se seleccionaron 2 modelos para cada variable estimada:
el mejor modelo seguin el ranking de menor AIC y el mejor modelo con menor
cantidad de variables regresoras posible. Para este segundo modelo, se tuvo en

cuenta que el R? sea similar al del mejor modelo del ranking de AIC.
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1.2.15. Analisis estadistico: Los datos se analizaron mediante andlisis de
varianza (ANOVA factorial), y se considerd como factor de clasificacion al clon.
En el caso de encontrarse diferencias significativas, las medias se contrastaron
con el test de comparacion de medias Tukey (p <0,05). Todos los analisis se

realizaron con el software InfoStat versién 2020 (Di Renzo et. al., 2020).
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1.3 - RESULTADOS

El resumen de todas las variables medidas en este capitulo se reporta en
el anexo (Tabla A.1). Alli se informa el ntimero total de observaciones (N); la
media y desvio estandar (D.E.); el minimo (Min) y maximo (Maéx); y los
estadisticos F y p-valor para cada variable.

Se observaron diferencias entre clones en altura y DAC, tanto en el
muestreo de verano, como al final de la temporada de crecimiento (invierno). El
clon de mayor altura y DAC en invierno fue el A129. El ritmo de crecimiento a
lo largo de la temporada fue variable, evidencidndose clones con alta tasa de
crecimiento inicial, que luego disminuye en meses posteriores, y clones con un
comportamiento inverso. TRI es el clon con mayor DAC y uno de los mas altos
al finalizar el muestreo de verano. Sin embargo, finaliza la temporada como el
clon con menor DAC. Por otra parte, el clon CAR tiene un crecimiento inicial
moderado, pero termina la temporada dentro de los clones mas altos. Otros
clones sostienen un ritmo de crecimiento homogéneo (e.g. NAN, HOV, PAY)

(Tabla 1.2).
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Tabla 1.2. Valores promedios de didmetro a la altura del cuello (DAC, mm),
altura (H, m) y de la diferencia en el indice volumétrico (A IViio, cm?) entre los
muestreos de verano e invierno, para los 10 clones analizados. Los valores entre
paréntesis corresponden al desvio estandar. Las letras distintas indican
diferencias significativas (p <0,05) entre clones.

Verano Invierno

Clon DAC H DAC H A IViano
A129 14,03 (£1,19) od 1,90 (z0,15) e 20,90 (£2,24) b 2,73 (¢0,31) d 832
CAR 12,24 (#0,95) ab 1,52 (£0,18) ab 18,18 (+1,74) a 2,45 (+0,11) bc 584
GUA 12,82 (+0,96) abcd 1,78 (+0,11) cde 17,85 (+0,62) a 2,38 (x0,14) bc 466
HOV 12,57 (+0,53) abcd 1,39 (x0,08) ab 18,80 (£1,30) ab 2,06 (+0,17) a 516
NAN 12,06 (+0,73) a 1,42 (z0,15) ab 17,86 (£1,69) a 1,88 (+0,20) a 403
NAC 13,76 (£1,16) bed 1,68 (+0,07) bed 17,64 (£1,73) a 2,05 (+0,30) a 331
PAY 13,05 (£1,36) abcd 1,63 (+0,12) bcd 17,50 (£1,41) a 2,01 (+0,18) a 343
PYT 13,14 (x0,85) abcd 1,41 (x0,08) a 18,16 (x1,17) a 2,00 (£0,10) a 417
R22 12,93 (0,77) abcd 1,84 (x0,09) de 18,72 (£2,98) ab 2,68 (x0,28) cd 676
TRI 14,22 (+0,75) d 1,72 (£0,08) cde 17,06 (£1,77) a 2,01 (x0,18) a 249
F 4,73 20,41 4,73 25,36

p 0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001

La materia seca de tallos, hojas y raices fue significativamente diferente

entre los clones, en ambos muestreos. También se observo variabilidad entre

clones en el cociente entre la MSto y la MSrices (RTR). Los clones HOV y PAY

poseen la mayor proporcion de raices respecto del tallo, mientras que el clon

CAR se encuentra en el otro extremo con un sistema radical menos desarrollado

(Figura 1.2).
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Figura 1.2. Materia seca total (MStwt) y por compartimentos (MStiio, MShojas ¥
MSraices) para los muestreos de verano (arriba) e invierno (abajo). Los niimeros
en los margenes superiores indican el valor de MSwti (g). Los nimeros en los
margenes inferiores indican el valor del indice RTR. Las letras diferentes
indican diferencias significativas (p <0,05) entre clones para un mismo
muestreo.
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Al realizar los modelos de regresion multiple para estimar el indice
volumétrico (IVen,, cm?®), se observd que el mejor modelo segiun AIC incluia
todas las variables, excepto WUE y Khoa. Al observar el mejor modelo con
menor numero de variables regresoras posible, se determind que el IV en el
invierno se relaciona positivamente con el drea foliar del verano (AF verano), la
fotosintesis neta (Asat), los dias con hojas y la concentracion de nitrégeno en las
hojas (Nhojas). Por otro lado, la correlacion fue negativa con el consumo de agua
acumulado a lo largo de la temporada (consumo H:0), la WUE vy la clorofila
total (Tabla 1.3). Cabe mencionar que al ordenarlos segun AIC, no se
identificaron modelos con menos de 7 variables dentro de los primeros 20 del

ranking.

Tabla 1.3. Modelo de regresidon multiple para la estimacion del indice
volumétrico de tallo (IViwio, cm?) al final de la temporada de crecimiento. Se
presenta el mejor de 50 modelos segin orden por menor AIC (1°) y el mejor
modelo con menor cantidad de variables regresoras posible (5°). Las unidades
en que se expresa cada variable se presentan en la Tabla A.1.

Orden Modelo AIC R? F p
IViao (cm3) =
-11355,23
+ 0,69 (AF verano)

- 26,04 (consumo H20)
- 59,50 (clorofila total)
1° +78,73 (Asat) 64,23 1,00 887 0,026
+ 23,56 (dias con hojas)

+ 8,52 (kh invierno)
+2568,42 (Nhojas)
+0,6 (Phojas)

Variables excluidas: WUE y Knoja
IVtaioe (cm?) =
-10262,76
+ 0,38 (AF verano)

- 1069635 (WUE)
5° - 20,24 (consumo H20) 89,36 0,99 134 0,007
+ 97,36 (Asat)

+ 35,84 (dias con hojas)
- 41,51 (clorofila total)
+1808,79 (Nhojas)
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La duracion de la temporada de crecimiento fue diferente para cada clon:
el clon CAR tuvo menor cantidad de dias con hojas (260 dias) y el A129 tuvo
mayor duracién de la temporada de crecimiento (283 dias) (Figura 1.3). Se
observé gran amplitud en los valores de duracion del area foliar (DAF) media
que vari6 entre 59 m? dia y 108 m? dia para el clon CAR y PYT, respectivamente
(Figura 1.4). Por otra parte, en el verano se observaron diferencias entre clones
en el drea foliar especifica (AFE) y drea foliar total (AF): el clon R22 tuvo mayor
AFE y el clon PYT tuvo mayor AF. La relacion entre la materia seca al final de la
temporada con la DAF, fue expresada como eficiencia foliar (EF) y vari6 entre
1,59 g m? dia'y 2,61 g m? dia! (Tabla 1.4). La concentracion de clorofila total en
hojas durante el verano varié entre 1545 pg cm? y 27,83 ug cm?
correspondientes a los clones CAR y TRI respectivamente. No hubo diferencias
significativas en la concentracion de carotenoides, ni en la relaciéon entre

clorofila a y clorofila b (Tabla 1.5).

TRI 263 a

R22 274 bed
PYT 279d
N 267 ab
NAC L o e e e e - 206 ab
A 277 cd
By e 277 cd
GUA 268 abc

CAR 260 a
A129 283 d

JUL AGO SEP OCT NOV DIC ENR FEB MAR ABR MAY JUN

Figura 1.3. Linea de tiempo representativa de los dias con hojas
correspondientes a cada clon. Los numeros sobre las lineas representan el
promedio de dias comprendidos entre la fecha de brotacion y la fecha de
abscision foliar. Las letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05)
entre clones.
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Figura 1.4. Desarrollo del area foliar (AF) en cm? a lo largo de la temporada de
crecimiento (dias) para cada uno de los clones evaluados. Los nimeros entre
paréntesis representan el area debajo de la curva (m? dia) que corresponde a la
duracién del area foliar (DAF) media de cada clon.

Tabla 1.4. Valores medios de area foliar especifica (AFE, cm? g') y area foliar
(AF verano, cm?) durante el muestreo de verano para los 10 clones evaluados.
Los valores entre paréntesis corresponden al desvio estandar. Las letras
distintas indican diferencias significativas (p <0,05) entre clones. La eficiencia
foliar (EF, g m* dia?) es la relacion entre la MSwta media al final de la temporada
y la DAF, y eficiencia foliar en la generacion de tallo (EF:;, g m? dia?) es el
cociente entre la MStuio media al final de la temporada y la DAF, para cada clon.

Clon AFE AF verano EF EF:
A129 157 (7) ab 4138 (+670) bc 2,61 1,66
CAR 152 (£2) ab 3167 (+495) a 2,45 1,69
GUA 157 (x6) ab 3162 (+391) a 2,14 1,17
HOV 148 (£11) a 3257 (£528) a 2,27 1,01
NAN 151 (¢11) ab 3544 (+518) abc 1,92 0,92
NAC 146 (£10) a 3944 (£306) abc 1,76 0,90
PAY 145 (+12) a 3438 (£545) ab 1,80 0,80
PYT 149 (£11) ab 4314 (£576) ¢ 1,59 0,77
R22 165 (£10) b 3646 (£360) abc 2,25 1,28
TRI 153 (£11) ab 3631 (£179) abc 2,00 1,03
F 2,69 5,36

p 0,0097 <0,0001
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Tabla 1.5. Valores medios de concentracion de clorofila total (ug cm?) y
carotenoides (ug cm?), y de la relacion entre clorofila a y clorofila b, en hojas de

verano para cada uno de los clones evaluados. Los valores entre paréntesis

corresponden al desvio estandar. Las letras distintas indican diferencias
significativas (p <0,05) entre clones.

Clon Clorofila total Carotenoides Clorofl.la al
Clorofila b

A129 20,39 (x7,51) ab 2,69 (£1,05) a 2,16 (£0,26) a
CAR 15,45 (+8,25) a 2,70 (21,27) a 2,20 (20,32) a
GUA 25,87 (x1,75) ab 4,00 (£0,21) a 2,28 (+0,10) a
HOV 19,70 (x6,72) ab 3,06 (+1,09) a 2,01 (x0,20) a
NAN 15,47 (£5,99) a 2,59 (£0,96) a 2,17 (£0,33) a
NAC 20,58 (+6,97) ab 3,13 (x0,93) a 2,27 (+0,24) a
PAY 18,14 (+3,61) ab 3,23 (x0,96) a 2,47 (x0,22) a
PYT 15,94 (£5,02) ab 2,54 (£0,96) a 2,20 (£0,34) a
R22 25,10 (24,39) ab 3,37 (x0,92) a 2,35 (+0,17) a
TRI 27,83 (x5,05) b 4,13 (+0,84) a 2,28 (+0,07) a
F 2,96 1,72 1,33

p 0,0085 0,1157 0,2515

La fotosintesis neta a saturacion luminica (Asat) (PAR=1500 umol fotones

m? s?) fue significativamente diferente entre clones, con un rango de variacién

entre 7,78 umol m? s y 15,27 umol m? s'. El menor valor corresponde al clon

NAC, mientras que el maximo al clon R22, y los demas clones tienen valores

intermedios que no difieren de ninguno de los dos. La eficiencia intrinseca en el

uso del agua (WUEi) y la conductancia estomatica (gs) no fueron

significativamente diferentes entre clones (Tabla 1.6).
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Tabla 1.6. Valores medios de fotosintesis neta a saturacién luminica (Asat, pmol
m? s1), conductancia estomatica (gs, mmol m? s?) y eficiencia intrinseca en el
uso del agua (WUEi, mmol CO: umol! H20), para cada uno de los clones
evaluados. Los valores entre paréntesis corresponden al desvio. Las letras
distintas indican diferencias significativas (p <0,05) entre clones.

Clon gs Asat WUEIi

A129 176 (+124) a 12,89 (+4,63) ab 512 (+1,16) a
CAR 133 (#80) a 9,75 (+4,75) ab 3,97 (¥1,60) a
GUA 148 (+84) a 12,05 (£3,82) ab 464 (£1,34) a
HOV 187 (+106) a 12,82 (+3,60) ab 4,87 (+1,55) a
NAN 171 (#83) a 11,17 (¢1,77) ab 3,83 (¥1,12) a
NAC 122 (#86) a 7,78 (£5,73) a 3,87 (+1,89) a
PAY 124 (#80) a 10,49 (#5,79) ab 4,48 (£1,52) a
PYT 141 (+58) a 9,85 (+1,82) ab 417 (£1,58) a
R22 195 (¥110) a 15,27 (#4,13) b 524 (¥1,24) a
TRI 143 (+113) a 10,48 (+6,42) ab 440 (+1,41) a
F 0,82 2,27 1,28

p 0,5976 0,0236 0,2568

La eficiencia foliar (EF) fue explicada por un importante ntiimero de
variables y el mejor modelo segin menor AIC determind que la conductividad
hidraulica foliar especifica en el verano (kl verano) y la concentracién de N en
hojas del mismo momento, fueran excluidas. Con el 2° mejor modelo (menor
cantidad de variables regresoras) (p <0,05) fue posible determinar la relacién
positiva de la EF con la fotosintesis neta a saturacion (Asat) y la concentracion
de fésforo en las hojas del verano (Pnojas). Ademads, se determind que la
conductancia estomatica (gs) y el consumo hidrico acumulado (consumo H20)
se relacionan negativamente con la EF. Con este modelo el R? es también muy
alto, pero se logra un p-valor menor y apenas un punto de caida en el AIC, lo

que lo vuelve mas parsimonioso que el anterior (Tabla 1.7).
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Tabla 1.7. Modelo de regresion multiple para la estimacion de la eficiencia foliar
en la fijacion de materia seca al final de la temporada de crecimiento. Se
presenta el mejor de 50 modelos segtin orden por AIC (1°) y el mejor modelo del
ranking, con menor cantidad de variables regresoras (2°).

Orden

Modelo

AIC

R2

10

Eficiencia foliar (g m* dia?) =
4,82

+0,16 (Asat)

-0,02 (clorofila total)

+0,0018 (Projas)
-0,02 (gs)

-0,03 (Consumo H:0)

-0,29 (RTR)

Variables excluidas: kl enero, N
hojas.

-4,46

0,92

5,70

0,0907

20

Eficiencia foliar (g m* dia?) =
3,43
+0,09 (Asat)
+0,0012 (Phojes)
-0,01 (gs)
-0,02 (consumo H20)

-3,44

0,87

8,14

0,0205

La conductancia hidrdulica de

las hojas (Khoa) en verano fue

significativamente diferente entre los clones TRI, NAN, HOV y el clon PYT. No

se encontraron diferencias en la relacion entre Knoja y el tamafio de las hojas,

pero se encontraron diferencias al relacionar Knoja con el peso seco de dichas

hojas. HOV y NAN fueron los clones con valores mas altos, mientras que el

minimo fue para R22, mientras que el resto de los clones tuvieron valores

intermedios que no diferen con esos tres clones (Tabla 1.8).
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Tabla 1.8. Valores medios de conductancia hidrdulica de hojas (Knoja, kg MPa s7)
en verano y de la relacion entre la conductancia hidrdulica con el drea (AFumina,
cm?) y peso seco de la lamina foliar (PSimina, kg). Los valores entre paréntesis
corresponden al desvio estandar. Las letras distintas indican diferencias
significativas (p <0,05) entre clones.

Clon Khoja Khoja / AF1amina Khoja / PSiamina
A129 4 E-06 (+1E-06) ab 2 E-04 (z1E-04) a 5 E-03 (x7E-04) ab
CAR 4 E-06 (z9E-07) ab 3 E-04 (x1E-04) a 5 E-03 (+1E-04) ab
GUA 4 E-06 (+2E-06) ab 3 E-04 (z1E-04) a 4 E-03 (+2E-03) ab
HOV 2 E-06 (+5E-07) a 1 E-04 (+2E-05) a 2 E-03 (+3E-04) a
NAN 2 E-06 (+6E-07) a 1 E-04 (£5E-05) a 2 E-03 (+8E-04) a
NAC 4 E-06 (x1E-06) ab 2 E-04 (£8E-05) a 3 E-03 (+8E-05) ab
PAY 3 E-06 (x7E-07) a 2 E-04 (z7E-05) a 3 E-03 (x7E-04) ab
PYT 7 E-06 (+3E-06) b 3 E-04 (x2E-04) a 5 E-03 (+2E-03) ab
R22 4 E-06 (+2E-07) ab 4 E-04 (£5E-05) a 1 E-02 (x9E-04) b
TRI 3 E-06 (+2E-07) a 2 E-04 (£3E-05) a 3 E-03 (+5E-04) ab
F 3,27 2,04 3,60

p 0,0131 0,0891 0,0081

Tanto la conductividad hidraulica del tallo (kh), como la conductividad
hidraulica especifica (ks) y conductividad hidraulica foliar especifica (kl) fueron
significativamente diferente (p <0,05) entre clones, para ambos momentos de
muestreo (Tabla A.2). Los valores de kh en el verano fueron desde 37,9 g cm s
MPa correspondiente al clon NAN, hasta 82,6 g cm s MPa! del clon TRI. En el
muestreo de invierno se determinaron valores de kh entre 20,2 g cm s' MPa
(clon R22) y 86,3 g cm s MPa! (clon TRI) (Figura 1.5). Algunos clones tuvieron
diferencias significativas (p <0,05) entre kh durante el verano y kh al final de la
temporada de crecimiento. En estos casos, la conductividad siempre fue menor
luego de la abscision foliar que durante el verano. Los valores de ks en el
verano variaron entre un minimo de 50 g cm™ s' MPa! y un méaximo de 93,7 g
cm?® st MPa?, correspondientes a los clones A129 y HOV respectivamente
(Figura 1.5). Todos los clones disminuyeron significativamente la

conductividad hidrdulica especifica hacia el muestreo de invierno (Tabla A.2).
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Figura 1.5. Relacién entre la conductividad hidraulica (kh, g cm s MPa) y la
conductividad hidrdulica especifica (ks, g cm™ s MPa?) del tallo, para los 10
clones evaluados en los muestreos de verano e invierno.

El consumo de agua varid significativamente entre clones: el clon que

mads agua consumio a lo largo de la temporada de crecimiento fue R22 (156 kg)

mientras que el de menor consumo fue TRI (129 kg) (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Curvas de consumo de agua a lo largo de la temporada de
crecimiento. Los valores en el grafico representan el consumo de agua
acumulado durante la temporada de crecimiento, correspondiente al area bajo
cada una de las curvas, para para los 10 clones evaluados. Las letras distintas
indican diferencias significativas (p <0,05) entre clones.

Para estimar el consumo de agua acumulado (kg) a lo largo de la
temporada, tanto el mejor modelo segiin menor AIC (1°), como el modelo con
menor numero de regresoras posibles (11°) fueron significativos (p <0,05). El
consumo hidrico se relaciond positivamente con la capacidad de conducir agua
de las hojas, expresada en la variable conductancia hidraulica (Knoja). Ademas,
se determind que a mayor materia seca de raices (MSries), mayor fue el
consumo de agua, a pesar de que en el primer modelo el MSrics fue excluido del
analisis. Por otro lado, el tamafio de la hoja se relacioné de forma negativa con
el consumo hidrico, determinando que hojas mas grandes derivan en un menor
consumo. Cabe mencionar que, al seleccionar el 11° modelo se obtiene un

modelo mds simple con apenas 3 variables regresoras (Tabla 1.9).
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Tabla 1.9. Modelo de regresion multiple para la estimacion del consumo de
agua acumulado a lo largo de la temporada de crecimiento. Se presenta el mejor
de 50 modelos segin orden por AIC (1°) y el mejor modelo con menor cantidad
de variables regresoras (11°).

Orden Modelo AIC R? F p
Consumo de agua (kg) =
81,71
— 0,27 (tamanio hoja)
+0,71 (DAF)
+4218722,52 (Khoja) 65,24 094 | 11,72 0,0167
-0,19 (kh invierno)
+0,04 (gs)
Variables excluidas: n° estomas,
M Sraices.
Consumo de agua (kg) =
106,48
11° -0,32 (tamano hoja) 70,78 | 0,83 10,05 0,0094
+9687824,63 (Khoja)
+ 0,44 (MSraices)

10

La concentracidn de nitrégeno (%) en hojas, tallos y raices no varié entre
clones durante el muestreo de verano. La concentracién en los tallos tampoco
varid entre clones en el invierno. Sin embargo, se observaron diferencias en las
hojas senescentes y en las raices al final de la temporada de crecimiento. El clon
CAR fue el que mayor concentracion de N en hojas senescentes tuvo (1,47%) y
los clones NAN, NAC, PAY, PYT y TRI tuvieron los menores valores con un
promedio de 1,04%. La concentracion de nitrégeno en raices fue similar para
todos los clones en el verano, con valores entre 1,06% y 1,29%. Para el invierno,
las raices tenian entre 0,87% y 1,28%, con diferencias significativas (p <0,05)
entre clones (Tabla A.3).

Al comparar los momentos de muestreos, se observé una disminucién en
la concentracion de nitrogeno en hojas senescentes en todos los clones, con un
rango de variacion entre -28% y -49% respecto de la concentracion en verano. A

su vez, los clones tuvieron un aumento en la concentracion de N en tallos en el
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invierno, a excepcion del clon HOV que mantuvo valores similares al verano.
Los clones HOV, NAN, PAY y PYT tuvieron menor concentracion de N en
raices en el invierno, en comparacién con el verano, mientras el resto de los
clones mantuvo concentraciones similares en ambos momentos (Tabla A.3).

El contenido total de nitrogeno (CTN, g) al final de la temporada de
crecimiento fue variable entre clones. E1 A129 present6 los mayores valores de
captura de nitrogeno en el tallo y las raices (2,55 g), mientras que el TRI tuvo un
contenido total de 1,40 g en el mismo periodo de crecimiento. Ademas, hubo
diferencias en la compartimentalizacion de dicho nitrégeno. El clon CAR tuvo
el menor contenido de N en raices y uno de los valores mas altos de contenido
de N en tallo. El A129 se destaca sobre el resto en la captura de N en el tallo,
pero no se diferencia de los demads clones en el contenido de N en raices (Figura
1.7).

Se determind la relacién del contenido de nitrogeno al final de la
temporada de crecimiento con distintas variables: la relacion es positiva con el
indice volumétrico de tallo al finalizar la temporada (IVu), la duracién del area
foliar (DAF), la materia seca de raices (MSmies) y los dias de duracién de la
temporada (dias con hojas), mientras que es negativa con la fotosintesis neta a
saturacion luminica (Asat). Al analizar el modelo con menor numero de
regresoras, se mantienen la relacion positiva del contenido de N con el IV y el
peso de raices al fin de la temporada, y la relacion negativa con Asat. Si bien
este ultimo posee una importante diferencia en AIC respecto del primero,
mantiene un alto nivel de ajuste y reduce a la mitad las variables regresoras

(Tabla 1.10).
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Tabla 1.10. Modelo de regresién multiple para la estimacion del contenido total
de nitrégeno inmovilizado en el tallo y raices al final de la temporada. Se
presenta el mejor de 50 modelos segin orden por AIC (1°) y el mejor modelo
con menor cantidad de variables regresoras (5°).

Orden Modelo AIC R? F p
Contenido total nitrogeno (g)=
-0,66
+0,0017 (IVtano)
+0,0025 (DAF)
+0,0034 (M Sraices)
+0,0042 (dias con hojas)
-0,03 (Asat)

-0,72 (CTP)

Todas las variables fueron
incluidas

1° -54,67 1 874 0,0001

Contenido total nitrogeno (g)=
0,60
+0,0016 (IVtano)
+0,01 (MSraices)
-0,04 (Asat)

5° -36,24 | 0,99 302 <0,0001

La concentracion de fosforo en el verano fue similar para todos los clones
en cada compartimento. Las hojas verdes tuvieron entre 1600 y 2400 ppm de
fosforo; los tallos entre 1800 y 2600 ppm, y las raices entre 1200 y 1650 ppm. A
pesar de la amplitud de estos rangos, las diferencias no fueron significativas (p
>(0,05) entre clones. Al final de la temporada de crecimiento, variaron las
concentraciones de fosforo en hojas senescentes y raices, entre algunos clones.
El clon PYT fue el de menor concentracion de P en hojas senescentes con 1195
ppm, mientras que los clones TRI, NAC y R22 tuvieron entre 2100 y 2600 ppm
de fosforo en sus hojas, durante la abscisiéon foliar. Los clones con
concentraciones mas bajas de P en las raices, al final de la temporada, fueron
GUA, PAY y NAGC, con 1260, 1294 y 1304 ppm respectivamente. R22 fue el clon

con valores mas altos de concentracion de P en raices al final de la temporada
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(2172 ppm). Por otra parte, los tallos presentaron valores en un rango entre 1000
y 2000 ppm, sin diferencias significativas entre clones (Tabla A .4).

La concentracion de fésforo en las hojas senescentes se mantuvo en
valores similares al de las hojas verdes del verano, a excepcion de los clones
NAN y PYT que la redujeron significativamente hacia el invierno. Los clones
HOV, NAN, PAY y TRI tuvieron una disminucién en la concentracion de
fésforo en el tallo en el invierno al compararlo con el muestreo de verano. No
obstante, en los 6 clones restantes no hubo diferencias en la concentracion de
fésforo en el tallo entre ambos momentos de muestreo. Las raices al final de la
temporada de crecimiento tuvieron una concentracion de P similar al verano
(Tabla A.4).

El contenido total de fosforo (CTIP, g), luego de la abscision foliar, fue
muy variable entre clones. Esto se verifica al analizar tanto los valores de
retencion de P en el tallo, como en las raices y en la suma de ambos. Los clones
R22 y A129 fueron los que mayor cantidad de P retuvieron al final de la
temporada con 0,39 g y 0,36 g respectivamente. Por otra parte, el clon TRI,
retuvo apenas 0,17 g de fosforo en el tallo y las raices. Al igual que con el
nitrégeno, se observaron diferencias en la compartimentalizacion del fosforo:
los clones R22 y A129 no difirieron en el contenido total de fésforo, pero son
diferentes en el fésforo retenido en las raices, y es el R22 el que mayor valor
adquiere. El clon TRI estd en el extremo opuesto al A129 en cuanto al contenido
total de P. Sin embargo, no son significativamente diferentes en los valores de
contenido de P en las raices (Figura 1.7).

Los dos modelos de regresion multiple elegidos fueron significativos (p
<0,05) para determinar el contenido de fosforo al final de la temporada de
crecimiento a partir de las variables incluidas. El mejor modelo segun AIC,
establece que el mismo se relaciona positivamente con la DAF, el indice
volumétrico del tallo (IVeno), la materia seca de raices en el invierno (MSraices) y

la duracién de la temporada expresada en dias (dias con hojas). Sin embargo, se
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relaciona negativamente con el contenido de N en el invierno. El modelo con
menor cantidad de variables determina que el contenido de P sera mayor

cuanto mayor sea la DAF, el IVuio y la fotosintesis neta a saturacién luminica

(Asat) (Tabla 1.11).

Tabla 1.11. Modelo de regresién multiple para la estimacion del contenido total
de fésforo inmovilizado en el tallo y raices al final de la temporada. Se presenta
el mejor de 50 modelos segtin orden por AIC (1°) y el mejor modelo con menor
cantidad de variables regresoras (5°).

Orden Modelo AIC R? F p
Contenido total fosforo (g)=
-1,39
+0,0019 (DAF)
+0,00092 (IViaio)
+0,001 (MSraices)
+0,01 (dias con hojas)
-0,47 (CTN)

1° -39,90 | 0,95 14,68 0,0111

Variable excluida: Asat

Contenido total fosforo (g)=
-0,24
9° +0,0026 (DAF) -35,22 | 0,88 | 14,25 0,0039
+0,00023 (IValo)
+0,01 (Asat)

53



Tesis doctoral | Capitulo 1

R Tallo I Hojas I Raices
Ver: 09a 07 a 08a 08a 07a 08a 0.7a 08a 09a 08a
Inv: 26¢c  17ab 1.8ab 19ab 1l6ab l6ab 1l6ab 17ab 20b l4a

Contenido de nitrogeno (g)

Verano: Tallo: p= 0.0004 - Hojas: p= 0.03 - Raicess: p= 0.02 - CTn: p= 0.04
Invierno: Tallo: p <0.0001 - Raices: p= 0.01 - CTn: p <0.0001

Ver: 0.1bc 0.labc 0O.lab 0.1la 0.l1ab 0.lab O0labc 0labc 02c O0.labc

Inv: 04de 02ab 02ab 03bc 02ab 02ab 02ab 03cd 04e 02a

0.3 1

Contenido de fosforo (g)

Verano: Tallo: p <0.0001 - Hojas: p<0.0001 - Raices: p= 0.005 - CTf: p=0.0004
Invierno: Tallo: p <0.0001 - Raices: p <0.0001 - CTf: p <0.0001

A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI

Figura 1.7. Contenido de nitrégeno (arriba) y fosforo (abajo) en tallos, raices y
hojas en el verano; y tallos y raices en el invierno. En cada clon, la barra de la
izquierda representa el muestro de verano (ver), mientras que la de la derecha
representa el muestreo de invierno (inv). Los numeros en los margenes
superiores indican los valores de contenido total de nitrégeno (CTIN) y
contenido total de fosforo (CTP), para cada clon en ambos muestreos. Letras
distintas indican diferencias significativas (p <0,05) entre clones para un mismo

muestreo.
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Se determinaron las eficiencias en el uso del nitrégeno y el uso del
fésforo para los 10 clones y se observaron diferencias significativas (p <0,05)
para ambas variables. Los clones PYT y PAY se destacan sobre el resto por la
eficiencia en el uso del N con valores similares para ambos. Sin embargo,
difieren entre ellos, y con los demads clones, en la eficiencia en el uso del P. En
este caso, el clon PAY es también uno de los mas eficientes junto con el clon
GUA. Por su parte, los clones A129 y R22 son dos de los menos eficientes en el
uso de ambos nutrientes. Respecto de la eficiencia en la generacion de tallo a
partir del nitrégeno capturado (tallo/CTN), el clon CAR es el mas eficiente. En
el extremo opuesto se encuentran los clones NAN y PAY. Por otro lado, la
relacion tallo/CTP determina que el clon CAR es el mas eficiente en la
generacion de tallo por unidad de P retenida en la materia seca, al igual que
sucede con el nitrégeno. El clon R22 es poco eficiente en la generacién de tallo a
partir del P capturado, como lo es en la produccién de materia seca total (Tabla

1.12).

Tabla 1.12. Eficiencias en el uso del nitrégeno (Eficiencia N) y fésforo (Eficiencia
P), y relaciones entre la MSeuo al final de la temporada de crecimiento y el
contenido total de N y P (eficiencia en la generacion de tallo). Los valores entre
paréntesis corresponden al desvio estandar. Las letras distintas indican
diferencias significativas (p <0,05) entre clones.

Clon Eficiencia N Eficiencia P tallo /CTN tallo/CTP
A129 87 (+6) ab 622 (+64) b 55 (+6) ab 395 (+60) bc
CAR 84 (£7) ab 723 (+111) bed 58 (+6) b 500 (+81) d
GUA 94 (+8) abc 828 (+75) d 52 (6) ab 456 (x70) cd
HOV 102 (x14) bc 697 (x34) bc 46 (+13) ab 312 (+53) ab
NAN 96 (5) abc 762 (x60) cd 46 (+4) a 364 (+64) abc
NAC 96 (+6) abc 807 (x65) cd 49 (+5) ab 410 (£54) cod
PAY 104 (+10) ¢ 832 (+102) d 46 (+4) a 369 (+56) abc
PYT 104 (+30) c 616 (+142) b 51 (+18) ab 306 (+94) ab
R22 95 (+5) abc 492 (+67) a 54 (+6) ab 281 (+53) a
TRI 92 (+12) abc 748 (+84) cd 47 (+10) ab 389 (+85) bc
F 3,72 18,53 2,78 11,49

p 0,0004 <0,0001 0,0058 <0,0001
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1.4 - DISCUSION

El objetivo principal de este capitulo es caracterizar, en términos morfo-
tisioldgicos, 10 clones de dlamos comerciales del Bajo Delta del Rio Parana, para
determinar cudles realizan un potencial uso complementario de los recursos
(luz, agua y nutrientes). Este conocimiento permite ser mas eficientes en los
efectos de la combinaciéon de clones en el sitio: no solo se diversifica el rodal,
sino que se combinan clones con estrategias ecofisioldgicas diferenciales. El
sentido de la combinacion de clones no es solo la diversificacion en términos de
tener distintos productos o responder diferencialmente ante plagas o
enfermedades, sino también para el uso complementario de los recursos (Kelty,
2006) y las interacciones benéficas que puedan desencadenarse (Forrester y
Bauhus, 2016; Grossiord, 2019). Por eso, es importante entender el
funcionamiento de cada uno de los clones para evitar que la combinacion sea
contraproducente (disminuya el rendimiento en comparacion con rodales
puros) o sin cambios relevantes respecto del uso de los recursos. Por ejemplo, el
clon R22 posee varias caracteristicas similares al A129: crecimiento, drea foliar,
relacion tallo/raiz, materia seca de raices y clorofila total. La mezcla de A129 con
R22 permitiria la diversificacion genética del rodal —que posee un valor
intrinseco-, pero no tendria mayores efectos en la ocupacion del sitio. No harian
un uso complementario de los recursos, por lo que la competencia dentro del
rodal seria similar a un rodal puro. No obstante, la posibilidad de obtener
rodales mixtos con rendimientos similares a rodales puros es una muy buena
opcion (Ammer, 2019).

Las diferencias entre clones son mas o menos marcadas, dependiendo de
las variables que se consideren. Si se toma en cuenta la particion de materia
seca, se pueden identificar gran variabilidad entre clones. Los clones HOV y
PAY desarrollan sistemas radicales grandes, tanto en relacion al tallo que

generan, como en términos absolutos. Por otra parte, CAR es el clon con menor

56



Tesis doctoral | Capitulo 1

proporcion de raices en relacion al tallo, y con el menor peso seco de raices. Una
mayor particion a raices podria asociarse con la aclimatacion a periodos de baja
disponibilidad hidrica (Warren y Adams, 2005) o con una mayor capacidad de
absorcion de agua y nutrientes, a través de la exploracion del suelo (Lawlor,
2002; Donnelly et al., 2016). De hecho, los clones con mayor consumo de agua a
lo largo de la estacion de crecimiento son los que poseen mayor materia seca de
raices (Tabla 1.9). Sin embargo, podria indicar una menor eficiencia de su
sistema radical: estos clones demandan altas inversiones en materia seca de
raices para obtener los recursos necesarios, mientras que el clon CAR logra
mejores resultados en altura, con un sistema radical mdas acotado y con menor
consumo de nutrientes, tal como lo demuestra la elevada eficiencia en el uso del
N y P en relacién a la materia seca total y de tallo (Tabla 1.12). Aunque por otro
lado, un sistema radical poco desarrollado podria ser contraproducente en
momentos de restricciones hidricas (Costa E Silva et al., 2004), aspecto que se
analizara en el capitulo 3.

Teniendo en cuenta que Al29 es uno de los clones con mejores
rendimientos, no es casual que sea el clon mas difundido en la region del Bajo
Delta (Cortizo, 2005). Este clon desarrolla materia seca radical similar a otros
clones, pero tiene un gran crecimiento en tallo. Esto determina que en la
relacion tallo/raiz sea el que mas se asemeje al CAR, pero en términos absolutos
tenga mas raices. Es decir, el crecimiento del tallo se debe a una gran inversion
en materia seca en otros compartimentos: desarrolla un importante sistema
radical para la exploracion del suelo y es, ademads, uno de los clones con mayor
area foliar. Al relacionar la DAF o la MSrices con el tallo generado, se observan
indicadores de eficiencia similares al CAR, pero la via por la que cada clon llega
a dicho indicador es claramente distinta. Ambos clones pueden considerarse
competitivos, desde el punto de vista productivo, pero con un patrén de
exploracion del suelo diferente. Este desarrollo radical diferencial podria

considerarse como complementario en un rodal mixto: el clon A129 exploraria
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mas suelo, sin entrar en competencia con el CAR que posee un sistema radical
menos desarrollado. Por otro lado, las diferencias sustanciales en la extraccion
de nitrogeno y fésforo que hay entre CAR y A129 (Figura 1.7), evidencian que la
presencia del primero (menor extraccion) dejaria disponible mayor cantidad de
nutrientes para el segundo (mayor extraccion). Ademas, al final de la primera
temporada, ambos clones habrian logrado un crecimiento en altura
relativamente homogéneo (Tabla 1.2). De este modo, se evitaria que uno de los
dos colonice primero el sitio y el segundo quede relegado en la competencia por
luz. Mas aun, A129 brota mas temprano en la primavera y abscinde sus hojas
mas tarde que CAR (Figura 1.3) y desarrolla mayor area foliar (Figura 1.4), por
lo que ambos clones se diferencian también en la distribucién de la parte aérea
de la planta.

El mismo criterio podria aplicarse a la combinacién entre HOV y CAR,
ya que representan los valores maximo y minimo de peso seco de raices,
respectivamente. Pero en este caso, el crecimiento en altura tiene diferencias
mads marcadas al finalizar el primer afo. Si las diferencias en la cantidad de
raices se tradujeran en patrones de exploracion del suelo claramente diferentes
respecto de la profundidad que alcanza cada clon, se lograria una exploracion
del suelo complementaria, pero una colonizacidon del sitio mas heterogénea en
cuanto al perfil vertical del dosel. De todos modos, hay que tener en cuenta el
distanciamiento entre plantas para determinar el verdadero impacto de las
diferencias en crecimiento en el primer ano (DeBell y Harrington, 1997).
Ademads, es importante considerar que las caracteristicas competitivas del
sistema radical no estaran tinicamente definidas por la cantidad de raices, sino
también por su patron de distribucion espacial y de particion entre raices finas
y gruesas (Donnelly et al., 2016). Por lo tanto, la complementariedad entre
clones en la exploracion del suelo debe buscarse a partir de un andlisis integral

del sistema radical.
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Asi como se evidencian diferencias en la asignacion de la materia seca, se
observan diferencias clonales en variables relacionadas con el uso de la luz. El
clon CAR es uno de los clones con menor area foliar, el de menor duracion de la
temporada de crecimiento (dias con hojas) y, por ende, el de menor DAF. A
pesar de tratarse de clones originarios de latitudes similares (Luquez et al.,
2012), se observan diferencias en las fechas de brotacion y abscision foliar. Sin
embargo, a pesar de que CAR tiene 24 dias menos de duracion de la temporada
que A129 y al escaso desarrollo radical descripto anteriormente, se desempefia
como uno de los clones con mayor crecimiento en altura. De este modo, se lo
puede calificar como uno de los clones mas eficientes en el uso de los recursos,
en condiciones de buena disponibilidad hidrica. En el otro extremo, el clon TRI
posee valores elevados de area foliar y la mas alta concentracion de clorofila en
sus hojas. Sin embargo, resulta el clon con menor rendimiento al final de la
temporada, y evidencia una baja eficiencia en el uso de los recursos. Respecto
del consumo de agua, TRI es el clon con menores valores en la temporada, pero
en este caso no se debe a una alta eficiencia, sino a una baja tasa de crecimiento.

Ha quedado evidenciada la alta variabilidad existente entre clones, aun
entre aquellos de la misma especie. Esto se corresponde con trabajos previos en
otras especies que también verifican variabilidad clonal (Boyden et al., 2008;
Stovall et al., 2012; Donnelly et al, 2016). Sin embargo, es llamativo el
comportamiento similar que tienen algunos clones a pesar de tratarse de
especies distintas. En algunas variables, se asemeja mas un clon P. xcanadensis a
un clon P. deltoides, que a otro de la misma especie. Por ejemplo, el clon GUA
comparte muchas caracteristicas morfoldgicas y fisioldgicas con el clon R22:
altura y DAC en verano e invierno, relacion tallo/raiz, dias con hojas, area foliar
e indicadores de eficiencia foliar. También es similar el contenido total de
nitrégeno al finalizar el primer ano. Esto también ha sido mencionado
anteriormente respecto de la similitud en el uso de los recursos entre R22 y

A129. Sin embargo, GUA y R22 tienen diferencias significativas en el consumo
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hidrico a lo largo de la temporada y el contenido de fésforo al final. Es asi que, a
pesar de ser parecidos en un namero importante de variables, las diferencias
mencionadas permiten nuevamente pensar en un uso complementario de los
recursos. En este caso, la plantacion mixta compatibilizaria clones altamente
productivos, pero con distintos niveles de consumo hidrico. Ademas, la mezcla
R22-GUA permitiria reducir la extraccion de fosforo en comparacion con un
rodal monoclonal de R22. Esto resulta de gran interés en una regién donde los
suelos suelen tener altas concentraciones de fosforo total, pero el fosforo
disponible puede ser limitante debido a diferentes factores edaficos. La
disminucion de la competencia por recursos limitantes puede determinar
mejoras en los rendimientos (Boyden et al., 2008; Elferjani et al., 2014,
Moghaddam, 2014). Si esto se logra mediante la combinacion de clones, no
serian necesarias otras practicas como, por ejemplo, la aplicaciéon de
fertilizantes.

Es importante resaltar que los materiales genéticos utilizados en los
ensayos son clones comerciales. Es decir, han sido ponderados por su elevada
productividad y seleccionados en programas de mejoramiento. A pesar de ello,
mantienen una alta tasa de variabilidad, en términos morfologicos vy
fisiolégicos, que sirve de insumo para buscar un mejor uso de los recursos. El
establecimiento de rodales mixtos resulta una alternativa de diversificacién, no
solo compatible con un uso complementario de los recursos, sino también con el
mantenimiento o mejora de los niveles de rendimiento (Carter et al., 2020).

La medicion y estimacion de un numero tan significativo de variables
morfoldgicas y fisiologicas hace extenso su analisis por separado. Los modelos
de regresion lineal multiple permiten establecer relaciones entre una variable de
interés (e.g. indice volumétrico de tallo, consumo de agua) y variables
regresoras. A partir de los datos obtenidos en los 10 clones evaluados, se
pueden encontrar relaciones que permitan identificar las variables mas

relacionadas con una respuesta determinada, y posiblemente extrapolarlas a
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otros materiales genéticos. En términos generales, el IVio obtenido al final de la
estacion de crecimiento se relacioné positivamente con su capacidad
fotosintética, expresada en el area foliar, la fotosintesis neta y el tiempo que se
mantuvieron las hojas durante la temporada. Ademas, fue positiva la relacion
con las concentraciones de nitrogeno y foésforo en sus hojas. Esto se condice con
lo reportado para varias especies, incluidos los alamos, respecto de la relacion
positiva entre la concentracidn foliar de estos nutrientes y el crecimiento (Cooke
et al., 2005; Novaes et al., 2009; Sardans y Pefiuelas, 2013; Netzer et al., 2019). Sin
embargo, se contradice con lo reportado para especies del género Populus por
Zanewich et al. (2018), quien determind una relacion negativa entre la
produccion de tallo y el nitrogeno foliar. No obstante, el autor lo asocia a la
condicién limitante del N en su estudio. Ademads, la relaciéon positiva entre el
area foliar y el crecimiento en altura y produccion de materia seca fue reportada
para varias especies de dlamos (Ceulemans et al., 1992; Rae et al., 2004; Zhang et
al., 2004; Rovida Kojima et al., 2022).

Los genotipos mas productivos suelen estar asociados a una mayor
transpiracion (Zhang et al., 2004), y pueden ser también los mas eficientes en el
uso del agua (Gonzalez-Gonzalez et al., 2017). Sin embargo, en este estudio se
observa una relacion negativa entre el consumo de agua y la produccion de
tallo. Es decir, se trata de una especie que en general consume mucha agua,
pero esto no necesariamente impacta en el crecimiento (Rovida Kojima et al.,
2022). Debido a esto se pueden identificar clones que son mas conservadores
respecto del consumo hidrico, sin penalidad en el rendimiento. En resumen,
aquellos clones que posean mas drea foliar y mayores niveles de concentracion
de N en hojas tendran potencialmente mayor rendimiento en volumen de tallo.
Sin embargo, la mayor area foliar no implica necesariamente mayor consumo
de agua, de manera que la alta capacidad fotosintética estd relacionada
positivamente con el volumen de tallo producido, pero esto puede lograrse con

bajo consumo de agua.
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Respecto de la eficiencia foliar (i.e. la MS total producida al final de la
temporada en relacion a la duracion del area foliar), resultan determinantes
variables como la capacidad fotosintética de las hojas, expresada en los valores
de fotosintesis neta a saturacion, y la concentracion de P en las mismas. Al igual
que en el caso del volumen, la mayor eficiencia se logra con bajo consumo de
agua y conductancia estomatica. Esta relacion es importante porque, asi como
para lograr mds volumen se requiere mas drea foliar (mds hojas u hojas mas
grandes) y N foliar, la eficiencia de esas hojas en producir materia seca, esta
dada por la elevada tasa fotosintética de cada hoja y la concentracion de fésforo.
Esto es consistente con trabajos previos que reportan la importancia del P en la
definicion de la capacidad fotosintética y la produccion de materia seca (Lewis
et al., 2010). Estas dos relaciones indican que, en lo referente al uso de luz, el
mayor volumen no esta relacionado con la mayor eficiencia foliar y por lo tanto
podrian buscarse materiales que maximicen ambas caracteristicas. Sin embargo,
mayor volumen y mayor eficiencia foliar se logran siempre que haya menor
consumo de agua.

El agua que consume un clon a lo largo de la temporada puede ser una
variable de mucho interés, pero dificil de determinar si no se establecen ensayos
en condiciones controladas o si se trata de plantaciones a campo. Encontrar
diferencias clonales en el consumo hidrico seria valioso para el establecimiento
de rodales mixtos. Los modelos presentados permiten acercarse a estas
variables de interés: realizar un muestreo de raices y determinar la
conductancia hidraulica de la hoja y el tamafio de la hoja, permitiria estimar el
consumo de agua. Estas relaciones son importantes, especialmente si no es
posible determinar el consumo hidrico de forma directa (e.g. pesando las
macetas con plantas pequefias o determinando el flujo de savia en arboles
adultos). De este modo, se puede ver como la variabilidad fenotipica existente
entre clones no es solo variabilidad morfologica sino también variabilidad

fisiologica. El consumo de agua se relaciond positivamente con la conductancia
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hidraulica de las hojas y la materia seca de raices, y negativamente con el
tamano de las hojas. De nuevo, esta relacion indica que el area foliar total de la
planta no es fundamental en definir el consumo de agua, sino que lo es la
capacidad de explorar el suelo y dos caracteristicas a nivel de hoja individual:
su tamano y su capacidad de conducir agua en estado liquido. La importancia
de las propiedades hidraulicas de las hojas (Flexas et al., 2013) y la expansion
del sistema radical (Prieto et al., 2012; Donnelly et al., 2016) en el abastecimiento
de agua es una cuestién ampliamente reportada para varias especies. Debido a
que el indice volumétrico se relaciona con el drea foliar, pero el consumo de
agua no, podria lograrse un volumen de tallo elevado con clones con elevada
area foliar y bajo consumo de agua, si se escoge bien las caracteristicas
deseables en las hojas: hojas grandes de baja conductancia hidraulica.

Como se menciono anteriormente, la dinamica de nutrientes también es
variable entre clones. Asi es que se pueden encontrar clones similares en
términos productivos, pero sustancialmente distintos en el uso de los
nutrientes. Para encontrar diferencias en el nitrégeno o fésforo que extraiga del
sitio un determinado clon, se deberia determinar cudl es su capacidad
fotosintética o la duracidon del drea foliar. Ademds, aquellos genotipos que
particionen mas a raices, extraerian mas nitrogeno del suelo. Esto es consistente
con la caracterizacion de la superficie radical como uno de los factores
determinantes en la captura de N, ademds de la abundancia y actividad de
transportadores especificos (Rennenberg et al., 2010; Gan et al., 2015). Por otro
lado, los clones que tengan mas duracién del area foliar, serian los mas
“costosos” en términos de extraccion de fosforo. Esto se puede dar por tener
valores elevados de area foliar, o por tener una temporada de crecimiento mas
extensa que otros. Trabajos previos han caracterizado las hojas como el
compartimento de mayor acumulacion de fésforo en Salicaceas (Da Ros et al.,
2018), lo que permite pensar en un retorno al suelo luego de la abscisién otonal.

Es decir, las fechas de brotacidon y abscision junto con el drea foliar, podrian

63



Tesis doctoral | Capitulo 1

indicarnos diferencias funcionales en el ciclo del fosforo. La mayor extraccion
de N y P se dard en los clones que produzcan mayor volumen. Sin embargo, los
clones que tengan mayor peso de raices y menor tasa fotosintética extraeran
mas nitrégeno, y los clones que tengan mayor DAF y tasa fotosintética
extraerdn mas fosforo.

Este tipo de informacion es relevante al momento de optimizar el
concepto de diversificacion. El conocimiento de la variabilidad funcional hace
posible una diversificacién mas inteligente: no solo se combinan clones en un
rodal, sino que se mezclan genotipos con diferentes relaciones con el entorno.
Esto es lo que permite un uso complementario y mas adecuado de los recursos,
mejorar los indicadores de biodiversidad y mantener o aumentar la
productividad. En este sentido, se cumplio con el objetivo de evaluar el uso de
recursos (luz, agua y nutrientes) de diferentes clones de alamo de manera de
seleccionar candidatos a ser utilizados en la instalacion de rodales clonales

mixtos en base a un potencial uso complementario.

1.4.1. Contraste de hipotesis

En funcién de los resultados reportados y los antecedentes recabados, se
encontrd evidencia a favor de la hipotesis “debido a que los clones poseen
diferencias morfoldgicas y fisiologicas, existe complementariedad entre los
clones, que implica un uso diferencial en tiempo y/o espacio de la luz, el agua y

los nutrientes”.
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2.1 - INTRODUCCION

La sequia es uno de los principales problemas para los cultivos en el
mundo y puede deberse a la falta de agua, la acumulacion de sales en el suelo
y/o fluctuaciones extremas en temperaturas (Farooqi et al., 2020). En general,
puede inducir una reduccion del crecimiento y desarrollo de las hojas, alterar la
concentracion de clorofila y causar el cierre estomatico, que reduce la
transpiracion y limita la fotosintesis (Jaleel et al., 2009; Chen et al., 2020). Por
otro lado, la salinidad representa otro de los fendomenos de relevancia en
términos de impacto en los sistemas productivos a escala global (Zhang et al.,
2019). Generalmente sus efectos son similares a los generados por la sequia,
sumados a la toxicidad que trae aparejada la acumulacion de ciertos iones en
los tejidos (Hasegawa et al., 2000). La desorganizacion celular implica detencion
del crecimiento y puede derivar en el dafio de organos claves para el
funcionamiento o en la muerte de las plantas (Zhu, 2001).

La aparicion de situaciones de estrés deriva en una serie de respuestas
encadenadas que permiten a las plantas aclimatarse al nuevo ambiente. Este
proceso de aclimatacién involucra ajustes fisioldgicos, anatdémicos o
morfoldgicos que mejoran el desempefio o supervivencia de las plantas ante
cambios en el ambiente (Demming-Adams et al., 2008). Algunas vias de sefales
y respuestas fueron altamente estudiadas en el género Populus a partir de la
disponibilidad de informacién genética de las especies y el avance en areas
como la transcriptomica (Estravis-Barcala et al., 2020). Las respuestas al estrés y
los mecanismos de tolerancia implican la prevencion o mitigacién del dafo
celular, el restablecimiento de la homeostasis y la reanudacion del crecimiento
(Harfouche et al., 2014). En los dlamos se han reportado diferencias clonales en
las respuestas al estrés por sequia y salinidad (Guarnaschelli et al., 2011;
Elferjani et al., 2016; Li et al., 2016; Melnikova et al., 2017; Russo et al., 2018).

Dado que a nivel de clones pueden existir genotipos no resistentes, tolerantes y
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evitadores a cada estrés abiotico (Guo et al., 2011; Peng et al., 2013; Russo et al.,
2018), resulta interesante evaluar como se desarrollan clones comerciales de
alamo ante estas condiciones ambientales.

Las diferencias en la morfologia, fisiologia y fenologia de los arboles, son
determinantes para el desarrollo de mecanismos de complementariedad
(Forrester y Bauhus, 2016). Tal es asi que la diversidad funcional puede mejorar
la resiliencia y resistencia a estreses como la sequia (Gazol y Camarero, 2016;
Granda et al., 2018). Estos conceptos no se restringen necesariamente a la
diversidad entre especies, sino que pueden ser aplicados a la variabilidad intra-
especifica. Un mayor niamero de genotipos puede mejorar la estabilidad y
funcionamiento del sistema, lograr mejores rendimientos y obtener mayor
capacidad de respuesta ante eventos de estrés (Massa et al., 2013; Evans et al.,
2017). Por ejemplo, si se combinan plantas de clones que poseen raices con
diferente profundidad de exploracion del suelo, en situaciones de sequia la
disponibilidad de agua para cada una serd mayor que si cada individuo
estuviera rodeado por vecinos del mismo clon, que extraen agua del mismo
sector del perfil. Asimismo, si las plantas de un clon cierran los estomas frente a
un estrés hidrico leve, consumirdn menos agua, de manera que quedara mas
agua disponible en el suelo para las plantas de otro clon, que no hayan cerrado
los estomas.

En condiciones ambientales con buena disponibilidad hidrica y libre de
enfermedades, hay clones que poseen potenciales de crecimiento similares
(capitulo anterior). Ademas, varios de ellos han sido evaluados a campo y
poseen rendimientos similares (Cortizo y Monteverde, 2017). Si estos clones
variasen en su tolerancia a un determinado estrés, la combinaciéon de ambos
permitiria mitigar el impacto en el rendimiento del rodal. Es posible pensar en
el desarrollo de estos mecanismos de complementariedad entre clones de dlamo
debido a la gran variabilidad intra-especifica de las especies de este género. El

estudio de los genotipos disponibles para los productores de la region permitira
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caracterizarlos, evaluar el comportamiento clonal e identificar genotipos que se
complementen en sus requerimientos y mecanismos de aclimatacion para la

instalacion de plantaciones clonales mixtas.

Objetivo: Evaluar la tolerancia a la sequia y a la salinidad de los clones de

alamos candidatos a ser utilizados en rodales clonales mixtos.

Hipdtesis: Los clones poseen diferentes mecanismos de aclimatacion a la sequia
y a la salinidad, por lo tanto, los crecimientos similares bajo estrés que se
buscan al mezclar clones pueden lograrse con mecanismos diferenciales de

tolerancia o evitacion.
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2.2 - MATERIALES Y METODOS

En 2018 fue instalado un ensayo en condiciones semicontroladas para
evaluar la respuesta a la sequia y la salinidad por parte de clones comerciales de
Populus spp. El ensayo fue establecido en la Estacion Experimental
Agropecuaria Delta del Parana (EEA Delta) del Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria (INTA) en Campana, Buenos Aires (34°10'34”S,
58°51'48"’0). Los 10 clones seleccionados para evaluar fueron los mismos que se
utilizaron en el capitulo 1: Populus deltoides ‘ Australiano 129/60” (A129), Populus
deltoides ‘Carabelas INTA” (CAR), Populus deltoides 'Guayraca INTA' (GUA),
Populus deltoides 'Hovyu INTA' (HOV), Populus deltoides 'Nandi INTA' (NAN),
Populus deltoides 'Nacuruta INTA' (NAC), Populus deltoides 'Paycarabi INTA'
(PAY), Populus deltoides 'Pyta INTA' (PYT), Populus xcanadensis 'Ragonese 22
INTA’ (R22) y Populus xcanadensis "Triplo' (TRI).

El ensayo se establecié a cielo abierto en macetas de polietileno de 21 L
de capacidad, rellenos con suelo de la isla. Se utiliz6 suelo de la isla de textura
arcillo limosa. Se plantaron 30 estacas de cada clon en agosto de 2018, una por
maceta. Se utilizaron estacas de 30 cm de longitud que fueron plantadas
dejando 15 cm sobre la superficie. Este material fue obtenido en viveros de la
estacion experimental, correspondiente a guias de un afio de edad. Se registro la
fecha de brotacion en todas las plantas. Una vez establecidas las plantas,
aproximadamente 2 meses después de la plantacion, se realizé una poda para
dejar un solo tallo por estaca. Luego de la poda, se asignaron los tratamientos al
azar. De cada clon fueron utilizadas 10 plantas como control, 10 plantas para
sequia y 10 plantas para salinidad. Las plantas se mantuvieron libre de
enfermedades y las macetas fueron regadas periddicamente para mantener el
suelo a capacidad de campo hasta la imposicion de los estreses en noviembre de
2018. El muestreo final se realizd en febrero de 2019, luego de 90 dias de

crecimiento bajo estrés.
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Las plantas control se mantuvieron con la humedad del suelo a
capacidad de campo (contenido volumétrico de agua = 30%). Para imponer la
sequia, se restringié totalmente el riego de las macetas hasta que el contenido
volumétrico de agua fue menor al 20% (déficit hidrico moderado). En ese
momento se rehidrataron hasta capacidad de campo nuevamente. Este umbral
se determino luego de analizar la curva de retencion de humedad caracteristica
de estos suelos en la que se identifico el punto de marchitez permanente
(presion = -1,5 MPa) en valores cercano al 18% de humedad volumétrica (Figura
A.1b). De este modo, se logré imponer un nivel de estrés moderado que no
implicé la muerte de individuos. La curva de retencion de humedad fue
realizada a partir de muestras de suelo enviadas al laboratorio del Instituto de
Suelos (CIRN, INTA Castelar, Buenos Aires). Se mididé el contenido de
humedad del suelo luego de la estabilizacién en 7 puntos entre -0,001 y -1.5
MPa con membrana de Richards. Durante el ensayo, la humedad en el suelo de
las macetas se registré de forma horaria con sensores SCH10 conectados a Data
Loggers de 4 canales (Cavadevices, Argentina) ubicados en 3 plantas control y 3
plantas del tratamiento sequia. Por otro lado, se registraron las precipitaciones
que ocurrieron durante el ensayo a partir de los datos obtenidos de la estacion
meteorologica ubicada en el mismo predio donde fue instalado. Los sensores de
humedad en las macetas permitieron verificar que, a pesar de recibir
precipitaciones, las plantas del tratamiento sequia se mantuvieron siempre con
un contenido volumétrico de agua menor a las plantas control (Figura A.la).

Para imponer la condicidn de salinidad, se utilizaron 6 piletas de fibra de
vidrio donde se gener6 una napa salina con cloruro de sodio de
aproximadamente 15 cm de altura (Figura 2.1). Esta fue la tinica fuente de agua
para consumo por parte de las plantas del tratamiento salinidad. Se mantuvo la
conductividad eléctrica (CE) de la napa en el rango de 4,5 a 6,5 dS m™ (salinidad
moderada). Al menos 2 veces por semana, se realizo el seguimiento de la CE de

las piletas con un conductimetro portatil Rusell RLO60C (Thermo Electron
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Corporation, Massachusetts, Estados Unidos). Se ubicaron 16 o 17 plantas por
pileta. Se tomd una planta de cada clon al azar hasta completar una pileta y se
continuo con la siguiente. De este modo se garantizo6 la aleatorizacion y 2 o 3

plantas de un mismo clon quedaron asignadas a una misma pileta.

Figura 2.1 A) Registro de la conductividad eléctrica de la napa salina con
conductimetro. B) Macetas ubicadas en las piletas con napa salina.

2.2.1. Crecimiento: se midio el diametro a la altura del cuello (DAC,
mm), considerado como la insercién de la rama del afio en la estaca, y la altura
total (H, m) con calibre digital y cinta métrica respectivamente. Se realizaron 8
mediciones de H (dias 0, 12, 21, 26, 34, 49, 71 y 90 desde la imposicion del
estrés) y 5 mediciones de DAC (dias 0, 12, 26, 34 y 90 desde la imposicion del

estreés).

2.2.2. Materia seca (MS, g): Se realiz6 un muestreo destructivo de todas
las plantas al final del ensayo. Se separ6 la materia seca (MS) en 3
compartimentos: tallos (MStio), hojas (MShojas) y raices (MSraices). La MS de cada

compartimento fue secada en estufa a 60°C hasta peso constante. Se determin¢
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el peso seco (g) con balanza de 0,00lg de precision. La suma de los 3

compartimentos fue considerada como la materia seca total (MStota).

2.2.3. Conductancia estomatica (gs, mmol m? s?): Periédicamente, se
determiné la conductancia estomatica de 3 a 5 plantas por clon y tratamiento,
entre las 10 hs y las 14 hs, con un porémetro Decagon Devices Model SC-1. Se
pinzd una hoja superior completamente expandida de plantas elegidas al azar,
durante 30 segundos y se registro el valor de gs. Esto se realizd en 4 momentos
a lo largo del ensayo: dias 7, 18, 25 y 48 desde la imposicion del estrés. Para
cada clon y tratamiento se calcul6 el promedio de todas las mediciones de gs

una vez impuesto el estrés, dato que fue utilizado en los andlisis multivariados.

2.2.4. Area foliar especifica (AFE, cm? g'): En el muestreo final, se
determin¢ el drea foliar (cm?) mediante la toma de imagenes y el procesamiento
con Image] 1.52a (NIH, Estados Unidos) de 5 hojas de distintas posiciones de la
copa, de 4 a 6 plantas de cada clon y tratamiento. Posteriormente fueron
llevadas a estufa para determinar peso seco (g) y calcular el AFE de cada hoja

segun la siguiente férmula: AFE (cm? g7) = AF (cm?) / Peso seco (g)

2.2.5. Area foliar total (AF, cm?): En el muestro destructivo, el 4rea foliar
se estim6 mediante la multiplicacion de la MSnojas (g) de cada planta por el AFE

(cm? g1) del clon y tratamiento.

2.2.6. Tasa de transporte de electrones (ETR, pmol m? s): Se realizaron
10 mediciones por clon y tratamiento de la fluorescencia modulada de la
clorofila con un fluorimetro portatil (Hansatech FMS2, Norfolk, Reino Unido),
en un rango de variacion de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) entre 10
y 2600 umol m? s!. Las mediciones se hicieron sobre hojas superiores,

completamente expandidas, de plantas tomadas al azar. Se estim¢ el valor de
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ETR segtn la férmula (Zhu et al., 2014): ETR (umol m?2 s')= PAR * Fv'/Fm” * 0,84
* 0,5. Donde PAR es la radiacion fotosintéticamente activa (umol m? s?);
Fv'/Fm’ es la relacion entre la fluorescencia variable y maxima (Rohacek, 2002;
Li et al, 2015); 0,84 es la proporcion de la luz absorbida por el tejido
fotosintético; 0,5 es la proporcion de la energia distribuida en el fotosistema II
(PSII) (Rascher et al., 2000; Murchie y Lawson, 2013).

A partir de los datos de PAR y ETR de cada clon y tratamiento, se ajusto
un modelo de regresiéon no lineal exponencial (Rascher et al., 2000), uno
hiperbdlico (Farquhar et al. 1980; Yu et al., 2020) y uno logaritmico. Debido a
que tenia mejores valores de R? y p, se selecciono6 el modelo logaritmico ETR =
yo + a In (PAR), donde yoy a son parametros del modelo. Ademas, este era el
unico modelo que se ajustaba a la forma tipica de respuesta a la luz: pendiente
positiva al inicio y tendiente a cero luego de cierto umbral de PAR (Ritchie,
2008). A partir del mismo, se obtuvo el valor de ETR a PAR= 2000 pmol m™ s
(saturacion luminica, ETRma) y a PAR= 100 umol m? s (ETR100). Para estimar el
impacto de los estreses en esta variable, se calcularon los cocientes entre valores
de ETR de los tratamientos: ETRmix sal/ETRmax control, ETRmsx seq/ETRmax
control, ETRi00 sal/ETR100 control y ETR100 seq/ETR100 control. Ademas, para cada
clon y tratamiento se calculd el promedio de ETRmsx, dato que fue utilizado en

los anélisis multivariados.

2.2.7. Clorofila y carotenoides: Se tom¢ un disco de 5 mm de didmetro,
de hojas completamente expandidas, de 3 o 4 plantas por clon y tratamiento
para estimar la concentracién de clorofila (ug ml?) y de carotenoides (ug ml?)
mediante extraccion con 1 ml de N,N-dimetilformamida durante 48 horas en
oscuridad, y lectura por espectrofotometria (Wellburn, 1994). Luego se estimo la
concentracion de clorofila segin las siguientes formulas:

Cla a (ug ml") = (11,65 Ases— 2,69 Assz)
CIb (ug ml*) = (20,81 Ass7 — 4,53 Asss)
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Clorofila total (ug ml?) = cla + clb

Carotenoides (p1g ml) = (1000 Asso— 0,89 Cla — 52,02 Clb)/245)
Donde Ass7, Aces y Auso es la absorbancia en las longitudes de onda de 647 nm
(maxima absorbancia de la clorofila a), 664 nm (maxima absorbancia de la
clorofila b) y 480 nm respectivamente; Cla y CIb es la concentracion de clorofila
a (ug ml) y clorofila b (ug ml?) respectivamente. La concentracion de clorofila

se expreso en base al drea del disco, que es 0,196 cm?2.

2.2.8. SPAD: Se estim6 la concentracion de clorofila con un medidor
Minolta SPAD 502 (Osaka, Japon) en hojas superiores completamente
expandidas. Se registr6 el valor promedio de 4 mediciones por hoja, en 5

plantas de cada clon y tratamiento tomadas al azar.

2.29. Conductividad hidraulica del tallo (kh, g cm s? MPa?): Al
finalizar el ensayo, se determiné la kh con un perfusor multicanal segiin la
metodologia descripta por Fernandez et al. (2010). Se seleccionaron al azar 5
plantas por clon y tratamiento. Se utilizaron segmentos de tallo de
aproximadamente 14 cm de longitud, tomados a 5 cm de la insercion en la
estaca y obtenidos a partir de cortes bajo el agua para evitar la formacién de
nuevos embolismos por entrada de aire. La longitud del segmento duplica el
largo maximo de vasos estimado (Brodribb y Feild, 2000). La perfusion se
realiz6 con agua destilada mediante un conductimetro multicanal con un
gradiente de presion (AP) de 0,00981 MPa generado a partir de una columna de
agua de 1 m. Los tallos se conectaron al perfusor con teflén para evitar pérdidas
en la union y, luego de la estabilizacion del flujo de agua, se hicieron
determinaciones de 1 minuto cada una. El agua recolectada en cada medicién se
pesé con una balanza de precision 0,001 g. Finalmente, se estim6 kh mediante la
siguiente formula: kh (g cm s? MPa?) = Q L / AP, donde L es la longitud del

segmento de tallo, Q es el volumen de agua que lo atraviesa por unidad de
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tiempo y AP es, como se menciond anteriormente, la diferencia de potencial
generado por la columna de agua entre ambos extremos del sistema. Luego, kh
se estandarizd dividiéndola por la seccion transversal del tallo (AT, m?) para
calcular la conductividad especifica (ks), y por el area foliar de la planta (AF,
cm?) para calcular la conductividad foliar especifica (kl) segin las siguientes
ecuaciones: ks (g cm™ s MPa?) =kh / AT; kl (g cm™ s MPa?) =kh / AF.

Para estimar la superficie conductiva del tallo, AT, se midio el didmetro
sin corteza en dos posiciones perpendiculares entre si y se promediaron ambos
extremos del segmento de tallo. A su vez, se desconto la superficie ocupada por
la médula dado que no es conductiva y su influencia puede ser relevante en

tallos anuales.

2.2.10. Conductancia hidraulica de la hoja (Knja, kg MPa?l s?): Se
determind Knoa de 3 hojas completamente expandidas de plantas distintas de
cada clon y tratamiento durante el muestreo final. Esto se realiz6 con el método
de flujo hidrdulico por caida de presion (Melcher et al., 2012). Este método
consiste en la generacion de un gradiente de presion, el paso de agua a través
de un sistema de un conducto con resistencia conocida y el registro de la
presion antes y luego de la resistencia conocida. En primera instancia se registra
la presion de agua que tiene el sistema cuando estd desconectado de la hoja a
medir, para luego registrar la presion de agua con el sistema conectado al
extremo del peciolo. Como la hoja tiene un potencial negativo, aumenta el flujo
a través la resistencia conocida hacia la hoja, y la presiéon a la salida de la
resistencia disminuye. Una vez que se midieron las presiones, se midid el
potencial hidrico de la hoja (W) con una camara de presion tipo Scholander
(BioControl, Buenos Aires, Argentina). De este modo, se puede conocer la
conductancia hidrdulica (K) de la hoja. Los valores de Kuoja fueron
estandarizados por el peso seco (PSumina) y area de la ldmina foliar (AFiimina)

medida con fotografias digitales que fueron analizadas con el programa
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CMEIAS- Image Tool. Asi se obtuvieron los cocientes Knoja (kg MPa™ s1)/PSiimina
(kg) y Kunoja (kg MPa! s1)/AFismina (cm?).

2.2.11. Analisis estadistico: Los datos se analizaron mediante andlisis de
varianza (ANOVA factorial), y se consideraron como factores de clasificacion a
los clones y los tratamientos (control, salinidad y sequia). En el caso de
encontrarse diferencias significativas, las medias se contrastaron con el test de
comparacion de medias Tukey (p <0,05). Los andlisis por conglomerados
(método jerarquico, distancia Euclidea) y analisis de componentes principales
(ACP, distancia Euclidea) se realizaron a partir de una matriz n x m para cada
condicién de estrés, donde n fueron los 10 clones evaluados y m las 9 variables
incluidas en el andlisis (H, DAC, MShojas, MStatio, MSraices, ks, SPAD, ETR y gs). Se
incluyeron variables que se relacionan con el crecimiento, el uso de la luz y el
uso del agua. En cada caso, se utiliz6 como dato el porcentaje de variacion de
cada una respecto de la misma variable en condicion control. Ademads, se
calculé la sumatoria de los valores absolutos de la diferencia entre estrés y
control, y se agruparon estas variables en “morfoldgicas” y “fisioldgicas”. Como
variables morfologicas se considerd altura, DAC, MShojas, MSraices y MStallo; cOmo
variables fisiologicas a kh, ks, Knija, SPAD, ETR y gs. Todos los andlisis se

realizaron con el software InfoStat version 2020 (Di Renzo et. al., 2020).
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2.3 -RESULTADOS

En términos generales, los tratamientos fueron efectivos en generar un
impacto y diferenciarse de los controles respecto de la materia seca y sus
compartimentos. Para evidenciar que los estreses abioticos tuvieron un impacto
significativo, se describen los valores de la MS total y sus compartimentos para
cada uno de los tratamientos. La MSwa (hojas, tallo y raices) varid
significativamente entre clones y tratamientos y se observd una caida
significativa en la MSetal al final del ensayo respecto del control. Las plantas bajo
condiciones de sequia fueron significativamente mas chicas que aquellas
sometidas a estrés por salinidad. En términos generales, el promedio de la
MSeta al final del ensayo fue aproximadamente 15% menor que el control en
plantas bajo salinidad, y cerca de 35% menor para el tratamiento de sequia
(Tabla A.5).

Todos los clones tuvieron una reduccién en la produccion de MSwotal,
tanto en salinidad como en sequia. Sin embargo, se observo que la MS aérea fue
particularmente mas afectada que las raices. Ninguno de los tratamientos tuvo
diferencias significativas en la produccion de raices en comparacion con los
controles, aunque las plantas que crecieron bajo estrés salino tuvieron una
produccion radical significativamente menor que las plantas del tratamiento
sequia. Ante el estrés hidrico, 8 de los 10 clones tuvieron caidas significativas en
el peso seco del tallo respecto de su control. En cambio, ante el estrés salino solo
2 de los 10 clones redujeron la produccion de tallo. Los clones CAR y NAN
fueron los tinicos que tuvieron un impacto negativo en la materia seca del tallo
en ambas condiciones de estrés. Ademads, en NAN la sequia también generd
una disminucion significativa en la materia seca de hojas. Por otro lado, el clon
HOV fue el tnico de los 10 al que la salinidad le afecté de forma significativa la

produccion de materia seca foliar (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Particién de la materia seca (g) entre compartimentos (IMShojas, MStato
Yy MSrices) de los 10 clones evaluados. Los indicadores bajo las barras
corresponden a cada tratamiento de cada ensayo (C: control; Sq: sequia; Sal:
Salinidad). Los asteriscos negros sobre las barras indican diferencias
significativas (p <0,05) en MSwta en comparacidon con sus respectivos controles.
Los asteriscos blancos, diferencias significativas (p <0,05) en la MSnojas y MStaio
con sus respectivos controles.
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Si se analiza la proporcion de reduccion en la acumulacion de MSota con
respecto al control, se observa que el orden de los clones es diferente para cada
estrés. La sequia produjo una reduccidén en la MSwtl con respecto al control de
entre 20% (PAY) y 45% (NAN), mientras que la salinidad lo redujo entre 5%
(A129) y 35% (HOV) en 9 de los 10 clones. El restante fue el clon R22, el tiinico
con MSwwa mayor en condiciones de salinidad que control. En términos
generales, la salinidad fue menos severa que la sequia, con excepcioén de los
clones HOV y CAR para los cuales ambos estreses tuvieron un impacto similar
(Figura 2.3). Por otro lado, se observd que la diferencia entre el impacto de la
salinidad y sequia fue variable entre clones: mientras algunos tuvieron
marcadas diferencias (e.g. A129, TRI, R22), en otros se observo una caida en la

produccion similar.
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Figura 2.3. Relacién entre la MStwtar de las plantas control y la resistencia a la
salinidad y sequia, expresada como el cociente entre la MStt de cada estrés y la
MStota control.
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La altura total (m) al final del ensayo estuvo en un rango entre 1,89 m
(PYT) y 2,69 m (A129) para las plantas control. Mientras que en el estrés salino
la altura vario entre 1,22 m (PYT) y 2,36 m (A129) y en sequia vario entre 1,44 m
(PYT) y 2,10 m (GUA). En condiciones de salinidad, 6 de los 10 clones tuvieron
una altura final significativamente menor que sus controles. Si bien los 4 clones
restantes también tuvieron menor altura al crecer con una napa salina, estas
diferencias no fueron estadisticamente significativas. Al final del ensayo (dia
90), la diferencia en altura de las plantas de salinidad respecto de las control
varidé en un rango de -52 cm (NAN) a -15 cm (R22). Al inicio de la imposicion
del estrés, algunos clones crecieron por encima de los controles (disponibilidad
inmediata de agua por la generacion de una napa), pero la acumulacion de sales
posterior desencadend en una caida en el crecimiento. Los clones NAC, PAY,
R22 y TRI fueron los menos afectados por la salinidad en el crecimiento en
altura (Figura 2.4).

El impacto por la sequia en el crecimiento en altura fue generalizado. Al
final del ensayo, todos los clones tuvieron una altura menor que sus controles al
crecer en condiciones de estrés hidrico. El efecto de la sequia, expresado en
centimetros respecto de los controles, varid entre -42 cm (PAY) y -64 cm (A129).
Los clones A129 y R22 fueron los tinicos cuya altura en condiciones de sequia

fue significativamente menor que en salinidad (Figura 2.4).
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Figura 2.4. Crecimiento en altura (m) a lo largo de los dias, para cada uno de los
clones evaluados. La linea roja sefiala el comienzo de los estreses. Letras
distintas sobre las curvas indican diferencias significativas (p <0,05) en altura
total, entre tratamientos para un mismo clon, al final del ensayo (dia 90 de
estrés). Clon: F= 65,50 - p <0,0001; trat: F= 219 — p <0,0001; clon*trat: F=1,70 - p=

0,04 (Tabla A.6).
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Si se analiza el cambio en altura entre el momento de la imposicion del
estrés y el final del ensayo, como el cociente entre la altura final dividida la
altura inicial, se observa que hay efecto del clon y del estrés, pero no hay
interaccion entre factores (Tabla A.7). Es decir, la sequia reduce el crecimiento
en altura mas que la salinidad, pero no modifica el ranking de crecimiento en
altura de los clones. Los cocientes de altura difieren de los cocientes de MSotal
donde los clones varian en el ranking segtin las condiciones de crecimiento a las
que son sometidos.

En las primeras semanas desde que se impusieron los estreses salino e
hidrico, se observé una respuesta diferencial entre clones en la conductancia
estomatica (gs). Algunos clones respondieron al estrés con un cierre estomatico
practicamente inmediato, mientras que otros mantuvieron niveles de
intercambio gaseoso similares a sus controles. Sin embargo, en la ultima
medicion de gs (dia 48 de estrés) se registr6 una caida generalizada del
intercambio gaseoso de las plantas estresadas con respecto al control. En todos
los clones, las plantas que crecieron en condiciones de sequia tuvieron los
menores valores de gs. La caida en gs de las plantas en sequia fue alrededor de
600 mmol m? s menos que los controles. La caida promedio en salinidad fue
un tanto menor, cercana a los 450 mmol m? s! de diferencia con las plantas

control (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Diferencia en gs (mmol m? s') respecto del control desde el
momento de imposicion del estrés, para cada uno de los clones evaluados.
Letras distintas sobre las curvas indican diferencias significativas (p <0,05) en
gs, entre tratamientos para un mismo clon, en la tltima medicién (dia 48). Clon:
F=0,96 — p=0,48; trat: F= 53,16 — p <0,0001; clon*trat: F=0,54 - p= 0,93 (Tabla A.8).

83



Tesis doctoral | Capitulo 2

La conductividad hidrdulica del tallo (kh) varid significativamente entre
clones y tratamientos del ensayo de salinidad y sequia. Se observo que la kh
solo disminuyd con la sequia, mientras que las plantas en salinidad tuvieron
valores similares a los controles (Tabla A.9). Los clones CAR, HOV y TRI fueron
los clones mas conductivos, mientras que R22 fue el clon con menor kh. En
sequia, los 10 clones evaluados tuvieron menor kh que en condiciones control.
Los clones NAN y R22 tuvieron kh mas bajos en condiciones de estrés hidrico,
mientras que TRI y GUA tuvieron los valores mas elevados (Figura 2.6).

Al estandarizar los datos de kh por la seccion conductiva, se obtuvo la
conductividad hidraulica especifica del tallo (ks), cuyo wvalor varié
significativamente entre clones y tratamientos de salinidad y sequia (Tabla
A.10). En condiciones de sequia, ks se redujo en los 10 clones evaluados. Al
igual que en kh, el clon R22 tuvo los valores mas bajos. Sin embargo, se observo
que los clones con mas alta conductividad especifica fueron TRI, con valores
maximos, seguido por CAR, HOV, NAC y PYT. Ademas, se observo que en 8
de los 10 clones la ks fue incluso mayor en condiciones de salinidad que en la
situacion control (Figura 2.7).

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas entre clones en
la conductancia hidrdulica de la hoja (Knoja, kg MPa' s?), pero se registraron
diferencias entre tratamientos (medias: control= 0,0015 b, salinidad= 0,0010 a,

sequia= 0,0012 ab; F = 5,31; p = 0,0076).
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Figura 2.6. Relacion entre la conductividad hidrdulica del tallo (kh, g cm s

MPa?) de las plantas control y el impacto del estrés en kh, expresado como el

cociente entre kh de cada estrés y kh control.
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Figura 2.7. Relacién entre la conductividad hidrdulica especifica del tallo (ks, g

cm? s MPa) de las plantas control y el impacto del estrés en ks, expresado

como el cociente entre ks de cada estrés y ks control.
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No se observaron diferencias significativas entre clones ni efecto de los
tratamientos en el area foliar (AF, cm?) (media = 4469 cm? clon: F= 1,88 - p= 0,06;
trat: F= 1,81 - p= 0,06; clon*trat: F= 1,81 - p= 0,17). Tampoco se observaron
diferencias significativas entre clones en el area foliar especifica (AFE, cm? g)
pero se registraron diferencias entre tratamientos (medias: control = 181 b,
salinidad = 160 a, sequia = 162 a; clon: F= 1,23 — p= 0,28; trat: F= 12,67 - p <0,0001;
clon*trat: F= 1,20 — p= 0,28). Se registr6 un aumento en la concentracién de
clorofila total (ug cm?) en las plantas sometidas a sequia respecto de los demas
tratamientos (Tabla 2.1). Este efecto también se observd en la concentracion de
carotenoides (pug cm?) que ademas de aumentar en sequia también lo hizo en
aquellas plantas sometidas a salinidad (clon: F= 4,86 — p=0,0001; trat: F=27,31 - p
<0,0001; clon*trat: F= 0,84 — p= 0,64) (Tabla A.11). En ambas concentraciones se
verificaron diferencias clonales: el clon PAY tuvo los valores promedios mas
bajos de concentracion de clorofila, mientras que TRI fue el clon con mayor
valor (Tabla 2.1). Respecto de la concentracion de carotenoides en sus hojas, TRI
también fue el clon con los valores medios mas elevados. Los clones NAN,
PAY, PYT y NAC tuvieron las concentraciones mas bajas (Tabla A.11). No se
encontraron diferencias significativas entre clones ni tratamientos en la relacion
entre la clorofila a y clorofila b (clon: F= 2,09 - p= 0,05; trat: F= 0,88 - p= 0,42;
clon*trat: F= 1,35 - p=0,19).
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Tabla 2.1. Concentracion de clorofila (ug cm?) en las hojas al momento del muestreo final. Letras distintas indican diferencias
significativas (p <0,05) entre clones y/o tratamientos. Se informa el valor del estadistico F para los factores clon, tratamiento

trat a interaccion entre ambos (clon™trat). <0,05, <0,01, <0, .
ylai i0 b lon* *p <0,05, " p<0,01, ***p <0,001

Tratamiento A129  CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F
Control 4235 42,86 37,20 38,74 3395 39,32 33,60 30,88 44,25 42,98 clon
38,61 a (+4,01) (+3,47) (+0,89)  (+1,33) (+4,38) (+7,78)  (+6,90)  (¥3,59)  (+1,72)  (¥3,93) 228"

Salinidad 42,18 4464 44,18 35,13 3469 37,99 35,78 39,01 37,09 42,02
trat
3997 a (379) (841) (#8305  (x435) (518) (x482) (x11,10) (:264) (#437)  (9,58)
’ - 58,40%**
4967 58,08 55,76 65,54 5749 51,62 46,34 55,53 57,09 69,24
Sequia
(£5,50) (x2,41) (¢11,76) (+1585) (£7,51) (+4,24) (+7,09) (29,92) (¢13,94) (x12,30) clon*trat
56,64 b
ab ab ab ab ab ab a ab ab b 1,19

87



Tesis doctoral | Capitulo 2

Cuando se analizaron los datos de ETRin (PAR = 100 pmol m? s1) y
ETRmix (PAR saturante = 2000 umol m? s?) de cada clon y tratamiento, se
observo que en 9 de los 10 clones evaluados los valores de ETR10 mds elevados
se obtuvieron en las plantas sometidas a sequia, que indica una mayor
pendiente inicial de la curva de respuesta a la luz. Por otra parte, en 7 de los 10
clones se observaron los valores mas bajos de ETRmix en condiciones de
salinidad (Tabla A.12). Al relacionar los datos de las plantas sometidas a estrés
con los obtenidos en plantas control, se identificaron respuestas diferenciales
entre clones, tanto en los valores de ETR a PAR saturante como en condiciones
de baja incidencia de luz. En condiciones de salinidad, 7 de 10 clones tuvieron
una disminuciéon en la ETRms debido al estrés, mientras que en sequia los
valores de ETRmix fueron iguales o mayores que en los controles (Tabla 2.2).
Respecto de ETRio, la salinidad la afectd en 9 de los 10 clones, con la excepcion
de GUA que tuvo un incremento en relacién al control. En condiciones de estrés
hidrico, la mayoria de los clones mantuvo o increment¢ su tasa de transporte de

electrones durante la sequia (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Cociente entre los valores de ETRmsx y ETRi100 de los clones bajo estrés
y ETRmsx y ETRi00 en condiciones control. Se identifican los datos de salinidad
con la sigla “sal” y los de sequia con la sigla “seq”. En negrita se destacan los
valores maximos y con subrayado los valores minimos para cada cociente.

ETRumax sal/ ETRnmix seq / ETRu00 sal / ETRu00 seq /

Clon ETRmsx control  ETRmix control ~ ETRio control ~ ETRuie control
A129 0,56 0,99 0,72 1,02
CAR 0,55 1,48 0,70 1,19
GUA 1,21 1,44 1,15 1,27
HOV 0,63 1,91 0,62 1,28
NAN 0,93 1,31 0,53 1,18
NAC 0,87 1,18 0,80 1,09
PAY 1,26 1,15 0,89 1,46
PYT 0,80 1,02 0,79 0,80
R22 1,11 1,12 0,87 1,08
TRI 0,60 1,00 0,69 0,92
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La variacion porcentual respecto del control de las variables incluidas en
los andlisis multivariados, permitié identificar aquellas con mayor peso en la
diferenciacion entre clones. Al analizar de forma integral el impacto de cada
estrés, se observd que los agrupamientos por similitud varian segun se trate de
salinidad o sequia. En los analisis de conglomerados, el clon A129 se ubico
siempre en el mismo lugar, y son los demads clones los que variaron su posicion
relativa. Ante condiciones de salinidad, se identificaron 2 conglomerados
claramente separados. Uno de los conglomerados agrupd a los clones PYT,
HOV, NAN y CAR. El segundo agrupamiento incluyé a los 6 clones restantes.
Los clones CAR y NAN son los més parecidos entre si, miembros del grupo
més alejado de A129. Lo mismo se observa con los clones NAC y GUA,
miembros del mismo conglomerado que A129. El clon més parecido a A129 en
condiciones de salinidad ha sido el clon TRI (Figura 2.8). En el andlisis de
componentes principales (ACP) de las plantas de salinidad, se observo que el
espacio conformado por la componente principal 1 (CP1) y la componente
principal 2 (CP2) explico el 69,7% de la variabilidad total. Los autovectores
obtenidos en el ACP se informan en la Tabla A.18. La proyeccién de casos sobre
la CP1, muestra una separacion entre clones: un grupo de clones en valores
negativos de la CP1 y otro grupo en valores positivos de la CP1. La variacién en
altura, DAC, MStalio, MShojas, y en sentido contrario los cambios en las mediciones
de SPAD, son los que mas contribuyen a explicar la variabilidad entre los clones
en la CP1. Las variaciones en gs y MSnies en un sentido, y en SPAD y ETR en el
opuesto, son las que proporcionalmente mas explican la variabilidad clonal en
la CP2. Se observd una relacion positiva entre los cambios en las variables H,
DAC, MSuie y MShojas, y negativa entre estas variables y el efecto en SPAD.
Ademas, se identificd una relacion positiva entre las variaciones en la MSraices y

gs; y entre los cambios en las variables ETR y MSnojes (Figura 2.9).
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Figura 2.8. Anadlisis de conglomerados. Agrupamiento entre clones segun
impacto de la salinidad en las variables H, DAC, MSnojas, MStato, MSraices, ks,
SPAD, ETR y gs, como diferencia porcentual de cada variable respecto del
control. Correlacion cofenética = 0,72.
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Figura 2.9. Andlisis de componentes principales segin impacto de la salinidad
en las variables H, DAC, MShojas, MStalio, MSraices, ks, SPAD, ETR y gs, como
diferencia porcentual de cada variable respecto del control.

90



Tesis doctoral | Capitulo 2

En el estrés hidrico se observo un agrupamiento inicial con el clon NAN
por un lado y los demas conforman un segundo grupo. Dentro del segundo
grupo, se observo similitud entre los clones PYT, PAY y GUA. Ademas, se
identificd al clon CAR como el mas parecido a A129. Se evidenci6é un cambio en
el agrupamiento respecto del estrés salino: el clon GUA, uno de los mas
cercanos a Al129 en salinidad, fue agrupado en el extremo opuesto. Esto
evidencié un impacto diferencial de la salinidad y la sequia en algunos clones,
mientras que para otros ambos estreses tuvieron un efecto similar (Figura 2.10).
En el ACP, el espacio conformado por las CP1 y CP2 explico el 66,9% de la
variabilidad total. La proyeccion sobre la CP1, determiné un gradiente sin una
separacion en grupos de clones. Las variables relacionadas con la materia seca
fueron las que mads contribuyeron a explicar la variabilidad en la CP1, y
determinan la ubicacion de los clones GUA y PAY en un extremo y NAN en el
otro. Los cambios en DAC hacia un lado y en gs en el sentido contrario, fueron
preponderantes para explicar la variabilidad en la CP2. Ademas, se observd que
los cambios en los compartimentos absorbentes (raices) y transpirantes (hojas),
se correlacionaron positivamente con las modificaciones que la sequia generd
en ks. Por otro lado, se observd una relacidon negativa entre el efecto del estrés
en DAC y el provocado en gs; y entre el impacto en SPAD y el generado en
MShojas, MSraices y ks (Figura 2.11).
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Figura 2.10. Andlisis de conglomerados. Agrupamiento entre clones segun
impacto de la sequia en las variables H, DAC, MShojas, MStato, MSraices, ks, SPAD,
ETR y gs, como diferencia porcentual de cada variable respecto del control.
Correlacion cofenética = 0,73.
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Figura 2.11. Analisis de componentes principales segin impacto de la sequia en
las variables H, DAC, MSnojas, MStio, MSraices, ks, SPAD, ETR y gs, como
diferencia porcentual de cada variable respecto del control.
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Si se analiza en conjunto la variacion en las variables fisiologicas y
morfolodgicas con relacion a la caida de MSwti, se observa que, en la mayoria de
los clones, la sequia impuesta en este ensayo produce mayores cambios
morfolodgicos y fisioldgicos que la salinidad, y también que produce mayores
caidas de MSewtl. En plantas expuestas a la salinidad, los mayores cambios en la
MStwtar  se corresponden con mayores cambios morfologicos y no se
corresponden con mayores o menores cambios fisiologicos. En plantas
expuestas a sequia ocurre lo contrario: los mayores cambios en MSewt se
corresponden con mayores cambios fisioldgicos y no se corresponden con

mayores 0 menores cambios morfologicos.
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Figura 2.12. Relacion entre el impacto de la sequia (naranja) y la salinidad
(verde), expresado como el porcentaje de caida en la produccién de materia seca
(Reduccion MSetat) de cada clon, y la variacion en el promedio de las variables
morfologicas y fisioldgicas. Como variables morfologicas se consideraron
altura, DAC, MShojas, MSraices y MStallo; como variables fisioldgicas a kh, ks, Khoja,
SPAD, ETR y gs.
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2.4 - DISCUSION

Las diferencias entre clones en las estrategias ecofisioldgicas pueden
resultar en diferentes grados de tolerancia ante situaciones de estrés. Ademas,
ese grado de tolerancia puede variar entre los tipos de estrés. Si bien todos los
clones fueron susceptibles a los dos estreses abidticos evaluados en este
experimento, tuvieron diferentes respuestas segun se trate de salinidad o
sequia. Por ejemplo, los clones HOV y NAN poseen caracteristicas similares en
condiciones control y tienen un efecto marcado de ambos estreses en la materia
seca total. Pero al analizar los compartimentos de la materia seca, se diferencian
en las situaciones de estrés. Al crecer con una napa salina, NAN tiene similar
materia seca foliar que sus controles, pero eso no garantiza sostener el
crecimiento del tallo. Mientras que HOV tiene una caida significativa en el peso
seco de hojas, pero no se diferencia del control en el peso seco del tallo. Es decir,
HOV con menos hojas logra mantener el crecimiento del tallo y NAN con gran
cantidad de hojas sufre una importante caida en la produccion del mismo. La
principal diferencia fisioldgica entre ambos estd en la capacidad hidrdulica de
sus tallos: el clon HOV tiene un tallo sustancialmente mas conductivo que el
clon NAN en todas las condiciones de crecimiento. A pesar de esto, los
controles son similares entre si, pero ante condiciones de salinidad, NAN se
diferencia de su control en la produccion de tallo con una caida marcada. La
mayor capacidad de conducir agua del tallo de HOV podria ser una
caracteristica que tome relevancia ante ciertas situaciones de estrés. No
obstante, no se lo puede considerar un clon tolerante debido al impacto en la
produccion total de materia seca.

Algo similar sucede con los clones NAC y PAY en condiciones de estrés
hidrico. El clon PAY tiene un menor impacto en el crecimiento del tallo,
observandose el peso seco en niveles similares a su control. Mientras que en el

clon NAC se evidencia un efecto marcado de la sequia en la produccién del
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tallo. Ambos clones tienen igual produccion de hojas que sus controles a pesar
de la escasez de agua, pero en el clon PAY se observa una mayor particion a
raices. A partir de lo mencionado, puede destacarse que los clones HOV y PAY
aseguran el abastecimiento de agua mediante estrategias distintas. Mientras el
primero lo hace via un tallo altamente conductivo, el segundo explora mas
suelo para paliar la falta de agua. Ambas estrategias se enmarcan en el concepto
de maximizacion de la toma de agua (Chaves et al., 2003; Xiao et al., 2008), pero
existe una diferencia respecto de las estrategias de minimizacion de las
pérdidas: HOV no cierra los estomas hasta que la falta de agua se agrava en el
tiempo, mientras que PAY marca una caida en la conductancia estomatica leve
pero inmediata. Las combinaciones HOV-NAN y NAC-PAY podrian mitigar el
impacto a escala de rodal de la salinidad y la sequia respectivamente. En una
mezcla de los clones HOV y PAY, el segundo podria dejar algo de agua
remanente ante déficit hidricos leves debido a su cierre estomatico casi
inmediato.

Las diferencias entre el efecto de la salinidad y de la sequia también se
observaron en la altura de las plantas al final del ensayo. Los clones A129 y R22
caen sustancialmente mas en condiciones de sequia que en salinidad. Un rodal
mixto entre ambos seria mas afectado ante el estrés hidrico, pero tendria un
comportamiento homogéneo en buenas condiciones de disponibilidad hidrica y
ante la presencia de una napa salina.

Las condiciones de salinidad y sequia tuvieron un efecto generalizado en
algunas variables y diferencial en otras. Por ejemplo, la concentracién de
clorofila aumento ante ambos tipos de estrés, mientras que en los carotenoides
solo se observd un incremento significativo en las plantas expuestas al
tratamiento de salinidad. Esto va en sentido contrario a lo que encontraron
otros autores como respuesta a la sequia (Lei et al., 2006), pero se condice con lo
reportado por Xiao et al. (2008) que observaron un incremento de los

carotenoides en condiciones de sequia moderada y con el aumento en la
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concentracion de clorofila luego de una sequia prolongada observado por
Gortari et. al. (2021). La suma del efecto de los estreses en las variables
fisiologicas y morfologicas permite identificar pequenios grupos de clones. El
clon A129 es el mas difundido en la region del Bajo Delta del Parand, entre otras
razones, porque es uno de los clones mas estables entre sitios (Alvarez et al.,
2020). En nuestros resultados se observan indicios de esta estabilidad, ya que en
los analisis multivariados es ubicado en la misma posicién. Los que varian de
posicion relativa son los demas clones. Asi se puede identificar a los clones mas
alejados de A129 como los mas afectados integralmente por el estrés por
salinidad y por sequia, y a los mds cercanos como mas tolerantes al estrés o
estables ante cambios en el ambiente. Los clones PYT, HOV, NAN y CAR
conforman el grupo de los clones mas susceptibles a la salinidad. Por otro lado,
PYT, PAY y GUA son los mas afectados por la sequia.

La conductividad hidrdulica e hidrdulica especifica del tallo fueron
significativamente menores en condiciones de sequia. Esto se corresponde con
estudios anteriores que verifican una disminucion en la capacidad de conducir
agua de los tallos, ya sea por cavitacion o porque la planta desarrolla vasos mas
pequenos producto del crecimiento en esta situacion (Hajek et al., 2014; Fichot et
al., 2015). Si bien la menor conductividad ante el déficit hidrico es general para
los 10 clones evaluados, en sequia se mantienen las diferencias clonales
observadas en las plantas control. Las diferencias en kh y ks -sumado a las
diferencias en consumo de agua reportadas en el capitulo anterior- pueden ser
importantes para encontrar complementariedad en el uso del agua. Si mayores
niveles de conductividad de los tallos se asociara con mayores consumos de
agua, los clones menos conductivos podrian dejar agua remanente, a partir de
su menor capacidad de consumirla, para clones con tallos mas conductivos.

El desarrollo de estrategias para evitar o tolerar condiciones de estrés
puede ir en desmedro del rendimiento. Enfrentar la aparicion de estreses

abidticos demanda recursos que en condiciones libres de estrés podrian estar
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disponibles para el crecimiento (Munns y Gilliham, 2015). Sin embargo, se
observd que hay clones capaces de mantener la produccion del tallo —o caer
levemente- aun en situaciones de estrés, mientras que otros son severamente
afectados. En caso de sequia, los clones que lograron mantener las variables
fisioldgicas en valores similares a las plantas no estresadas fueron los que
menos redujeron el crecimiento, independientemente de los cambios
morfoldgicos que se observaron (Figura 2.12). Esto se observd separadamente
de la capacidad de crecimiento de los clones en la condicidon control. Por
ejemplo, NAN y GUA son dos clones que en ausencia de estrés tuvieron altas
producciones de MSwtl. Sin embargo, GUA fue de los clones con menor
reduccidon de la MSwta debido al déficit hidrico y NAN el de mayor impacto. Por
otro lado, PAY y R22 pueden considerarse como dos clones de baja produccion
de MSetl pero también difirieron en el impacto porcentual que tuvo la sequia en
su capacidad de produccion de materia seca (Figura 2.3). Al contrario de lo
observado en la sequia, en suelos salinos los clones que realizaron mayores
cambios morfologicos fueron los mads afectados en el crecimiento,
independientemente de las variables fisioldgicas que lograron modificar (Figura
2.12). Nuevamente, no se identifica un compromiso entre la capacidad maxima
de crecimiento y la tolerancia al estrés. Mientras que A129 y CAR se parecen en
términos de la produccion de MSwt en condiciones control, el primero tiene un
impacto leve de la salinidad y el segundo estd dentro de los clones mas
afectados. Otro ejemplo son los clones TRI y HOV, dos clones con baja
produccién de MSwil en el tratamiento libre de estrés, pero con diferencias
sustanciales en el impacto que tuvo la salinidad en su crecimiento (Figura 2.3).
La informacion que se recab6 en este estudio permite encontrar diferencias
entre genotipos a pesar de su cercania filogenética. A partir de estos analisis se
puede dilucidar grupos de clones con comportamientos similares ante la
aparicion de estreses abioticos. La busqueda de complementariedad en los

mecanismos de aclimatacion no solo es posible, sino que resulta una estrategia
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importante para mitigar los impactos en la produccién. Por lo tanto, se ha
cumplido con el objetivo de evaluar la tolerancia a la sequia y salinidad de los
clones de alamos candidatos a ser utilizados en rodales clonales mixtos. No
obstante, cabe mencionar que se ha evaluado un solo nivel de severidad para
cada estrés. Por lo tanto, podrian identificarse diferencias respecto de las
respuestas de cada clon si la severidad de la sequia y salinidad variara, asi
como diferencias en qué estrés resulta en un mayor impacto general. De todos
modos, se ha demostrado la existencia de un gradiente de susceptibilidad entre
clones y de una gran variabilidad de respuestas tanto en aspectos morfologicos
como fisioldgicos. Ademas, se ha observado que la capacidad de crecimiento de
los clones en condiciones libre de estrés no necesariamente define su tolerancia
a la sequia y/o salinidad. Estos aspectos resultan relevantes porque, a partir de
la variabilidad observada, es posible plantear la combinacién de clones con
niveles similares de tolerancia al estrés, pero que lo alcancen a través de
estrategias diferentes. Estas estrategias ecofisioldgicas diferenciales pueden
impactar en la dindmica de los recursos en comparacion con los sistemas

monoclonales tradicionales.

2.4.1. Contraste de hipotesis

En funcion de los resultados reportados y los antecedentes recabados, se
encontro evidencia a favor de la hipodtesis “los clones poseen diferentes
mecanismos de aclimatacién a la sequia y a la salinidad, por lo tanto, los
crecimientos similares bajo estrés que se buscan al mezclar clones pueden

lograrse con mecanismos diferenciales de tolerancia o evitacion”.
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3.1 - INTRODUCCION

El establecimiento de plantaciones forestales en un sistema tan
heterogéneo como el Delta del Rio Parand determina que puedan ser afectadas
por diferentes situaciones de estrés abidtico (Borodowski, 2014; Malvarez, 1999).
Uno de los procesos mas frecuentes, dada la condicion de humedal y la
influencia de los rios, es el anegamiento o la acumulacién de agua en superficie
(Kalesnik y Quintana, 2006). Estos eventos pueden darse por el ingreso de agua
del rio o por acumulacion luego de una lluvia. La Zona Ntcleo Forestal del Bajo
Delta se caracteriza por la presencia de terraplenes perimetrales y la
sistematizaciéon de los campos para evitar inundaciones prolongadas por
ingreso del rio, aunque esto puede originar acumulacion de precipitaciones por
modificacion del flujo normal del agua y un drenaje mas lento. Por lo tanto, los
sistemas productivos de la region pueden ser alterados por inundaciones de
mayor o menor intensidad. La capacidad de aclimatacidn resulta relevante para
definir el éxito o no de las plantaciones.

Los sintomas de estrés por inundacién en Populus deltoides incluyen
reduccion del crecimiento y del drea foliar, cierre estomatico y menor desarrollo
de las raices (Luquez et al., 2012). Ademas, algunos clones de d4lamo se
caracterizan por el desarrollo de lenticelas hipertrofiadas, raices adventicias y
aerénquimas como mecanismos de aclimatacion a la inundacion (Rodriguez y
Luquez, 2016). La generacién de aerénquimas bien desarrollados es clave para
suplir de oxigeno a las raices desde los drganos aéreos, y puede permitir la
oxigenacion del espacio circundante a las raices (Koop-Jakobsen et al., 2021).
Una importante cantidad de estudios han reportado variabilidad intraespecifica
en relacion a estos mecanismos y el nivel de tolerancia a la inundacion y
anegamiento (Gong et al., 2007; Guo et al., 2011; Luquez et al., 2012; Rodriguez et
al., 2020).
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La posibilidad de encontrar clones que difieran en los mecanismos de
aclimatacion o en el nivel de desarrollo de los mismos, permiten pensar en
mecanismos de complementariedad (Forrester y Bauhus, 2016). El impacto
diferencial de los estreses resulta relevante al momento de disefiar estrategias
que busquen mitigar el efecto de la inundacion en los rodales. La combinacion
de genotipos es una herramienta de diversificacion aplicada en otras especies
vegetales que puede determinar un sistema mads estable y/o mds productivo
(Massa et al., 2013; Evans et al., 2017). Por ejemplo, si se combinaran clones con
una capacidad diferente de oxigenar su sistema radical, aquel que desarrolle
mas lenticelas hipertrofiadas y aerénquimas podra sobrellevar mejor el estrés.
Asi, podria dejar remanente el escaso oxigeno del sistema para el clon con
mecanismos de aclimatacion menos eficientes, u oxigenar parte del perfil
debido a la difusion de O: hacia la rizosfera, proceso descripto en plantas
adaptadas a humedales (Koop-Jakobsen et al., 2021), cultivos agricolas
(Pedersen et al., 2021) y especies arboreas (Haase y Rétsch, 2010).

La gran variabilidad intra-especifica del género Populus y la necesidad de
profundizar en el conocimiento y descripcion de los materiales disponibles para
el cultivo en la region, estimulan la realizacion de ensayos controlados que los
sometan a condiciones de inundacion. La frecuencia de este tipo de estrés
amerita que se identifique el grado y nivel de variabilidad en la tolerancia a la
inundacion de los principales clones. A partir de la informacién recabada se
podra proponer combinaciones posibles entre clones complementarios,

contrastantes o con estrategias ecofisiologicas diferenciales.
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Objetivo: Evaluar la tolerancia a la inundaciéon de los clones de alamos

candidatos a ser utilizados en rodales clonales mixtos.

Hipétesis: Los clones poseen diferentes mecanismos de aclimatacion a la
inundacion, por lo tanto, los crecimientos similares bajo estrés que se buscan al
mezclar clones pueden lograrse con mecanismos diferenciales de tolerancia o

evitacion.
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3.2 - MATERIALES Y METODOS

En 2019 fue instalado un ensayo en condiciones semicontroladas para
evaluar la respuesta a la inundacién. El ensayo fue instalado en la Estacion
Experimental Agropecuaria Delta del Parana (EEA Delta) del Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en Campana, Buenos Aires (34°10'34"S,
58°51'48"0). Los 10 clones seleccionados para evaluar fueron los mismos que se
utilizaron en los capitulos 1 y 2: Populus deltoides *Australiano 129/60" (A129),
Populus deltoides ‘Carabelas INTA” (CAR), Populus deltoides 'Guayraca INTA'
(GUA), Populus deltoides 'Hovyu INTA' (HOV), Populus deltoides 'Nandi INTA'
(NAN), Populus deltoides 'Nacurutd INTA' (NAC), Populus deltoides 'Paycarabi
INTA' (PAY), Populus deltoides 'Pyta INTA' (PYT), Populus xcanadensis 'Ragonese
22 INTA’ (R22) y Populus xcanadensis "Triplo' (TRI).

El ensayo se establecio a cielo abierto en macetas de polietileno de 21 L
de capacidad, rellenos con suelo de la isla. Se utiliz6 suelo de la isla de textura
arcillo limosa. Se plantaron 20 estacas de cada clon en agosto de 2019, una por
maceta. Se utilizaron estacas de 30 cm de longitud que fueron plantadas
dejando 15 cm sobre la superficie. Este material fue obtenido en viveros de la
estacion experimental, correspondiente a guias de un afio de edad. Se registro la
fecha de brotacion en todas las plantas. Una vez establecidas las plantas,
aproximadamente 2 meses después de la plantacion, se realizo una poda para
dejar un solo tallo por estaca. Luego de la poda, se asignaron los tratamientos al
azar. De cada clon fueron utilizadas 10 plantas como control y 10 plantas para
inundacién. Las plantas se mantuvieron libres de enfermedades y las macetas
fueron regadas periddicamente para mantener el suelo a capacidad de campo
hasta la imposicion de la inundacion en noviembre de 2019. El muestreo final se
realizo en diciembre de 2019 luego de 35 dias de crecimiento bajo inundacion.
La duracion del tratamiento fue establecida a partir de la revision de trabajos

previos en los que se empleo el mismo periodo de inundacién (Luquez et al.,
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2012; Rodriguez et al., 2020). Ademads, de este modo se logra evitar que las
plantas pierdan sostén y se descalcen de las macetas, debido a la excesiva
mortalidad de raices que pueden generan periodos mas extensos de
inundacion.

Para imponer el estrés por inundacion, se utilizaron las mismas piletas
que el afo anterior se usaron para aplicar el tratamiento de salinidad. Para
eliminar restos de sales, fueron lavadas con hidrolavadora. Se llenaron hasta
una altura que garantice que las macetas queden completamente sumergidas. El
agua se mantuvo aproximadamente 10 cm por encima del cuello de las plantas,
considerado como el punto de insercion de la rama del afio en la estaca. Se
ubicaron 16 o 17 plantas por pileta. Se coloc6 una planta de cada clon al azar
hasta completar una pileta y se continud con la siguiente. De este modo se
garantizé la aleatorizacion y 2 o 3 plantas de un mismo clon quedaron

asignadas a una misma pileta (Figura 3.1).

Figura 3.1. A) Plantas ubicadas dentro y fuera de las piletas segun el
tratamiento (inundacion y control) B) Raiz adventicia y lenticelas hipertrofiadas
en la parte sumergida de una estaca. C) Estimacion colorimétrica del oxigeno
disuelto en el agua de las piletas.
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Para estimar el oxigeno disuelto en cada una de las piletas, se utilizo un
método de estimacidn colorimétrico (Tetra Test O: método de Winkler
adaptado). Se tomoé una muestra de agua del centro de la pileta, a
aproximadamente 10 cm de profundidad (en el limite superior de las macetas).
Las 6 piletas tuvieron menos de 5 mg/l de oxigeno disuelto al comienzo del

tratamiento (Figura 3.1).

3.2.1. Crecimiento: se midi6 el didmetro a la altura del cuello (DAC,
mm), considerado como la insercidn de la rama del afio en la estaca, y la altura
total (H, m) con calibre digital y cinta métrica respectivamente. Se realizaron 5
mediciones de H (dias 0, 11, 17, 25 y 35 desde la imposicion del estrés) y 2

mediciones de DAC (dias 0 y 35 desde la imposicion del estrés).

3.2.2. Materia seca (MS, g): Se realizo un muestreo destructivo de todas
las plantas al final del ensayo. Se separd la materia seca (MS) en 3
compartimentos: tallos (MStio), hojas (MShojas) y raices (MSraices). La MS de cada
compartimento fue secada en estufa a 60°C hasta peso constante. Se determind
el peso seco (g) con balanza de 0,001g de precisiéon. La suma de los 3

compartimentos fue considerada como la materia seca total (MSwtal).

3.2.3. Conductancia estomatica (gs, mmol m? s?): Periédicamente, se
determinoé la conductancia estomatica de 5 plantas por clon y tratamiento, entre
las 10 hs y las 14 hs, con un porémetro Decagon Devices Model SC-1. Se pinz6
una hoja superior completamente expandida de plantas elegidas al azar,
durante 30 segundos y se registro el valor de gs. Las mediciones se realizaron
en los dias 7, 15 y 24 desde la imposicion del estrés. Para cada clon y
tratamiento se calculo el promedio de todas las mediciones de gs una vez

impuesto el estrés, dato que fue utilizado en los analisis multivariados.
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3.2.4. Area foliar especifica (AFE, cm? g1): En el muestreo final, se
determino el area foliar (cm?) mediante la toma de imagenes y el procesamiento
con Image] 1.52a (NIH, Estados Unidos) de 5 hojas de distintas posiciones de la
copa, de 5 plantas de cada clon y tratamiento. Posteriormente fueron llevadas a
estufa para determinar peso seco (g) y calcular el area foliar especifica de cada

hoja segtn la siguiente férmula: AFE (cm? g') = AF (cm?) / Peso seco (g).

3.2.5. Area foliar total (AF, cm?: En el muestro destructivo de cada
ensayo, el area foliar se estimé mediante la multiplicacion de la MShojas (g) de

cada planta por el AFE (cm? g) del clon y tratamiento.

3.2.6. Tasa de transporte de electrones (ETR, umol m? s?): Previo al
muestreo destructivo, se realizaron 10 mediciones por clon y tratamiento de la
fluorescencia modulada de la clorofila con un fluorimetro portétil (Hansatech
FMS2, Norfolk, Reino Unido), en un rango de variacion de radiacion
fotosintéticamente activa (PAR) entre 10 y 2600 umol m s?. Las mediciones se
hicieron sobre hojas superiores, completamente expandidas, de plantas
tomadas al azar. Se estim¢ el valor de ETR segun la formula (Zhu et al., 2014):
ETR (umol m? s') = PAR * Fv'/Fm” * 0,84 * 0,5. Donde PAR es la radiacion
fotosintéticamente activa (umol m? s'); Fv'//Fm’ es la relacion entre la
fluorescencia variable y maxima (Rohacek, 2002; Li et al., 2015); 0,84 es la
proporcion de la luz absorbida por el tejido fotosintético; 0,5 es la proporcion de
la energia distribuida en el fotosistema II (PSII) (Rascher et al., 2000; Murchie y
Lawson, 2013).

A partir de los datos de PAR y ETR de cada clon y tratamiento, se ajusto
un modelo logaritmico ETR = y. + a In (PAR), donde yoy a son parametros del
modelo. A partir del mismo, se obtuvo el valor de ETR a PAR=2000 pumol m? s

(saturacion luminica, ETRma) y @ PAR=100 umol m? s (ETR100). Para estimar el
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impacto del estrés en esta variable, se calcularon los cocientes entre valores de
ETR de los tratamientos: ETRmax inu/ETRmax control y ETRi inu/ETRi00 control.
Ademads, para cada clon y tratamiento se calculé el promedio de ETR en PAR >

1000 pmol m s, dato que fue utilizado en los analisis multivariados.

3.2.7. SPAD: Previo al muestreo destructivo, se estimo la concentracion
de clorofila con un medidor Minolta SPAD 502 (Osaka, Japdn) en hojas
superiores completamente expandidas. Se registré el valor promedio de 4

mediciones por hoja, en 4 plantas de cada clon y tratamiento tomadas al azar.

3.2.8. Conductividad hidraulica del tallo (kh, g cm s! MPa?): Al
finalizar el ensayo, se determiné la kh con un perfusor multicanal segiin la
metodologia descripta por Ferndndez et al. (2010). Se seleccionaron al azar 5
plantas por clon y tratamiento. Se utilizaron segmentos de tallo de
aproximadamente 14 cm de longitud, tomados a 5 cm de la insercion en la
estaca y obtenidos a partir de cortes bajo el agua para evitar la formacion de
nuevos embolismos por entrada de aire. La longitud del segmento duplica el
largo maximo de vasos estimado (Brodribb y Feild, 2000). La perfusion se
realizé con agua destilada mediante un conductimetro multicanal con un
gradiente de presion (AP) de 0,00981 MPa generado a partir de una columna de
agua de 1 m. Los tallos se conectaron al perfusor con teflén para evitar pérdidas
en la unién y, luego de la estabilizacion del flujo de agua, se hicieron
determinaciones de 1 minuto cada una. El agua recolectada en cada medicién se
peso con una balanza de precision 0,001 g. Finalmente, se estim6 la kh mediante
la siguiente férmula: kh (g cm s MPa?) = Q L / AP, donde L es la longitud del
segmento de tallo, Q es el volumen que lo atraviesa por unidad de tiempo y AP
es la diferencia de potencial generado por la columna de agua entre ambos
extremos del sistema. Luego, kh se estandarizé dividiéndola por la seccion

transversal del tallo (AT, m?) para calcular la conductividad especifica (ks), y

107



Tesis doctoral | Capitulo 3

por el area foliar de la planta (AF, cm?) para calcular la conductividad foliar
especifica (kl) segun las siguientes ecuaciones: ks (g cm™? s MPa) = kh / AT; kl
(g cm? st MPa') =kh / AF.

Para estimar la superficie conductiva del tallo, AT, se midio el didmetro sin
corteza en dos posiciones perpendiculares entre si y se promediaron ambos
extremos del segmento de tallo. A su vez, se desconto la superficie ocupada por

la médula.

3.2.9. Conductancia hidraulica de la hoja (Knsjs,, kg MPa? s?): Se
determind la Knoja de 3 0 4 hojas completamente expandidas de plantas distintas
de cada clon y tratamiento durante el muestreo final. Esto se realizé con el
método de flujo hidrdulico por caida de presién (Melcher et al., 2012). Este
meétodo consiste en la generacion de un gradiente de presion, el paso de agua a
través de un sistema de un conducto con resistencia conocida y el registro de la
presion antes y luego de la resistencia conocida. En primera instancia se registra
la presion de agua que tiene el sistema cuando esta desconectado de la hoja a
medir, para luego registrar la presion de agua con el sistema conectado al
extremo del peciolo. Como la hoja tiene un potencial negativo, aumenta el flujo
a través la resistencia conocida hacia la hoja, y la presion a la salida de la
resistencia disminuye. Una vez que se midieron las presiones, se midid el
potencial hidrico de la hoja (W) con una cdmara de presion tipo Schoélander
(BioControl, Buenos Aires, Argentina). De este modo, se puede conocer la
conductancia hidrdulica (K) de la hoja. Los valores de Khoja fueron
estandarizados por el peso seco (PSumina) y drea de la lamina foliar (AFiimina)
medida con fotografias digitales que fueron analizadas con el programa
CMEIAS- Image Tool. Asi se obtuvieron los cocientes Knoja (kg MPa! s1)/PSiimina
(kg) y Kunoja (kg MPa! s1)/AFismina (cm?).
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3.2.10. Analisis estadistico: Los datos se analizaron mediante andlisis de
varianza (ANOVA factorial), y se consideraron como factores de clasificacion a
los clones y los tratamientos (control e inundacién). En el caso de encontrarse
diferencias significativas, las medias se contrastaron con el test de comparacion
de medias Tukey (p <0,05). Los analisis por conglomerados (método jerarquico,
distancia Euclidea) y andlisis de componentes principales (ACP, distancia
Euclidea) se realizaron a partir de una matriz n x m, donde n fueron los 10
clones evaluados y m las 9 variables incluidas en el andlisis (H, DAC, MSnojas,
MStatio, MSraices, ks, SPAD, ETR y gs). Se incluyeron variables que se relacionan
con el crecimiento, el uso de la luz y el uso del agua. En cada caso, se utilizo
como dato el porcentaje de variacion de cada una respecto de la misma variable
en la condicion control. Ademas, se calculd la sumatoria de los wvalores
absolutos de la diferencia entre estrés y control, y se agruparon estas variables
en “morfoldgicas” y “fisioldgicas”. Como variables morfoldgicas se considerd
altura, DAC, MShojas, MSraices y MStallo; como variables fisioldgicas a kh, ks, Khoja,
SPAD, ETR y gs. Todos los andlisis se realizaron con el software InfoStat

version 2020 (Di Renzo et. al., 2020).
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3.3 - RESULTADOS

El tratamiento de estrés por inundacion fue efectivo en generar un
impacto y diferenciarse del control respecto de la materia seca y sus
compartimentos. Se describen los valores de MSwi y sus compartimentos para
cada tratamiento (Tabla 3.1). La MSww (hojas, tallo y raices) varid
significativamente entre clones y tratamientos. Respecto del tratamiento
control, en inundaciéon se observo una caida del 25% en la materia seca total al
final del ensayo en promedio para todos los clones. El compartimento mas
afectado por el estrés fueron las raices y se observo interaccion entre clon y
tratamiento, por tanto, la inundacion afecté de manera diferencial la materia

seca de raices en los clones evaluados (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Valores promedios de MStotal, MShojas, MStalo y MSraices para cada uno de
los tratamientos al final del ensayo. Los valores entre paréntesis corresponden
al desvio estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05)
entre tratamientos de un mismo ensayo. Se informa el valor del estadistico F
para los factores clon, tratamiento (trat) y la interaccion entre ambos (clon*trat).
*p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

Tratamientos M Stotal (g) MShojas (g) M Staiio (g) M Sraices (g)
Control 59,22 b 28,29 b 22,41b 6,47
(£9,37) (+4,50) (£5,48) (£2,39)
Inundacion 44,59 a 23,06 a 19,69 a 1,07
(£13,57) (£6,06) (£7,36) (£0,56)
F
clon 5,31%** 6,85%** 20,92*** 3,35%*
trat 53,99*** 58,67*** 16,66*** 337,26***
clon*trat 0,71 1,43 0,71 2,63*
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Al analizar los compartimentos de la materia seca, se observd un
comportamiento similar entre clones. No se destacan clones que mantengan la
capacidad de produccion de MSwta en estas condiciones de estrés. Los 10 clones
tuvieron una marcada caida en la produccion de tallos y hojas. Ademas, todos
los clones sufrieron una pérdida importante de MSrices al compararlos con sus
respectivos controles. Sin embargo, es importante resaltar que el nivel de
impacto puede diferir entre clones, y se altera el ranking de tamano y
proporciones de cada compartimento de la materia seca. Por ejemplo, R22 es el
clon con menor peso seco de raices en condiciones control (5,15 g), pero se
destaca como el que posee mayor cantidad de raices en inundacion (1,50 g)
(Figura 3.2). Esto no puede ser asignado a un mayor desarrollo de raices
adventicias cerca de la superficie del agua, ya que en las observaciones
periodicas que se realizaron solo se registro el desarrollo de raices adventicias
en respuesta a la inundacion en algunas plantas del clon TRI.

Como fue mencionado anteriormente, la acumulacion de materia seca
total bajo estrés fue menor con respecto al control. Sin embargo, ese efecto no
fue igual para todos los clones analizados. El clon que menor impacto de la
inundacion tuvo en este aspecto fue CAR, con una disminucion del 9% en la
MSiota. Por otro lado, el mas afectado fue PYT con una MSwwa en inundacion
equivalente al 66% de la generada sin estrés. Ademas, se identific6 un amplio
gradiente de MSwtl en las plantas control, que evidencian diferencias clonales

incluso en ausencia de estrés (Figura 3.3).
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Figura 3.2. Particion de la materia seca (g) entre compartimentos (MShojas, MStato
Y MSrices) de los 10 clones evaluados. Los indicadores bajo las barras
corresponden a cada tratamiento del ensayo (C: control; I: inundacion). Los
asteriscos negros sobre las barras indican diferencias significativas (p <0,05) en
MSwtal en comparacion con sus respectivos controles. Los asteriscos blancos,
diferencias significativas (p <0,05) en el peso seco de hojas y tallos; los naranjas,
indican diferencias significativas (p <0,05) en el peso seco de raices en
comparacion con las plantas control.
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Figura 3.3. Relacién entre el MSwta de las plantas control y la resistencia a la
inundacion, expresada como el cociente entre MStwt inundacién y MSeot
control.

Al imponer los 35 dias de inundacion, se observaron diferencias
significativas en altura total entre plantas control y estresadas para los 10 clones
evaluados. Las plantas control tuvieron una altura entre 105 cm (PYT) y 148 cm
(GUA), mientras que en las inundadas se registré un rango de altura entre 89
cm (PYT) y 136 cm (GUA). Si bien se observd una merma en el crecimiento de
todos los clones, CAR y NAN fueron los que tuvieron menor diferencia en
altura respecto de sus controles (-2,70 cm y -4,80 cm respectivamente). Por otro
lado, los clones R22 (17,55 cm), NAC (-16,70 cm) y PYT (-15,90 cm) tuvieron las

mayores pérdidas en altura debido a la inundacion (Figura 3.4).

113



140

120

100

80

60

40
140

120

100

80

60

40
140

120

100

Altura (cm)

\

40
140

120

100

40
140

120

100

80

60

40

Control

Tesis doctoral | Capitulo 3

Inundacion

A129

\

CAR

[

b\

NAN

NAC

\

PAY

PYT

\

AN

TRI

)

11/11/19
18/11/19
2/12/19
9/12/19
16/12/19

25/11/19

11/11/19

Fecha

18/11/19

25/11/19
2/12/19
9/12/19

16/12/19

Figura 3.4. Crecimiento en altura (cm) a lo largo de los dias, para cada uno de

los clones evaluados, desde el momento de imposicion del estrés. Letras

distintas sobre las curvas indican diferencias significativas (p <0,05) en altura

total, entre tratamientos para un mismo clon, al final del ensayo (dia 35 de
estrés). Clon: F= 31,71 - p <0,0001; trat: F= 48,58 — p <0,0001; clon*trat: F=0,88 - p=
0,55 (Tabla A.13).
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Al analizar el cociente entre la altura al final del ensayo y la registrada al
momento de imposicion del estrés, se observd que hay efecto del clon y del
estrés, y que la interaccion entre ambos factores es significativa (p <0,05). Es
decir, la inundacién no solo redujo el crecimiento en altura, sino que también
modifico el ranking de crecimiento de los clones respecto de la condicion
control. En este sentido, se observd que GUA bajo inundacion puede crecer en
altura tanto como otros clones sin estrés, y que en la condicion control el mayor
crecimiento correspondio a los clones PYT y R22 (Tabla A.14).

Se registr6 una reduccion generalizada en la conductancia estomatica
(gs, mmol m? s!) a los pocos dias de impuesto el estrés por inundacion. Al
séptimo dia se registraron lenticelas hipertrofiadas en todos los clones. Este
mecanismo de aclimatacion fue similar y generalizado en las plantas del
ensayo. Una semana mas tarde (dia 15 de estrés), se observd una recuperacion
de gs acercandose a los valores de conductancia de los controles. Si bien en
todos los clones se observa un patrén de la curva de gs en forma de V, solo en 6
de los 10 clones evaluados puede considerarse como una recuperaciéon a los
niveles iniciales. Los clones HOV, PYT, R22 y TRI no volvieron a alcanzar los
niveles de gs de sus controles, y tuvieron un intercambio gaseoso sensiblemente

menor al dia 24 de estrés (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Diferencias en gs (mmol m s!) de las plantas inundadas respecto
del control a lo largo de los dias, para cada uno de los clones evaluados. Los
asteriscos sobre las curvas indican diferencias significativas (p <0,05) en gs entre
Inundacion y Control, para un mismo clon, en cada fecha de medicion (dias 7,
15 y 24). Dia 24: clon: F= 3,46 — p= 0,003; trat: F= 170 — p <0,0001; clon*trat: F=3,49
- p=0,003 (Tablas A.15).
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Se observé que hubo una variacion significativa entre tratamientos en la
conductividad hidrdulica del tallo (kh). La inundaciéon gener6é una respuesta
similar al tratamiento de sequia en la variable kh (capitulo anterior), con una
marcada disminucion respecto del control, pero no se registraron diferencias
estadisticamente significativas entre los clones (Tabla A.16). Los valores de kh
estandarizados por la seccién conductiva (ks), tampoco variaron de forma
estadisticamente significativa entre clones, pero se observo una disminucién de
ks entre plantas control e inundadas. No obstante, al relacionar los valores de
ambas conductividades observados en plantas control con los registrados en las
estresadas, se identific6 un amplio gradiente de variacion en el impacto del
estrés (Figuras 3.6 y 3.7). Por otro lado, no se observaron diferencias
significativas entre clones ni efecto del tratamiento en la conductancia

hidraulica de la hoja (Khoja, kg MPa s1) (media = 0,0015 kg MPa' s; F=0.89; p =

0,60).
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Figura 3.6. Relacion entre la conductividad hidraulica del tallo (kh, g cm s
MPa™) de las plantas control y el impacto del estrés en kh, expresado como el
cociente entre kh de las plantas inundadas y kh de las plantas control.
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Figura 3.7. Relacién entre la conductividad hidrdulica especifica del tallo (ks, g
cm? s MPa) de las plantas control y el impacto del estrés en ks, expresado
como el cociente entre ks de las plantas inundadas y ks de las plantas control.

Se observaron diferencias significativas en el drea foliar (AF, cm?) entre
clones y entre tratamientos (medias: control = 4223 b, inundacién = 2973 g; clon:
F=4,88 - p <0,0001; trat: F = 123 - p <0,0001; clon*trat: F= 1,21 - p= 0,30). Lo mismo
se observ¢ al analizar el area foliar especifica (AFE, cm? g') (medias: control =
146 b, inundacion = 133 a; clon: F= 3,76 - p= 0,0005; trat: F= 46,61 - p <0,0001;
clon*trat: F= 1,93 — p=0,06).

En el andlisis de los datos de ETR100 (PAR =100 pmol m- s?) de cada clon y
tratamiento, se observd que 3 clones (NAN, TRI y PYT) alcanzaron mayores
valores de ETRin bajo inundacién que en una situacion libre de estrés (Tabla
A.17). El aumento en estos casos fue entre 3 y 10 veces el valor de ETRiw de sus
respectivos controles. Por otro lado, en 6 clones ETRi0 se redujo ante el estrés,
con caidas en un rango entre el 13% y 87%. El caso restante correspondi6 a
NAC que tuvo practicamente el mismo valor de esta variable en ambas

condiciones de crecimiento. En relacion a ETRmix (a PAR saturante = 2000 pmol
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m? s1), 3 clones registraron valores mas elevados en inundacion que en los
controles (A129, NAC y PAY) y 7 clones mayores en los controles que en la
situacion de estrés. El clon que méas aumento tuvo en ETRmi fue NAC, con un

valor 77% mayor que en la situacion control (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Cociente entre los valores de ETRmsx y ETRi00 de los clones bajo estrés
y ETRmix y ETRin en condiciones control. En negrita se destacan el valor
maximo y con subrayado el valor minimo para cada cociente.

ETRmsx inundacion / ETRi00 inundacion /

Clon ETRmax control ETRu100 control
A129 1,16 0,13
CAR 0,77 0,87
GUA 0,91 0,84
HOV 0,88 0,55
NAN 0,70 3,22
NAC 1,77 0,99
PAY 1,02 0,39
PYT 0,61 10,69
R22 0,84 0,81
TRI 0,61 5,94

Al agrupar los clones segtin el efecto causado por la inundacion en un
andlisis por conglomerados, se observé un cambio sustancial respecto de los
demads estreses abidticos reportados en el capitulo anterior. Se observaron 2
grupos principales: los clones TRI, HOV, PAY, GUA, NAN y CAR conformaron
un grupo. Por otro lado, se agruparon A129, R22, PYT y NAC, y fue R22 el mas
cercano a A129. Los clones mas parecidos entre si son HOV y TRI. El impacto
de la inundacion seria, en términos generales, similar para ambos (Figura 3.8).
En el andlisis de componentes principales (ACP), el biplot conformado por las
CP1 y CP2 explico el 63,1% de la variabilidad total. Los autovectores obtenidos

en el ACP se informan en la Tabla A.18. La proyeccién de casos sobre la CP1
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evidencid6 un gradiente desde valores negativos de la CP hasta valores
positivos. En un extremo se ubicaron los clones R22 y NAC, mientras que en el
otro se observd a NAN y CAR. Los cambios en las variables relacionadas con el
crecimiento y la generacion de materia seca (H, DAC, MSio y MShojas) fueron los
que mas contribuyeron a explicar la variabilidad en la CP1. Ademas, las
variaciones en las mismas correlacionaron positivamente. Los cambios en gs y
SPAD en valores positivos, y en MSrices, ETR y ks en valores negativos, fueron
los que mas explicaron la variabilidad en la CP2. En términos generales, las
variables mas asociadas con el crecimiento determinaron la variabilidad de la
CP1, mientas que las variables fisioldgicas tuvieron un peso mayor para

explicar la variabilidad de la CP2 (Figura 3.9).

TRI

HOV

PAY

GUA

NAN

CAR

NAC

PYT

A129

Distancia: (Euclidea)

0,00 1.2 2,44 3,65 4,87

Figura 3.8. Andlisis de conglomerados. Agrupamiento entre clones segun
impacto de la inundacion en las variables H, DAC, MSnojas, MStalto, MSraices, ks,
SPAD, ETR y gs, como diferencia porcentual de cada variable respecto del
control. Correlacion cofenética = 0,68.

Los cambios en las variables fisioldgicas fueron de mayor magnitud que
las variables morfoldgicas. Sin embargo, los clones que mantuvieron las

variables morfologicas similares al control son los que sufrieron menor
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mientras que los cambios fisiolégicos no

correspondieron con menor o mayor estabilidad en la MSewtal (Figura 3.10).
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Figura 3.9. Anadlisis de componentes principales segin impacto de
inundacién en las variables H, DAC, MShojas, MStalto, MSraices, ks, SPAD, ETR y gs,
como diferencia porcentual de cada variable respecto del control.
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Figura 3.10. Relacién entre el impacto de la inundacién, expresado como el
porcentaje de caida en la produccidon de materia seca (Reduccion MSoti) de cada
clon, y la variacion en el promedio de las variables morfoldgicas y fisioldgicas.
Como variables morfologicas se consideraron altura, DAC, MSnojas, MSraices y
MStaio; como variables fisiologicas a kh, ks, Knoja, SPAD, ETR y gs.
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3.4 - DISCUSION

Los efectos de la inundacion en individuos de &lamos han sido
ampliamente estudiados. Una gran cantidad de estudios demostraron la
posibilidad de encontrar variabilidad intraespecifica respecto de la tolerancia a
este tipo de estrés abiotico (Gong et al., 2007; Guo et al., 2011; Luquez et al., 2012;
Rodriguez et al., 2020). Sin embargo, en este ensayo no se han encontrado
diferencias clonales en la mayoria de las variables morfoldgicas y fisioldgicas
analizadas individualmente, y es la MSwti la caracteristica que mds claramente
permitié identificar un gradiente de susceptibilidades. Esto probablemente se
relacione mas con la intensidad del estrés que se alcanzo en el ensayo que con
una posible respuesta homogénea entre los clones evaluados. En este sentido,
hay antecedentes de estudios en los que se sometieron clones de P. deltoides a 35
dias de inundacidén y se encontraron diferencias entre genotipos mas marcadas
(Luquez et al., 2012; Rodriguez et al., 2020). Por lo tanto, es necesario ahondar en
las evaluaciones respecto de la tolerancia a la inundacion de los clones
evaluados.

Estudios anteriores verificaron que en las plantas sometidas a inundacion
suele haber una caida inicial de la conductancia estomatica y una recuperacion
posterior, debido al desarrollo de mecanismos de aclimatacién (Rodriguez y
Luquez, 2016). En nuestro estudio, todos los clones desarrollaron lenticelas
hipertrofiadas como respuesta a la inundacion. Esto posiblemente determiné
que el efecto del estrés sea similar entre clones. No obstante, se registraron
diferencias clonales en la conductancia estomatica: algunos clones recuperaron
valores de gs similares a sus controles luego de varios dias bajo estrés, mientras
que otros se mantuvieron por debajo (HOV, PYT, R22 y TRI). Por otro lado, se
observo una caida generalizada en la capacidad de conducir agua de los tallos,
expresadas tanto en los valores de kh como en los de ks. Esto puede deberse a

procesos de embolismo que interrumpen el normal flujo de agua, o a cambios
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en la morfologia de los vasos producidos como respuesta a la situacion de estrés
(Doffo et al., 2017; Tardif et al., 2021).

El mayor contraste se observo en las posiciones relativas de los clones CAR
y NAC en el andlisis de componentes principales. El clon CAR tuvo un menor
impacto en las variables relacionadas con el tallo (H, DAC y MSuio) en las
plantas estresadas. La caida porcentual respecto de los controles fue mayor en
el clon NAC. Teniendo en cuenta que la altura y el didmetro son variables
relacionadas con una mayor tolerancia a condiciones de inundacién, podria
esperarse que los clones mds altos y mas gruesos sean los mas tolerantes
(Rodriguez et al., 2020; 2021).

A partir de la tendencia observada luego de 35 dias de inundacion, CAR y
NAC se proponen como clones contrastantes: el primero es un clon mas
tolerante a periodos cortos de inundacion que el segundo. Esto se condice con
lo reportado por Luquez et al. (2012) que verificéd una caida mayor en el indice
de volumen del tallo de NAC en condiciones de inundacién. No obstante, cabe
mencionar que Alvarez (2018) report6 a CAR como el clon con mayor
mortalidad en un ensayo de inundacién madas prolongado (90 dias). La
combinacién de CAR y NAC en un rodal mixto podria mitigar las pérdidas
respecto de un rodal puro de NAC. Sin embargo, ante inundaciones cortas
probablemente no se obtendrian mejores rendimientos que en un rodal puro de
CAR. La combinacion CAR-GUA, en cambio, significaria un aumento de la
diversidad de los rodales, pero con una respuesta similar que un rodal puro
ante situaciones de anegamiento. En vistas de un objetivo productivo, esta
ultima es una mejor alternativa ya que se combinan clones con
comportamientos similares, pero se obtendrian rodales mas diversos que los
monoclonales. Ademas, se puede identificar a NAN como el clon mds parecido
a CAR en términos del impacto de la inundacién. Si bien es un genotipo con

menor produccién de tallo que CAR y GUA, es posible pensar en las
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combinaciones CAR-NAN y GUA-NAN como otras alternativas de
diversificacion de los rodales.

Los clones HOV y TRI se identificaron como los mas parecidos entre si
respecto de la respuesta general a las condiciones de inundacion. En el
tratamiento control son los clones con mas raices, pero al igual que los demas
genotipos, sufrieron un importante dafio en este compartimento luego de
impuesto el estrés. Al respecto, cabe mencionar que el detenimiento del
crecimiento y muerte radical es uno de los efectos mas caracteristicos de la
inundacion en las plantas (Visser y Voesenek, 2004; Gong et al., 2007). Estos 2
clones se ubican en valores medios de produccion de tallo y MS total. Al
tratarse de un clon de P. deltoides y un hibrido P. xcanadensis la combinacion de
ambos en rodales mixtos resulta interesante. Si bien no son los clones mas
productivos en este estudio, su similitud en el efecto que provoca la inundaciéon
permite postular la mezcla como una alternativa de diversificacion. Cabe
destacar que los rendimientos observados en ensayos en macetas no son
necesariamente extrapolables a plantas adultas que crecen a campo, pero este
tipo de ensayos resultan una buena herramienta para describir la diversidad
entre clones y complementar la informacion en el campo (Monclus et al., 2005;
Kawaletz et al., 2014).

Se ha cumplido con el objetivo de evaluar la tolerancia a la inundacién de
los clones de alamos candidatos a ser utilizados en rodales clonales mixtos. En
este sentido, se ha verificado que en todos los clones la inundacién redujo el
tamano final de los arboles. Sin embargo, se ha demostrado que dicho efecto
varia segun el genotipo, se identifico un amplio gradiente de susceptibilidad al
estrés y se observd que las diferencias clonales son mas marcadas en aspectos
fisiologicos que morfoldgicos (Figura 3.10). Ademas, se ha identificado que la
capacidad de crecimiento de los clones libres de estrés no tendria relacion con la
tolerancia a la inundacion ya que hay clones con niveles similares de tolerancia

(e.g. R22 y A129), que ocuparon posiciones opuestas en el ranking de
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produccion de MSwt, asi como clones con crecimientos similares en la
condicion control pero que difieren en el impacto que la inundacion les provocéd
(e.g. CAR y A129 0 NAC y NAN) (Figura 3.3).

A partir de la variabilidad observada, es posible plantear la combinacion de
clones con niveles similares de tolerancia a la inundacion y con diferente
impacto en las variables fisioldgicas. Sin embargo, el impacto en las variables
morfoldgicas se relaciona directamente con la tolerancia a la inundacion. Los
cambios morfologicos y fisiologios diferenciales pueden traer aparejadas
diferencias en el uso de la luz, el agua y los nutrientes, en comparacion con los

sistemas monoclonales tradicionales.

3.4.1. Contraste de hipotesis

En funcién de los resultados reportados y los antecedentes recabados, se
encontréd evidencia a favor de la hipodtesis “los clones poseen diferentes
mecanismos de aclimatacion a la inundacién, por lo tanto, los crecimientos
similares bajo estrés que se buscan al mezclar clones pueden lograrse con

mecanismos diferenciales de tolerancia o evitacion”.
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4.1 - INTRODUCCION

Los dlamos en general, y las especies de la seccion Aigeiros en particular,
son de gran importancia econdmica y se emplean en sistemas silviculturales en
muchas regiones del mundo (Dickmann y Kuzovkina, 2014). Se cultivan en
ambientes muy diversos y hay una importante cantidad de clones disponibles
en cada region. La amplia diversidad de genotipos de alamo difundidos,
sumada a la heterogeneidad de ambientes en los que se cultivan, deriva en
distintas interacciones genotipo-ambiente (Donohue, 2016).

Un concepto para analizar la respuesta de los genotipos o varietales, a lo
largo de diferentes escalas espaciales o temporales, es el de la estabilidad
(Bradshaw, 2006). Es utilizado mayormente como criterio para medir la
invariabilidad espacial o temporal de una caracteristica determinada (Reckling
et al.,, 2021) como, por ejemplo, el rendimiento o la produccion de materia.
Desde hace varias décadas es empleado en cultivos anuales, pero en los tltimos
afios ha habido una creciente aplicacion en otras dreas como la ecologia o los
sistemas forestales (Nicotra et al., 2010; Alvarez et al., 2020). Uno de los métodos
mas empleados para analizar la estabilidad es mediante el método propuesto
por Finlay y Wilkinson (1963) y empleado en numerosos estudios agrondmicos
(Berzsenyi et al., 2000; Tollenaar y Lee, 2002; Alwala et al., 2010) y forestales (Yu
y Pulkkinen, 2003; Nelson et al., 2018; Alvarez et al., 2020). Se trata de una
regresion lineal entre la media de una variable y un indice ambiental, y se toma
como indicador de la estabilidad la pendiente de dicha regresion.

Otra forma complementaria de analizar la respuesta de un genotipo a las
variaciones en el ambiente es mediante el concepto de plasticidad fenotipica. Se
la puede definir como la habilidad de un organismo de cambiar en respuesta a
un estimulo desde el ambiente (West-Eberhard, 2008). Este concepto es
aplicable tanto a nivel de planta entera, como a variables relacionadas con la

fenologia, morfologia o fisiologia (Niirnberger, 2013). De hecho, la norma de
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reaccion empleada para evaluar la estabilidad es utilizada en numerosos
estudios como un indicador de la plasticidad de variables fisioldgicas como la
conductancia estomatica (Sadras et al., 2012) o la concentracion de clorofila
(Avramov et al., 2017). Por lo tanto, un genotipo puede ser estable en el
rendimiento y muy plastico en algunos aspectos fisiologicos y morfoldgicos. De
hecho, es probable que la capacidad para mantener los niveles de produccion
derive de ajustes en el funcionamiento que le permitan aclimatarse y responder
a los cambios en las condiciones de crecimiento (Sadras ef al., 2009; Nicotra et al.,
2010; Li et al., 2022).

Desde hace varias décadas, se han desarrollado diferentes tipos de
indices de plasticidad fenotipica que buscan estimar cuantitativamente dichos
cambios en el fenotipo (Valladares et al., 2006). Dos de los mas utilizados son el
Indice de Plasticidad Fenotipica (PIv) y el Indice de Plasticidad de Distancias
Relativas Simplificado (RDPIs) (Valladares et al., 2000; Gratani et al., 2003;
Valladares et al., 2006; Alvarez et al., 2020). El PIv tiene la caracteristica de ser un
indice que se calcula de forma muy simple, ya que compara valores maximo y
minimo entre ambientes. Ademads, refleja la norma de reaccion entre ambos
extremos del gradiente ambiental y no es sensible a las diferencias de varianza
entre dos muestras (Godoy et al., 2011). En cambio, el RDPI es un indice que
calcula todas las distancias fenotipicas que es posible estimar para cada
genotipo. De este modo, no solo se puede obtener un indicador de plasticidad,
sino también una serie de repeticiones por clon que habilita la realizaciéon de un
analisis de la varianza y test de comparacion de medias (Valladares et al., 2006).
En resumen, con el Plv se logra expresar el contraste entre ambientes extremos,
y permite observar la maxima tasa de cambio para un genotipo, y con el RDPIs
se obtiene un indicador integral de la plasticidad total.

En relacion con los dlamos, existen trabajos sobre estabilidad y
plasticidad tanto en condiciones controladas, como en plantaciones a campo

(Yu y Pulkkinen, 2003; Koo et al., 2007; Sixto et al., 2014; Alvarez et al. 2020). La
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plasticidad fenotipica puede ser abordada bajo dos conceptos principales: en
sentido estricto y en un sentido mas amplio. En primer lugar, cuando se emplea
el enfoque de plasticidad en sentido estricto, es importante que los individuos
expuestos a variaciones ambientales sean genéticamente idénticos (Chambel et
al., 2005). En este caso, los dlamos poseen una ventaja respecto de otras especies
ya que se pueden clonar facilmente. En segundo lugar, se puede emplear un
enfoque mas laxo de la plasticidad en el cual se comparan individuos de una
misma familia o especie (Valladares et al., 2006). En el caso especifico de los
alamos que se cultivan en el Bajo Delta del Rio Parang, el trabajo de Alvarez et.
al. (2020) fue realizado con 4 clones comerciales, 3 de los cuales estan incluidos
en este trabajo. Los clones comerciales que fueron inscriptos para la region en
los ultimos afios no fueron evaluados previamente.

La informacidon recabada en capitulos anteriores permite observar la
respuesta de los clones a un amplio gradiente de condiciones de crecimiento. Si
se analiza la plasticidad por separado en cada uno de ellos, se veria solo una
parte de la plasticidad total. En cambio, el andlisis conjunto de los diferentes
ambientes generados permite identificar patrones generales de respuesta a estos
cambios ambientales, sin importar cudl fue el estrés que lo generd. Esto es
importante ya que los arboles que crecen en plantaciones comerciales a campo
son sometidos a diversos estreses que suceden de forma simultdnea —o se
alternan a lo largo del ciclo productivo- y que derivan en limitantes ambientales
que generalmente desconocemos. Es por ello que en este capitulo se analiza la
estabilidad en la producciéon de materia seca, especialmente del tallo, y la

plasticidad fenotipica en variables morfo-fisiologicas que puedan explicar dicha

estabilidad.
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Objetivo: Evaluar la estabilidad en la produccion de materia seca total y del
tallo, y la plasticidad fenotipica en variables morfo-fisioldgicas de los clones de
alamo candidatos a ser utilizados en rodales clonales mixtos, ante sequia,

salinidad e inundacion.

Hipétesis: Los clones mas estables en generacion de materia seca son los mas

plasticos en aspectos fisiologicos y morfoldgicos.
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4.2 - MATERIALES Y METODOS

Para este capitulo se utilizaron los datos obtenidos durante los ensayos
correspondientes a los capitulos 1 (muestreo de verano), 2 y 3. Los respectivos
ensayos controlados fueron considerados como diferentes ambientes de
crecimiento. Se identific6 como el ambiente 1 al ensayo de 2017 (capitulo 1);
como ambiente 2 al control del ensayo 2018 (capitulo 2); como ambiente 3 a la
condicion de sequia del ensayo 2018 (capitulo 2); como ambiente 4 a la
condicion de salinidad del ensayo 2018 (capitulo 2); como ambiente 5 al control
del ensayo 2019 (capitulo 3) y como ambiente 6 a la condicion de inundacién
del ensayo 2019 (capitulo 3). Para que los datos de los distintos ambientes sean
comparables, se llevaron los valores de materia seca total y de cada
compartimento (MStotal, MStaito, MShojas y MSraices) @ valores diarios (g dia?), y se
definié asi el incremento en materia total (IMSwta), en materia seca del tallo
(IMStano), en materia seca de las hojas (IMShojas) y en materia de raices (IMSraices).
Para ello se dividio el valor de cada variable por los dias de duracién de cada
ensayo (ambiente 1: 115 dias; ambientes 2, 3 y 4: 151 dias; ambientes 5 y 6: 98
dias). Para obtener la duracién del ensayo se tomo en cuenta el dia de brotacion
promedio de todos los clones y la fecha de los muestreos destructivos (para el
ambiente 1 se considerd solo el tiempo transcurrido hasta el muestreo de
verano). Ademas, para cada ambiente se calcularon los siguientes indices que
relacionan parametros morfoldgicos de las plantas:

- Relacion tallo-raiz (RTR) = MStaio (g) / MSraices (g)

- Indice de esbeltez (IE) = altura (cm) / DAC (mm)

(Benbrahim et al., 2000).
- Indice de calidad de Dickson (ICD) = MSiotal (g) / IE + RTR)
(Dickson et al., 1960; Pimentel et al., 2021).
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4.2.1. Estabilidad productiva entre ambientes

Para evaluar la estabilidad de los clones entre los 6 ambientes generados
por los ensayos controlados, se empled el analisis de regresion conjunta
propuesto por Finlay y Wilkinson (1963). Este método consiste en un andlisis de
regresion lineal entre la variable de interés (e. g. materia seca total) y un indice
ambiental generado por las diferentes condiciones de crecimiento. El indice
ambiental se define como el promedio de la variable de interés en cada
condicion de crecimiento. En nuestro caso, este indice toma 6 valores a partir de
la media de los 10 clones en los 6 ambientes evaluados. El coeficiente de

regresion de cada genotipo (bi) se determino de acuerdo al modelo lineal:
yi=a+bixi+e

donde yi es el valor de la variable de interés de un clon en el ambiente i; a es la
ordenada al origen del clon; xi es la media general de la variable de interés en
ese ambiente i; y e es el error. Los clones con bi = 1 serdan considerados como
clones estables cuyo crecimiento sigue la tendencia de variacion ambiental. Los
clones con bi > 1 se identificardn como genotipos inestables pero mejor
adaptados a condiciones ambientales favorables. Por ultimo, aquellos genotipos
con bi <1, se consideraran como clones altamente estables, con baja respuesta a
los cambios en las condiciones ambientales (Nelson ef al., 2018). Este método se
empled para las variables IMSewt (g dia?) e IMSuo (g dia?). El clon CAR fue
excluido del andlisis de regresion lineal para la variable IMSwta debido a que la
misma no fue significativa (p >0,05) (Tabla A.19).

Ademas, se realiz6 un andlisis combinado del coeficiente de la regresion
(bi) y la media de las variables IMStwota € IMStno. Se obtuvo como resultado 2
graficos con bi en el eje de las ordenadas y los datos de IMStotai € IMStaio en el eje

de las abscisas. Este analisis permite clasificar los clones entre aquellos con alta
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o baja estabilidad y alta o baja produccion de materia seca de forma simultanea

(Figura 4.1).
Produccion media
Baja 2,0 q
estabilid ad
_ INESTABLE INESTABLE
15 BAJA PRODUCCION ALTA PRODUCCION
- Estabilidad
s 10 - - ——— )
media
05 - ESTABLE ESTABLE
BAJA PRODUCCION ALTA PRODUCCION
Alta
estabilidad 0,0

Incremento en peso seco (g dia™

Figura 4.1. Esquema de interpretacion general de un andlisis combinado entre bi
y el incremento en peso seco (g dia?). Adaptado de Alvarez (2018).

4.2.2. Plasticidad fenotipica

La plasticidad fenotipica fue estimada para los 10 clones a partir de 2
indices: el indice de plasticidad de distancias relativas simplificado (RDPIs) y el
indice de plasticidad fenotipica (PIv) (Valladares et al., 2000, 2006; Alvarez et al.,
2020). Se incluyeron los 6 ambientes generados a partir de los ensayos
controlados de los capitulos 1, 2 y 3. Se estimaron los indices de plasticidad para
las siguientes variables: drea foliar total (AF, cm?), 4rea foliar especifica (AFE,
cm? g'), conductividad hidraulica del tallo (kh, g cm s MPa), conductividad
hidraulica especifica (ks, g cm™ s MPa?), conductancia hidraulica de la hoja
(Knoja, kg MPa s1), conductancia estomatica maxima (gsmsx, mmol m? s?), tasa
de transporte de electrones a PAR > 1500 pumol (ETRmix), relacién tallo-raiz
(RTR), indice de esbeltez (IE), indice de calidad de Dickson (ICD) y

concentracion de clorofila (SPAD).
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El RDPIs tiene un rango de variacion entre 0 y 1, y se estima a partir de
las distancias fenotipicas entre valores medios de la variable de interés en cada
ambiente. Los genotipos con RDPI = 0 tienen nula plasticidad entre ambientes
para la variable considerada, mientras que aquellos con RDPI = 1 poseen
maxima plasticidad para dicha variable ante cambios en el ambiente. La

estimacion se realizo seguin la siguiente férmula:

RDPIs: [ (i - yi") | (i + yi)] n,

donde yi es la media de la variable de interés en el ambiente i (6 ambientes), i es
un ambiente distinto de i y n representa el nimero total de distancias que es
posible estimar para cada clon. En nuestro caso, para cada clon y variable n=15,
que surge de todas las combinaciones posibles entre los 6 ambientes.

El PIv considera las condiciones extremas en el rango de variacion

ambiental. La estimacion se realiz6 segun:

PIv (%) = ((y mdxima - y minima)/ y mdxima) * 100,

donde y mdxima e y minima representan la media de la variable y en los
ambientes que tuvieron el valor maximo y minimo respectivamente (Valladares
et al., 2000). Cabe mencionar que, para cada clon, puede haber diferencias en el
ambiente en el que se obtuvieron los valores médximos y minimos de cada

variable.

4.2.3. Analisis estadisticos

Los datos de materia seca diaria se analizaron mediante analisis de la
varianza (ANOVA factorial), y se consideraron como factores de clasificacion a
los clones y los ambientes generados por los ensayos controlados. Los datos de

RDPIs se analizaron mediante ANOVA, y se consideré6 como factor de
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clasificacion a los clones. En el caso de encontrarse diferencias significativas (p
<0,05), las medias se contrastaron con el test de comparacién de medias Tukey.
Ademas, se realizo un andlisis de correlacion (coeficiente de Pearson, r) entre
los indices PIv y RDPIs para cada una de las variables analizadas. Para ello
fueron empleados los datos de PIv y RDPIs correspondientes a los 10 clones.
Por otra parte, se realizd un analisis de correlacion entre el factor bi de las
variables IMStotal € IMSeano, y 1a media del indice de plasticidad fenotipica RDPIs
para las variables fisiologicas y morfoldgicas. Para obtener un valor promedio
de RDPIs en cada una de estas categorias, se promediaron los valores de RDPIs
de las variables kh, ks, Knoja, gsmix, ETRmax y SPAD por un lado (fisiologicas), y
de las variables AF, AFE, RTR, IE e ICD por el otro (morfologicas).

Se realizd un andlisis de componentes principales (ACP, distancia
Euclidea) a partir de una matriz n x m, donde n fueron los 10 clones evaluados y
m: 1)- los datos de bi correspondientes a IMSuio; y 2)- los datos de RDPIs de las
variables AF, ks, ETRms, RTR, IE, ICD y SPAD. Debido a que se observo una
alta correlacion entre PIv y RDPIs, el ACP se realiz6 solo con uno de ellos. Fue
seleccionado el RDPIs por expresar la plasticidad fenotipica de forma integral, y
se incluyeron todos los ambientes en el calculo. Fueron incluidas en el ACP
aquellas variables en las que se observaron diferencias significativas entre
clones (p <0,05) en RDPIs (ks, ETRmsx, IE, ICD y SPAD); y que se destacan por
caracterizar atributos de relevancia como el 4rea foliar (AF) y la particion de la

materia seca (RTR).
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4.3 - RESULTADOS

Al analizar los datos de IMStwt y de cada compartimento de la materia
seca (IMStaio, IMShojas y IMSraices), se observaron diferencias significativas (p <0,05)
tanto entre clones como entre ambientes. La asignacion de materia seca diaria (g
dia?) fue afectada por los ambientes estresantes (3, 4 y 6) en relacion a sus
respectivos controles (2, 2 y 5, respectivamente) (Figura 4.2). Se observo que las
plantas sometidas a condiciones de inundacién (ambiente 6) fueron las de
menor IMSewt en 9 de los 10 clones, con un rango entre 0,33 g dia?! (R22) y 0,51 g
dia? (A129). Por fuera de ese rango, el clon CAR tuvo una produccién de IMStota
de 0,60 g dia® en este ambiente, y se observd su menor valor de IMStta en el
ambiente 3 (sequia) con 0,55 g dia! (Figura 4.2).

En términos generales, el ambiente 2 fue el mas favorable para el
crecimiento y desarrollo de las plantas, donde se observaron los mayores
valores de IMSeuo en los 10 clones. En este ambiente, la generacion de materia
seca del tallo varié entre 0,31 g dia® (PYT) y 0,58 g dia! (A129) y 7 de los 10
clones tuvieron el mayor valor de IMSww. Los clones NAC y PYT tuvieron
IMStotas maximo en el ambiente 1, con 0,70 y 0,65 g dia’, respectivamente. Esto se
debié a una mayor produccion de raices en el ambiente 1, ante similar
desarrollo de la MS aérea en los ambientes 1 y 2. Por su parte, el clon R22 tuvo
un IMSwt de 0,66 g dia' en ambos ambientes, pero con una clara diferencia
entre compartimentos: en el ambiente 1 generd mas raices, mientras que en el
ambiente 2 desarrolld mas hojas y tallo (Figura 4.2). Estas diferencias en los
patrones de asignacion de la materia seca también se observaron entre clones: 6
de los 10 clones (CAR, GUA, HOV, PAY, PYT y R22) asignaron mayor cantidad
de materia seca diaria a raices en el ambiente 3 (sequia), en comparacién con el
ambiente 2 (control) y fueron los tinicos clones que respondieron a la sequia con
un incremento en la produccidon radical. Sin embargo, en los 10 clones se

observo el maximo valor de IMSmices en el ambiente 1. En el ambiente 4
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(salinidad), también se observaron diferencias entre clones en el desarrollo de
raices: los clones A129 y TRI fueron los tinicos que tuvieron una cantidad de
raices diaria igual o mayor al ambiente 2 (control). En cambio, en condiciones
de inundacién (ambiente 6), el dafio fue generalizado y no se identificaron
clones con un desarrollo radical comparable a la condicion control (Figura 4.2).
La MS aérea también fue variable ante los cambios en las condiciones de
crecimiento. Los valores mas altos de IMSnejs se observaron en el ambiente 5,
con un rango de variacion entre 0,21 g dia! (R22) y 0,32 g dia' (A129). Por su
parte, la condicion en la que menor cantidad de peso seco de hojas por dia se
genero fue la sequia (ambiente 3). El clon que menos produjo en este ambiente
fue el TRI (0,13 g dia!), mientras que los clones HOV y GUA fueron los que
tuvieron mayor desarrollo foliar con 0,20 g dia?’ cada uno. Cabe destacar que
GUA produjo la misma cantidad de hojas en este ambiente que en el ambiente
1, en el que no estuvo sometido a condiciones de estrés. Ademas, el clon R22

tuvo el mismo IMSnojas en 4 de los 6 ambientes evaluados (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Incremento en la materia seca total (IMSww, g dia') y de cada
compartimento (IMSuio, IMShojas € IMSraices en g dia?) para los 10 clones
evaluados. Los nimeros bajo las barras representan los 6 ambientes generados
por los ensayos controlados. Se informa el valor p para los factores clon,
ambiente y la interaccion clon*ambiente. Se consideran diferencias significativas
sip <0,05.
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Al analizar la estabilidad, a través de la pendiente de regresion (bi), de
las variables IMStotal € IMStano, se Observo una gran variabilidad entre clones. Se
destaca que el clon A129 es el que posee el mayor valor de bi para ambas
variables, con pendientes por encima de 1. Los clones NAN, R22 y TRI también
tuvieron una bi > 1 para la produccion de materia seca diaria. En el otro
extremo, se identificaron a los clones GUA, HOV, PAY y PYT con pendientes
debajo de 1. El tnico genotipo con bi = 1 fue NAC (Figura 4.3 y Tabla A.19).
Respecto de los valores de bi para la variable IMStuo, se identificaron 3 clones
con bi >1 (A129, GUA y R22), 4 con bi cercana a 1 (CAR, HOV, NAN y TRI) y 3
con bi <1 (NAC, PAY y PYT) (Figura 4.4 y Tabla A.19).

1,2 -
1,0 - e A129

_ e CAR
o v GUA
< 087 s+ HOV
‘EE = NAN
g 06 NAC
‘é’ e PAY
— - * PYT

04 + s

v TRI

0.2 -
0,4 0,5 0,6 07

Indice ambiental (g dia™)

Figura 4.3. Relacion entre el IMSwtl (g dia™) y el indice ambiental (g dia?). Se
sefialan como ejemplos regresiones: con bi > 1 (Al129), bi <1 (PAY) y bi =1
(NAC). La linea roja representa la relacién 1:1 entre el IPSww y el indice
ambiental. Los datos de p y R? correspondientes a cada regresién pueden verse
en la Tabla A.19.
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Figura 4.4. Relacion entre el IMSuio (g dia?) y el indice ambiental (g dia™). Se
sefialan como ejemplo 3 relaciones: con bi > 1 (A129), bi <1 (PYT) y bi=1 (HOV).
La linea roja representa la relacion 1:1 entre el IMSwta y el indice ambiental. Los

datos de p y R? correspondientes a cada regresion pueden verse en la Tabla
A.19.

Respecto del indice de plasticidad de distancias relativas simplificado
(RDPIs), no se observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre clones en la
mayoria de las variables morfoldgicas. Sin embargo, se observaron diferencias
(p <0,05) en 2 de los indices que relacionan los compartimentos de la materia
seca, como el IE y el ICD. Los clones TRI'y PYT fueron los que tuvieron menor y
mayor plasticidad respectivamente en la variable IE. Por otro lado, el clon CAR
fue el menos plastico al analizar los valores del ICD con un RDPIs de 0,09,
mientras que el clon R22 tuvo un RDPIs de 0,21 (Tabla A.20). Al analizar la
plasticidad de las variables fisiologicas, se observd que aquellas relacionadas
con el uso del agua (kh, ks, Knoja y gsmax) fueron mas plasticas que las variables
relacionadas con el uso de la luz (ETRmsx y SPAD). Se encontraron diferencias
significativas entre clones en el RDPIs de ks. El clon menos plastico en relacién
a esta variable fue NAC y el que tuvo el mayor valor de RDPIs fue NAN (Tabla

A.20). Respecto de las variables ETRmix y SPAD, en ambos casos se observaron
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diferencias significativas entre clones en los indices de plasticidad. El clon
menos plastico con relacion a ETRmix fue A129, y el maximo valor de RDPIs
para esta variable se observo en PAY. Por otro lado, SPAD fue una variable
poco plastica con RDPIs debajo de 0,10 en todos los casos. No obstante, se
observ¢ variabilidad entre clones: la plasticidad tuvo un rango entre 0,03 (GUA)
y 0,09 (NAN) de RDPIs para esta variable (Tabla A.20).

Respecto del indice PIv, se observo una gran variabilidad entre clones en
la plasticidad tanto de las variables morfologicas como las fisioldgicas. El clon
R22 tuvo los maximos valores de PIv para las variables AF e ICD. Para este
clon, la diferencia entre los ambientes mas y menos favorables fue de 57% para
el AF y 62% para el ICD. El clon con menor PIv para la variable ICD fue CAR,
mientras que PAY fue el genotipo con menor valor de PIv en relacion al area
foliar. Por otro lado, se observd mayor plasticidad en RTR -con un rango entre
47% (GUA) y 63% (TRI)- que en el IE. Todos los clones tuvieron un PIv menor al
30% en este ultimo indice, y fue PYT el de mayor plasticidad y TRI el de menor
valor (Tabla A.21). En relaciéon a las variables fisioldgicas se observo
variabilidad, tanto entre clones, como entre las caracteristicas relacionadas con
el uso del agua o la luz. Respecto del primer grupo, se observé que kh y ks
tuvieron valores elevados de PIv. R22 fue el genotipo con el maximo PIv para
kh, con una diferencia del 92% entre los ambientes mas y menos favorables. El
minimo PIv para esta variable correspondio al clon A129 con un valor de 76%.
Respecto de ks, se identifico6 a NAN como el clon mas plastico, con un indice
igual al 90%. Por otro lado, las 2 variables relacionadas con el uso de la luz
fueron distintas entre si y entre clones. La plasticidad de la variable ETRmax tuvo
un amplio rango, con valores de PIv entre 25% (A129) y 61% (NAN). En
cambio, la variabilidad clonal en relacion a la plasticidad para SPAD fue menor:
el minimo PIv fue del 15% (GUA) y el maximo de 32% (NAN). Cabe destacar
que, en ambos casos, NAN fue el clon con mayor diferencia entre extremos

ambientales (Tabla A.21).
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Se determiné una alta correlacion entre PIv y RDPIs para cada una de las
variables analizadas (Tabla 4.1). Es decir, la plasticidad fenotipica total o
integral (RDPIs), observada a lo largo de un gradiente ambiental, se relacion6
positivamente con la maxima tasa de cambio observada entre los ambientes

extremos para cada caso (Piv).

Tabla 4.1. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre los indices de
plasticidad fenotipica PIv y RDPIs para cada una de las variables analizadas. *
p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

Variable r

AF 0,93%**
AFE 0,93%**
RTR 0,97%**
IE 0,98%**
ICD 0,93%**
kh 0,95%**
ks 0,93%**
Khoja 0,89***
gSmax 0,97***
ETRmax 0,94%**
SPAD 0,98%**

A partir de un analisis conjunto de la estabilidad del IMSuio por un lado,
y de la plasticidad (RDPI) de variables que incluyen aspectos fisiologicos y de
particiéon de la materia seca por el otro, se realiz6 un ACP en el que se
determind la relacién entre la estabilidad en la produccién, la respuesta
funcional ante los cambios ambientales y la posicion relativa de los clones
(Figura 4.5). El plano conformado por las componentes principales CP1 y CP2
explico el 66,8% de la variabilidad total, identificAndose diferencias clonales en
las proyecciones de los casos en ambas componentes. Los autovectores

obtenidos en el ACP se informan en la Tabla A.22. Respecto de la CP1, se
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observo un claro contraste entre los clones PYT, PAY, CAR y NAN (ubicados en
valores positivos de la CP1) y los clones A129 y R22 (ubicados en valores
negativos de la CP1). Hacia la izquierda del grafico se ubicaron los clones con
mayores pendientes bi, mientras que hacia la derecha se observaron los mas
estables en la produccion del tallo. En relacion a la CP2, los extremos fueron
ocupados por los clones NAN y R22 (valores positivos) y GUA, NAC y PAY
(valores negativos). Los demads clones se ubicaron en valores mas cercanos al
centro en relacion a ambas componentes (Figura 4.5). Ademads, se observo una
relacion positiva entre valores elevados de bi del IMSuio y la plasticidad en el
compartimento foliar expresado en los cambios en AF. En el mismo sentido, la
baja capacidad de sostener la produccion de MSno, se relacioné positivamente
con los cambios en la asignacion de la MS entre compartimentos. Esto puede

observarse en la plasticidad de los cocientes RTR e ICD (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Analisis de componentes principales a partir de los datos de la
pendiente de la regresion (bi) del IMSeno y el indice RDPI para las variables AF,
ks, gsmixy, ETRmax, RTR, IE, ICD y SPAD. Hacia la izquierda se ubican los clones
menos estables en IMSuo (bi > 1) y hacia la derecha aquellos con mayor
estabilidad (bi < 1).
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En relacion a las variables fisioldgicas, se identificd una relacion negativa
entre los valores de bi en el IMSuio y la plasticidad en ETRmix. Ademas, la
pendiente bi tuvo baja o nula relacidon con la plasticidad de las variables ks y
SPAD (Figura 4.5). Teniendo en cuenta que mayor bi determina menor
estabilidad, se identificO como patrén general que el sostenimiento de la
produccion del tallo entre ambientes depende del mantenimiento del area foliar
y la variabilidad en la tasa fotosintética (ETRmax).

Una forma de analizar la estabilidad y adaptabilidad a los cambios en las
condiciones de crecimiento de forma conjunta es mediante la relacion entre bi y
la produccion de materia seca total o de alguno de los compartimentos. Al
analizar de este modo la pendiente de la regresion y el IMSwta (Figura 4.6), se
identifico al clon A129 como el mas variable ante los cambios ambientales y que
tiene una produccién de materia seca por encima de la media general. Se ubicé
en el cuadrante superior derecho, y es considerado como un genotipo “inestable
de alta produccion”. Sin embargo, cabe destacar que A129 tiene altos niveles de
produccion de materia seca, incluso en los ambientes mds estresantes. Esto es
importante al evaluar su calificacion de inestable, ya que su aclimatacion se da
en un rango de produccion superior al de otros genotipos, ubicado siempre
entre los puestos mas altos del ranking de IMSttat. Por otro lado, R22 fue otro de
los genotipos con una pendiente mayor a 1, pero con un valor de IMSwtl por
debajo de la media general. Esto determina que se lo considere como un clon
inestable, de baja produccién de materia seca total, al igual que el clon NAN.
Los clones NAC, HOV y GUA se ubicaron cerca del centro del grafico: son
clones cuya produccion de materia seca acompana el gradiente ambiental, con
valores de bi cercanos a 1. NAC se ubicé hacia la izquierda, HOV mas cercano al
centro y GUA hacia la derecha de la media de IMStta, siendo el mas productivo
de los 3. Dentro de los clones mas estables, ubicados en la parte inferior del
grafico, se identifico a PYT y PAY. Ambos se ubicaron en el cuadrante inferior

izquierdo, clasificados como clones de baja produccion (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Relacion entre el IMSwt (g dia™) y la pendiente de la regresion (bi) de
9 de los 10 clones (CAR excluido por regresion no significativa: p >0,05). La linea
vertical representa la media general de materia seca diaria (g dia?) de todos los
clones en todos los ambientes. La linea punteada horizontal corresponde a la
pendiente media de las regresiones (bi = 1).

Debido a que se identificaron diferencias en los patrones de asignacion
de la materia seca, también se realizaron los analisis con solamente el IMSaio
(Figura 4.7). Ademas, los pardametros de ajuste de las regresiones lineales fueron
mejores (menor p y mayor R?) que los reportados para el IMSwta. Esto permitio
discernir mejor entre los clones mdas y menos productivos, con relacion al
principal compartimento de interés. Los clones A129 y GUA se ubicaron en el
cuadrante superior derecho, con valores de bi mayores a 1 y una producciéon de
tallo claramente por encima de la media general. En el otro extremo se
identificaron los clones NAC, PAY y PYT, ubicados en el cuadrante inferior

izquierdo. Estos clones son los mads estables, pero en valores de produccion de
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tallo inferiores a la media general. Por otro lado, los clones HOV, NAN, TRI y
CAR, se identificaron como clones con una estabilidad media (bi = 1), pero con
diferencias en el IMSeio. Los 2 primeros tuvieron un IMSei. menor a la media
general, mientras que TRI y CAR se ubicaron hacia la derecha de ésta. Por
ultimo, se identifico al clon R22 como uno de los genotipos inestables (bi > 1)
pero, a diferencia de los observado en IMSttl, con una produccion similar a la

media general (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Relacion entre el [PSuio (g dia™) y la pendiente de la regresion (bi) de
los 10 clones. La linea vertical representa la media general de IPSuio (g dia™) de
todos los clones en todos los ambientes. La linea punteada horizontal
corresponde a la pendiente media de las regresiones (bi = 1).

Por altimo, para ahondar en la exploracion de la hipotesis que se ponen a
prueba en este capitulo, se evalu6 la correlacion entre los indicadores de

estabilidad y de plasticidad fenotipica. Se observo una correlacion positiva y

146



Tesis doctoral | Capitulo 4

significativa entre el coeficiente bi del IMSww y la media de RDPIs para las
variables morfologicas. No se identifico una correlacion significativa entre los
demas datos de bi y la plasticidad de variables fisioldgicas y morfoldgicas

(Tabla 4.2).

Tabla 4.2. Coeficientes de correlacién de Pearson (r) entre el bi de las variables
IMStotal € IMStaio, y 1a media del indice de plasticidad fenotipica RDPIs para las
variables fisioldgicas y morfoldgicas. Se promediaron los valores de RDPIs de
las variables kh, ks, Khoja, gsmix, ETRmax y SPAD por un lado (fisioldgicas), y de
las variables AF, AFE, RTR, IE e ICD por el otro (morfoldgicas).

Indicador de estabilidad Promedio de plasticidad r p-valor
bi IMStotal media RDPIs (fisiologicas) -0,08 0,83
bi IMStotal media RDPIs (morfoldgicas) 0,76 0,01
bi IMSualio media RDPIs (fisiologicas) -0,04 0,92
bi IMStalio media RDPIs (morfoldgicas) 0,62 0,06
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4.4 - DISCUSION

La estabilidad en la produccion de materia seca expresa la capacidad de
un genotipo de sostener su crecimiento, aunque haya variaciones en las
condiciones ambientales. Este aspecto es relevante para la generacion de
genotipos adaptados a diversos ambientes y el desarrollo de sistemas
productivos sostenibles en el tiempo (Reckling et al., 2021). El sostenimiento de
la produccién de materia seca puede estar asociado a la plasticidad en variables
morfoldgicas y fisioldgicas que les permiten a las plantas ajustar su
funcionamiento (Nicotra ef al., 2010; Li et al., 2022). Ademas, es probable que las
variables en las que se observan diferencias en la plasticidad sean las que
expliquen las diferencias en la estabilidad (Alvarez et. al., 2020). Cabe
mencionar que son escasos los trabajos que relacionan la plasticidad en
variables fisioldgicas con la estabilidad en crecimiento, mientras que hay gran
cantidad de reportes respecto de las relaciones entre indices de plasticidad para
diferentes caracteres morfo-fisiologicos (Gratani et al., 2003; Hajek et al., 2013;
Catoni et al., 2015; Elferjani et al., 2016). Es por ello que resulta relevante el
andlisis conjunto de la estabilidad en la produccién y la plasticidad en aspectos
que expresen el funcionamiento.

La estabilidad en IMSeio no tuvo relacion con la plasticidad en variables
como ks o SPAD. Esto es factible ya que la plasticidad en una variable en
particular puede ser neutral respecto del crecimiento (Cai et al., 2008; Silva et al.,
2022). Por otro lado, se ha observado que la estabilidad en IMSio se asocia con
una elevada plasticidad en ETRms. En este sentido, Lin et al. (2022) observaron
en P. alba que la capacidad de las plantas de adecuar su sistema fotosintético a
condiciones de crecimiento fluctuantes tiene grandes implicancias en la
aclimatacion. Algo similar fue observado por Liittge et al. (2011): pequenios
cambios en ETRmix representaron importantes diferencias en el crecimiento de

Pinus sylvestris. Sin embargo, Elferjani et al. (2016) no encontraron relacion entre
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la plasticidad en la capacidad fotosintética y el crecimiento de clones de Populus
spp. Por otra parte, la estabilidad en IMStuo se relaciond con la baja plasticidad
en el AF y los cocientes ICD y RTR. Es decir, para mantener la capacidad de
produccion de tallo, los alamos deben variar su tasa fotosintética y mantener
relativamente constante el area foliar y la relacion entre compartimentos. Esto
es posible ya que los ajustes en las caracteristicas foliares, como respuesta a
cambios en el ambiente, no necesariamente implican una respuesta que deriva
en mas crecimiento. Por ejemplo, en el meta-analisis realizado por Liu et al.
(2016) han demostrado que la plasticidad en el area foliar especifica tiene una
relacion negativa con la estabilidad en la produccion de materia seca. Por otro
lado, Liancourt et al. (2015) han reportado una relaciéon positiva entre la
plasticidad del tamafio individual de las hojas y el crecimiento de especies
herbaceas y lefosas arbustivas, aunque no evaluan la estabilidad de dicho
crecimiento. En relacién a la particion de la materia seca, hay evidencias del
impacto que puede tener el crecimiento de uno de los compartimentos en el
desarrollo de otro. Por ejemplo, si un genotipo responde a un estrés generando
mas raices, probablemente lo haga en desmedro de los érganos aéreos (Eziz et
al., 2017; Li et al., 2022). Ademas, los cocientes entre compartimentos pueden
variar con el tamafio de los arboles (He et al., 2020) y con la disponibilidad de
recursos (Stovall et al., 2012). Sin embargo, la plasticidad en la alometria varia
segun el genotipo e incluso puede ser temporal (Stovall et al., 2012), y se
manifesta como respuesta a un estimulo y retorna a valores anteriores una vez
que desaparece el mismo. Por su parte, He et al. (2022) han observado alta
plasticidad en algunas caracteristicas morfoldgicas de raices finas de P.
tomentosa pero cierta estabilidad en el peso seco de dicho compartimento. Esto
coincide con el meta-analisis realizado por Poorter et al. (2012) donde describen
como tendencia general que las plantas son mas capaces de ajustar la
morfologia de cada compartimento, que el patron de particion propiamente

dicho.
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El analisis de la plasticidad fenotipica es una herramienta esencial para
identificar diferencias en el funcionamiento y uso de los recursos de genotipos
de interés. La capacidad de las plantas de responder a cambios en el ambiente
define en gran proporcion las posibilidades de éxito de una plantacion forestal
(Aspinwall et al, 2015). Si bien se podrian determinar diferencias en la
plasticidad fenotipica si se analiza la interaccion genotipo-ambiente, de ese
modo no es posible cuantificarla (Scheiner, 1993). Debido a esto, resulta
importante contar con indices que expresen el nivel de plasticidad y permitan
identificar los patrones de cambio ante las variaciones ambientales. Por un lado,
el indice PIv permite establecer la maxima tasa de cambio para una variable
determinada ante ambientes contrastantes. Por el otro, el RDPIs expresa de
forma integral la plasticidad observada en una serie de condiciones de
crecimiento, y no asume comportamiento lineal entre los ambientes extremos.
La alta correlacion entre ambos indices determina que la norma de reaccion
identificada entre los “mejores” y “peores” ambientes para cada variable,
expresa gran parte de la plasticidad total. Esta correlaciéon fue reportada
previamente por la revisiéon de diversos indices de plasticidad realizada por
Valladares et al. (2006) y ambos han sido empleados en andlisis conjuntos de
genotipos de dlamos (Alvarez et al., 2020). Teniendo en cuenta que 1)- para 9 de
los 10 clones evaluados el ambiente de minima produccién de materia seca fue
el mismo (estrés por inundacion); 2)- para 8 de los 10 clones hubo coincidencias
en el ambiente de maxima produccion de materia seca, y que 3)- los 10 clones
tuvieron el maximo crecimiento del tallo en el mismo ambiente, el empleo del
PIv podria representar una ventaja metodologica. Mediante la simulacion de un
ambiente libre de estrés, con buenas condiciones de crecimiento, por un lado, y
de condiciones de anegamiento por el otro, podria captarse buena parte de la
plasticidad total observada en la mayoria de los genotipos evaluados. No
obstante, cabe mencionar que es posible que diferencias en la duracion y/o

intensidad de los estreses aplicados signifiquen cambios en el ranking de
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impacto de cada uno. Por lo tanto, es importante que en futuros estudios se
consideren otros niveles de estrés que confirmen si efectivamente la inundacién
es la que genera mayor caida en la produccion.

La capacidad de mantener los niveles de produccion de materia seca es
un aspecto importante cuando los genotipos son sometidos a limitantes
ambientales. Sin embargo, dicha estabilidad puede estar asociada a la
incapacidad de capturar recursos en los ambientes mas favorables (Sadras et al.,
2009; Aspinwall et al., 2015). En este caso, se vuelve una caracteristica poco
deseada. Es decir, la estabilidad no tiene una ponderacion positiva per se. Dos
genotipos podrian tener exactamente el mismo valor de bi para la produccion
de materia seca diaria, pero diferir en los valores absolutos de producciéon o en
el peso relativo de cada compartimento. Es asi que sostener la generacion de
materia seca en un rango elevado puede considerarse un aspecto positivo. Sin
embargo, el mantenimiento de la produccién -expresado como el mismo valor
de bi- en un rango bajo no tiene la misma relevancia productiva. Esto puede
observarse al analizar los datos de IMSui. de los clones CAR y NAN que
comparten el valor de estabilidad, pero poseen claras diferencias en el
crecimiento del tallo (Figura 4.7). Por otro lado, los clones A129 y GUA se
destacan por su capacidad de crecimiento por encima de la media general, pero
poseen un elevado bi. Sin embargo, el rango de produccion determina que
incluso en los ambientes mas estresantes se posicionen dentro de los clones con
mayor produccion de tallo. Es decir, tanto la estabilidad como la variabilidad en
el crecimiento deben complementarse con el andlisis de otros aspectos para
determinar qué clon es el mas adecuado para cada situacion (Koo et al., 2007).
La caracterizacion de A129 como un clon “inestable de alta produccion” y de
CAR como uno con una estabilidad media, difiere de lo reportado por Alvarez
et al, (2020) en plantaciones adultas. En ese caso fueron evaluados en
condiciones de campo y A129 fue caracterizado como un clon estable, mientras

que CAR fue descripto como uno inestable. Sin embargo, a pesar de las
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diferencias metodologicas y el nimero de clones comparados, hay
coincidencias respecto de que son clones con una capacidad de crecimiento por
encima de la media general. En este sentido, la tendencia observada en ensayos
anuales en macetas podria mantenerse al analizar rodales adultos.

El andlisis conjunto de los ensayos de 2017, 2018 y 2019 permiti6 realizar
comparaciones considerando un amplio gradiente ambiental. A partir de los
indices de plasticidad y estabilidad se pudo obtener informacion de relevancia
en el andlisis de la variabilidad clonal. Se ha identificado que los clones mas
estables en la produccion de materia seca (menor bi) son los que tienen menor
plasticidad morfologica (menor promedio de RDPIs) (Tabla 4.2). Las respuestas
a las variaciones ambientales se pudieron evaluar simultdneamente, y se
identificaron patrones generales. Esto es importante dado que las condiciones
de crecimiento a campo probablemente sometan a los arboles a limitantes
ambientales concomitantes y dificiles de distinguir entre si. Este tipo de
metodologia permitié fortalecer el andlisis que se hizo por separado
previamente. Es por ello que se cumplié con el objetivo de evaluar la
estabilidad clonal en la producciéon de materia seca total y del tallo, y la
plasticidad fenotipica en variables morfo-fisioldgicas que expresen el
funcionamiento de los clones de dlamo candidatos a ser utilizados en rodales

clonales mixtos.

4.4.1. Contraste de hipotesis

En funciéon de que en los andlisis multivariados la estabilidad en la
produccion de la materia seca se relaciond tanto positiva como negativamente
con la plasticidad de algunas variables, que con la plasticidad de otras no tuvo
relacion y que también hay diferencias en el analisis de correlacion con el
promedio de plasticidad para variables fisiologicas y morfoldgicas, la hipotesis
“los clones mas estables en generacion de materia seca son los mas plasticos en

aspectos fisioldgicos y morfoldgicos” es rechazada.
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5.1 - INTRODUCCION

Las plantaciones forestales con Saliciceas en todo el mundo se
desarrollan mediante la utilizaciéon de material de propagacion vegetativo, en
sistemas de silvicultura monoclonal. Ademas, si a la caracteristica monoclonal
de estos sistemas forestales se le suma la historia de cultivos de dlamos en el
Bajo Delta, se puede observar que la baja diversidad genética es una
problematica de toda la cuenca. En este sentido, se destaca que P. deltoides
‘Australiano 129/60" es el clon mas difundido en la regidn, a pesar de que existe
un importante ndmero de materiales genéticos disponibles para la
comercializacion (Cortizo y Monteverde, 2017).

Las plantaciones monoclonales en grandes extensiones pueden tener
potenciales problemas, como los brotes de plagas y/o enfermedades
(Larjavaara, 2008). Ademads, el empleo de un mismo genotipo en sitios
heterogéneos, impide la correcta aplicacion de una silvicultura sitio-especifica
(Rubilar et al., 2018). Este aspecto toma particular relevancia en un medio como
el Bajo Delta, donde la heterogeneidad es muy elevada tanto a escala de paisaje
como a nivel de micro-sitio (Malvarez, 1999; Kalesnik y Quintana, 2006;
Kalesnik et al., 2011). Por otro lado, la posibilidad de que las forestaciones
sufran estrés por salinidad aumenta la complejidad de la problematica y la
necesidad de diversificar los rodales. Un rodal mixto, si estd compuesto por
clones con diferente nivel de tolerancia, puede mitigar las pérdidas generadas
por estreses (Gazol y Camarero, 2016), ya sean de origen bidtico o abidtico. En
este sentido, existen algunas experiencias de combinacion de clones de alamo
en distintos tipos sistemas forestales, mayormente a nivel experimental (Knowe
et al., 1994; DeBell y Harrington, 1997; Benbrahim et al., 2000; Elferjani et al.,
2014). En el caso de Argentina, no se encontraron reportes sobre experiencias de
plantaciones clonales mixtas en ninguna de las principales especies cultivadas

en el pais.
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En los capitulos previos se ha verificado que los clones disponibles para
la forestacion en la region del Bajo Delta del Parana tienen diferencias
importantes en las respuestas a estreses abidticos, mecanismos de aclimatacion
y tasas de crecimiento. La variabilidad de respuestas es posible debido a la
amplia diversidad genética que presentan los alamos en general, y a las
diferencias intraespecificas reportadas para los materiales genéticos de la region
en particular (Alvarez et al., 2020). En este sentido, las plantaciones clonales
mixtas son una alternativa silvicultural para una cuenca poco diversificada,
pero que dispone de clones comercialmente competitivos y morfo-
fisioldgicamente diferentes.

Teniendo en cuenta que los procesos de salinizaciéon pueden afectar las
plantaciones de la cuenca, es importante determinar cudles son los umbrales de
tolerancia de los principales clones, y qué diferencias clonales es posible
encontrar en la respuesta a este tipo de estrés. La salinidad en el Delta del
Parand se debe principalmente a la presencia de sales de cloruro, anion
comunmente asociado al sodio, aunque también puede encontrarse unido a
iones de magnesio y/o potasio (Ceballos, 2011; Diaz et al., 2013). En este sentido,
las principales estrategias de aclimatacion asociadas a la tolerancia a estrés
salino son la exclusion y/o compartimentalizaciéon del sodio (Chen y Polle,
2010), que evita que se afecte la actividad metabolica en las hojas y pueda
mantenerse la funcionalidad de las células. Este mecanismo fue ampliamente
estudiado en P. euphratica, una de las especies de dlamo mas tolerante a
salinidad (Chen et al., 2003). Sin embargo, son escasos los reportes de exclusion
y compartimentalizacion de sodio en P. deltoides en general, y nulos respecto de
los clones disponibles para el Bajo Delta del Parana. En el Capitulo 2, se
determind que los clones P. deltoides ‘Australiano 129/60" (A129) y P. deltoides
‘Hovyu INTA’ (HOV) son morfo-fisioldgicamente muy diferentes bajo
salinidad. Cuando se analizé la reduccion del crecimiento y los cambios

morfoldgicos y fisioldgicos provocados por la salinidad, se observd que A129
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modifica menos la morfologia y la fisiologia que HOV. Por lo tanto, esto podria
ser un indicio de diferencias clonales respecto de la exclusion de sales.

El abordaje integral de los problemas asociados a la elevada
heterogeneidad ambiental y la baja diversidad genética de las plantaciones
forestales debe complementarse con los objetivos productivos. Resulta
importante, por lo tanto, definir estrategias silviculturales que permitan
aumentar la diversidad de las plantaciones y mitigar los efectos de los estreses

abidticos, con la finalidad de obtener sistemas productivos mas estables.

Objetivo: Evaluar el efecto del estrés salino sobre el crecimiento de una
plantacion clonal mixta e identificar si existen estrategias diferenciales y
complementarias entre clones que optimicen la productividad del rodal en

comparacion con rodales monoclonales.

Hipétesis: Los sitios de plantacion presentan parches salinos que producen
diferente intensidad de estrés por salinidad en drboles del mismo rodal. El clon
P. deltoides ‘Australiano 129/60" expuesto a salinidad presenta menor impacto
general y menor dafio foliar que el clon P. deltoides ‘Hovyu INTA’ que es

incapaz de evitar que el sodio se acumule en sus hojas.
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5.2 - MATERIALES Y METODOS

Durante el invierno de 2017 fue instalado un ensayo a campo en el
predio de la Estacion Experimental Agropecuaria Delta del Parana (EEA Delta)
del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) en Campana,
Buenos Aires (34°10'34”S, 58°51'48”0) (Figura 5.1). Se trata de un predio
protegido de las inundaciones, con sistematizacion del manejo del agua y una
historia de uso forestal. Se seleccionaron 2 clones de Populus deltoides que
poseen diferentes estrategias de uso de recursos, en base a los conocimientos a
priori del grupo de trabajo (momento de inicio de brotacidn, finalizacion de la
abscision otofial, uso y retranslocacion de nutrientes, tolerancia a la sequia,
salinidad o inundacién). Los clones seleccionados fueron P. deltoides
‘Australiano 129/60” (A129) y P. deltoides ‘Hovyt INTA” (HOV). A129 es el mas
difundido en la regién y es un clon con gran estabilidad productiva en distintos
ambientes (Alvarez et al.,, 2020); HOV posee alta tasa de crecimiento en
condiciones Optimas pero menor estabilidad productiva y diferente estrategia
de uso de los nutrientes (Faustino et al., 2016). Se instalaron 15 parcelas (5
monoclonales de cada clon y 5 mixtas) que fueron aleatorizadas en el campo. En
las parcelas mixtas se intercalaron uno a uno los individuos de cada clon, de
manera que cada planta esté rodeada de individuos del otro clon. Las parcelas
se establecieron con un distanciamiento de 4 x 4 metros y 9 x 9 plantas cada una
(Figura 5.4). Debido a las sucesivas fallas en el establecimiento de algunas
parcelas, se utilizaron sélo 3 parcelas monoclonales de cada clon (A129a, A129Db,
A129c, HOVd, HOVe y HOVf) y 3 parcelas mixtas (MIXTAg, MIXTAh y
MIXTAI) para los andlisis de este estudio (Figura 5.2). Estas parcelas fueron
seleccionadas por tener un alto porcentaje de establecimiento inicial y permitir
identificar un namero suficiente de Plantas de Mediciones Intensivas (ver
apartado de supervivencia a continuacion). Como material de plantacion se

emplearon estacas de 1 metro de longitud y un afio de edad obtenidas de los
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viveros de la EEA Delta. Las plantas crecieron en condiciones tipicas de campo,

con el manejo de agua y tratamientos silvicolas habituales para la region.

JEEA Delta
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Rio Parana de las Palmas
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Figura 5.1. Predio de la Estacion Experimental Agropecuaria Delta del Parana
(EEA Delta) y sitio de establecimiento del ensayo. Fuente: Google Earth.
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Figura 5.2. Croquis de la disposicion espacial de las parceles en el ensayo a
campo. La superficie de cada parcela utilizada para este estudio es de 0,13 ha.
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5.2.1. Caracterizacion del suelo: Se realizd una muestra compuesta de
cada parcela a partir de 6 submuestras (3 sobre cada transecta diagonal) de
suelo superficial tomadas con barreno de 18 cm de longitud (Figura A.3). Las 9
muestras compuestas fueron secadas al aire y enviadas al laboratorio para
determinar la textura y realizar analisis quimicos. El mismo incluyé las
siguientes determinaciones: pH (pHsuelo); conductividad eléctrica (CEsuelo, dS m-
1); carbono orgénico total (C, g kg?); nitrégeno Kjeldahl (N, g kg?); fésforo
extractable (Pe, mg kg'); calcio intercambiable (Ca, cmol kg'); magnesio
intercambiable (Mg, cmol kg'); potasio intercambiable (K, cmol kg?); sodio
intercambiable (Na, cmol kg?); capacidad de intercambio cationico (CIC, cmol

kg?) y fosforo total (PT, mg kg') (Tabla A.23 y A.24). Ademas, se tomaron

muestras de suelo cada 50 cm hasta los 3 m de profundidad. El muestreo se
realizd con barreno manual durante la instalacion de los freatimetros (ver a
continuacion). Cada muestra fue secada en estufa a 60 °C. Se enviaron las
muestras al laboratorio para determinar la conductividad eléctrica (CEsuen) y el
pH (pHsue) segtin la metodologia descripta en la Tabla A.23. Se registraron los
valores promedio y maximo de la CEsuelo a lo largo del perfil (CEsuio media y
CEswelo maxima, respectivamente). El andlisis quimico se realizd solo en el
horizonte superficial debido a las caracteristicas tipicas de los suelos en el Bajo
Delta del Rio Parand: horizonte superficial con alto contenido de materia
organica y suelo poco estructurado en profundidad (Ceballos et al., 2013)
(Figura A.3). Todos los andlisis previamente descriptos fueron realizados por el
Laboratorio de Calidad de Alimentos, Suelo y Agua (EEA INTA Pergamino,
Pergamino, Buenos Aires).

Ademas, se realizo la determinacion de la CE del suelo superficial para
identificar el gradiente de sales a lo largo y ancho del sitio. Esto se llevo a cabo
para poder establecer las razones de las sucesivas fallas en el establecimiento de
algunas parcelas. Para ello, se tomaron muestras en toda la superficie del sitio.

Cada muestra fue formada por 4 submuestras obtenidas en los 4 vértices de
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cada parcela, considerando tanto las parcelas empleadas en el estudio como las
que fueron descartadas por fallas. La determinacion se hizo con conductimetro
(Thermo Russell RLO60C, Estados Unidos) en una suspension de suelo:agua con
una relacion 1:2,5 (Gutiérrez y Céceres, 2018; Cremona y Enriquez, 2020). Se
registrd el promedio de 2 repeticiones por muestra. A partir de los valores en
cada vértice, se estimaron los datos del gradiente de CE entre plantas mediante
interpolacion de los mismos, tanto a lo ancho como a lo largo de cada parcela.
De este modo se obtuvo un dato estimado de CE del suelo superficial cada 4
metros (uno por planta). Para diferenciar este valor estimado del dato de CEsuelo
descripto anteriormente, se emple¢ la sigla CEsuelo est (Figura 5.5).

Andlisis estadistico: se realizd un andlisis de conglomerados (método
jerarquico, distancia Euclidea) a partir de una matrix n x m, donde n fueron las 9
parcelas del ensayo y m las 16 variables incluidas en el andlisis (proporcion de
arena, limo y arcillas; pHsuelo, CEsuelo, C, N, Pe, Ca, Mg, K, Na, CIC y PT; CEnapa y

pH promedio de la freatica) (Figura A.2).

5.2.2. Dinamica de la freatica: En el centro de cada una de las 9 parcelas,
se instalé un freatimetro para poder observar la dindmica de la fredtica y
obtener muestras de agua. Se utilizaron cafios de PVC de 63 mm de didmetro y
4 m de longitud con perforaciones en las paredes, que fueron recubiertos con
tela geotextil (Sika Geotextil U-14, Argentina) para permitir el paso del agua e
impedir el paso de particulas de suelo. Se utilizé un barreno manual para
realizar la perforacion y permitir la inserciéon de los tubos hasta una
profundidad minima de 3 m. Los freatimetros fueron instalados en septiembre
de 2020 y se realizaron registros del nivel de la fredtica con una frecuencia
aproximada de 30 dias. Ademads, se tomaron muestras de agua con bailers de
1000 cm?® de capacidad (Geotech Environment Equipment Inc., Estados Unidos)
en 7 momentos a lo largo de la temporada 2020-2021. Cada muestra de agua fue

recolectada en recipientes herméticos y llevada a laboratorio para medir la
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conductividad eléctrica (CEnapa, dS m) y el pH (pHagua) mediante el uso de
conductimetro (Thermo Russell RLO60C, Estados Unidos) y pH-metro (Thermo
Russell RLO60P, Estados Unidos), respectivamente. Se registraron los valores
promedio y maximo de la CEnapa a lo largo del periodo mencionado (CEnapa a
media y CEnapa maxima, respectivamente).

Analisis estadistico: Se analiz6 la correlacion, mediante el coeficiente de
Pearson (r), entre la CEnapa media y CEnapa maxima con la CE del horizonte
superficial (CEsuclo 0), la CE del suelo a 0,5 m de profundidad (CEsue 0,5); a 1 m
de profundidad (CEsuweo 1); a 1,5 m de profundidad (CEsweo 1,5); a 2 m de
profundidad (CEseo 2); a 2,5 m de profundidad (CEswo 2,5); a 3 m de
profundidad (CEswo 3); la CE promedio del perfil entre los 0 y 3 m de
profundidad (CEswo media) y la CE mdaxima registrada en el perfil (CEsuelo

maxima). Se consideraron como significativas las correlaciones con p <0,05.

5.2.3. Supervivencia: A los 6 meses de plantadas, se registré el nimero
de estacas que habian brotado y se habian establecido correctamente. En el afio
2018 se repusieron las fallas con guias de un afio. Este procedimiento se repitio
una vez mas en el afio 2019. Debido a que en algunas parcelas se registré6 un
numero importante de fallas en la plantacion original y se repusieron plantas en
los afos subsiguientes, se identificaron 5 plantas bien rodeadas en cada parcela
monoclonal (30 plantas en total) y 10 plantas bien rodeadas en cada parcela
mixta (5 de cada clon, 30 plantas en total) (Figura 5.4). Se considerd planta bien
rodeada aquella que fue plantada en 2017 y crecio con al menos 6 de las 8
plantas vecinas desde el inicio; y que tuvo buena forma, un fuste principal sin
bifurcaciones y hojas sin danos visibles por plagas y/o enfermedades. A estas
plantas seleccionadas se las denomina Plantas de Mediciones Intensivas (PMI).
Esta seleccion se realizd para evaluar el crecimiento e interaccion entre plantas
desde el inicio del ensayo, y evitar la variabilidad que pueda provocar la

diferencia de edad entre individuos de una misma parcela. Ademas, las PMI
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fueron utilizadas en una serie de evaluaciones relacionadas con el uso de los

recursos que se describen a continuacion.

5.2.4. Danos por sales: Para calificar el nivel de dafo generado por la
salinidad presente en el sitio, se estableci6 un rango de categorias de dano
segun la sintomatologia observada a campo. Para ello se tuvieron en cuenta los
sintomas tipicos de la salinidad observados y descriptos en el Capitulo 2 (e.g.
margenes de las hojas quemados, cambios en la coloraciéon de las hojas,
defoliacion, etc) (Figura 5.3). Esta calificacién fue empleada para describir el
dafio por sales en las 9 parcelas incluidas en los estudios, en los veranos de 2021
y 2022. Las categorias consideradas fueron:

1- Sin dafio aparente: hojas verdes sin dafio. No se observa defoliacién.

2- Dafio moderado: hojas amarillentas, bordes de las hojas quemados.
Sintoma generalizado en toda la copa. Sin defoliacién avanzada.

3- Dafio grave: defoliacion avanzada. Presencia de brotes nuevos en
primavera-verano sin dafio aparente.

4- Dafo extremo: plantas completamente defoliadas. Brotes nuevos

quemados.

Figura 5.3. Hoja de P. deltoides ‘Hovyu INTA’ con sintomas tipicos de dafo por
sales (izquierda) y contraste entre una hoja dafada y una hoja sana de P.
deltoides * Australiano 129/60" (derecha).
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Por otro lado, en las PMI se analizé la concentracion de sodio (Na*) y
otros cationes (NH4*, K, Mg* y Ca*) en raices, ramas y hojas. Las muestras de
los 3 compartimentos fueron recolectadas al mismo tiempo en noviembre de
2021. Las raices fueron obtenidas en 2 sectores, a ambos lados de cada planta, a
una distancia de 50 cm del fuste principal y no mas de 30 cm de profundidad.
Se incluyeron raices vivas, funcionalmente activas, con un grosor maximo de 1
cm. Las muestras de ramas fueron obtenidas a partir de 2 ramas principales,
una de la mitad inferior y otra de la mitad superior de la copa. Las hojas fueron
recolectadas sobre las mismas ramas muestreadas. Todas las muestras fueron
secadas en estufa a 60 °C hasta peso constante. A partir de la materia seca de
cada compartimento, para cada planta se formaron muestras compuestas que
fueron trituradas hasta obtener una molienda fina. La concentracion de cada
cation se determindé mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)
segun lo descripto por Cataldi et al., (2003) y Munns et al., (2010). Las
determinaciones fueron realizadas por el Instituto de Fisiologia y Recursos
Genéticos Vegetales (IFRGV, CIAP-INTA, Cdrdoba, Argentina). Para los
analisis se considerd la concentraciéon de sodio ([Na‘]) y de los 4 cationes
restantes ([cationes]) en umol g (micromoles del cation por gramo de materia
seca). En el caso del sodio, la concentracion también fue expresada en mg g
(mg de sodio por gramos de materia seca).

Andlisis estadistico: para las [Na*] y [cationes] de ambos clones en cada
compartimento, se emplearon modelos mixtos con el factor clon (A129 y HOV)
como variable fija y parcela (A129a, A129b, A129c, HOVd, HOVe, HOVH,
MIXTAg, MIXTAh y MIXTAi) como variable aleatoria. En el caso de
encontrarse diferencias significativas, las medias se contrastaron con el test de
comparacion de medias LSD Fisher (p <0,05). Ademas, se realizaron analisis de
regresion lineal entre la [Na'] en raices, ramas y hojas y la CEsuelo est; y entre la
[Na'] en raices y la [Na‘] en ramas y hojas; entre la [Na*] en ramas y la [Na‘] en

hojas; y entre las concentraciones [Na*] y [cationes] en hojas con los incrementos
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en altura y DAP durante el periodo agosto 2021-marzo 2022. En todos los casos,
las regresiones se analizaron para ambos clones y se consideraron como
estadisticamente significativas aquellas con un p <0,05. En caso de que las
regresiones fueran significativas para ambos clones, se compararon las
pendientes de cada regresion mediante la implementacion de una variable
ficticia o dummy variable segn la metodologia descripta por Andrade y Estévez-

Pérez (2014).

5.2.5. Crecimiento: Se midio el diametro del fuste a 1,30 m desde la base
del arbol (DAP, cm) y se registro la altura total (H, m). Para ello se utilizo cinta
diamétrica (Lufkin executive W606PM, Estados Unidos) e hipsémetro Vertex III
con emisor Transponder T3 (Haglof Inc., Suecia), respectivamente. Se empled
como un indicador del volumen del fuste (Vol, m?) el indice DAP?* H. En cada
parcela se midieron las 25 plantas centrales (descontadas 2 lineas externas a
cada lado) en 4 momentos: diciembre de 2019, agosto de 2020, marzo de 2021 y
agosto de 2021. Las PMI fueron medidas en 7 momentos: diciembre de 2019,
marzo de 2020, agosto de 2020, diciembre de 2020, marzo de 2021, agosto de
2021 y marzo 2022.

Andlisis estadistico: para cada fecha de medicidn, se emplearon modelos
mixtos con los factores clon (A129 y HOV), sistema (monoclonal y mixto) y la
interaccion entre ambos como factores fijos; y con la parcela (A129a, A129b,
A129c, HOVd, HOVe, HOVf, MIXTAg, MIXTAh y MIXTAi) como variable
aleatoria. Se incluyd la CEnapa promedio de la freatica durante el periodo 2020-
2021 como covariable. En el caso de encontrarse diferencias significativas, las
medias se contrastaron con el test de comparacion de medias LSD Fisher (p
<0,05). Ademas, se realizaron analisis de regresion lineal entre las variables
relacionadas con el crecimiento (H, DAP y Vol) y la CEnapa media, CEnapa
maxima, CEsulo media y CEsuelo maxima de cada parcela. Se considerd como

estadisticamente significativa aquella regresion con un p <0,05.
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5.2.6. Rendimiento a los 4 afios: Para determinar el rendimiento a los 4
anos (Renduaros, m3 ha') se utilizd la sumatoria del volumen individual de cada
planta de la parcela de 25 plantas (calculado a partir del indice de volumen
DAP? * H) y la superficie ocupada por dicha parcela (400 m?). Ademas, se
determino el Rendsaios que tuvo cada clon en parcelas monoclonales y mixtas.
En las parcelas monoclonales se empled el mismo calculo descripto
anteriormente (parcela de 25 plantas, 400 m?). En las parcelas mixtas se
considerd el drea ocupada por 12 (192 m?) o 13 (208 m?) plantas segin haya
correspondido, en funcion del nimero de plantas de cada clon que componian
la parcela mixta. En caso de haber fallas, estas se incluyeron en el célculo al
considerar la superficie que ocuparia la totalidad de las plantas.

Analisis estadistico: se analizaron los datos de Renduasos (agosto 2021)
mediante andlisis de varianza (ANOVA factorial), y se consideraron como
factores de clasificacion a los tipos de parcela (A129 monoclonal, HOV
monoclonal y mixta). En el caso de encontrarse diferencias significativas, las
medias se contrastaron con el test de comparacion de medias Tukey (p <0,05).
Ademas, se realizo un andlisis de regresion lineal entre el rendimiento en

agosto de 2021, en parcelas monoclonales y mixtas, y la CEnapa media.

5.2.7. Caida de hojas: En diciembre de 2020 fueron llevadas al campo 45
canastas de 50 x 50 cm de superficie y 80 cm de alto, para la recoleccion de hojas
senescentes. Se utilizaron 5 canastas por parcela (1,25 m?) que se ubicaron en el
mismo sector que las PMI. Las canastas fueron dispuestas sobre la fila, en el
espacio entre plantas (Figura 5.4). Se visitaron las parcelas semanalmente para
verificar que haya hojas en las canastas. En caso de encontrar hojas, se registro
la fecha y se recolecto la totalidad de las hojas. Se determind el peso seco total
(g) de las hojas luego de secarlas en estufa a 60 °C hasta peso constante, con
balanza de precision 0,001 g. Ademas, en cada parcela se recolectaron 30 hojas

completamente expandidas de cada clon, de plantas tomadas al azar, para la
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determinacion del area foliar especifica (AFE, cm? g). Se tom6 una imagen de
cada hoja y se calcul6 el area mediante el uso de Image] 1.52a (NIH, Estados
Unidos). Posteriormente, se secaron en estufa a 60 °C hasta peso constante. Se
calculdé el AFE como el cociente entre el area y el peso. Se determind el area
foliar recolectada (AF, m?) en las canastas a partir de la ecuacion: AF (m?) = AFE
* peso seco. Ademads, se calculd el cociente entre el AF recolectada y la

superficie total de canastas para obtener la caida de drea foliar por hectarea

(Caida de hojas, m? ha).

5.2.8. Analisis estadisticos: Los andlisis de la varianza (ANOVA), modelos
mixtos y andlisis multivariados se realizaron con el software InfoStat version
2020 (Di Renzo et. al., 2020). Los andlisis de regresion y correlacion se realizaron

con el software SigmaPlot 11 (Systat Software, Reino Unido).
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Figura 5.4. Esquema de una parcela mixta. Se sefalan las plantas de mediciones
intensivas (PMI), las canastas para recoleccion de hojas y la ubicacion del
freatimetro en el centro de la parcela. Este esquema se repitio en las parcelas
monoclonales y mixtas.
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5.3 - RESULTADOS

El sitio en el que se establecio el ensayo tuvo un marcado gradiente de
presencia de sales con elevada heterogeneidad a nivel de micrositio,
observandose los valores mas elevados de CE en el sector mas alejado del canal
principal. La CE del suelo superficial, estimada mediante interpolacion de los
valores de cada vértice de las parcelas (CEsulo est), varid entre valores debajo de
0,30 dS m™y por encima de 2 dS m™ (Figura 5.5). Luego de la plantacion en 2017
y las reposiciones en 2018 y 2019, se obtuvo un elevado establecimiento de
plantas en las parcelas cercanas al canal y del centro del sitio. Sin embargo, a
medida que se avanzd en sentido opuesto, se observd que la mortalidad de
plantas aumentaba. Las que presentaron mayores niveles de fallas
correspondian a parcelas monoclonales del clon HOV (e.g. 57% y 59% de fallas).
Por su parte, el clon A129 tuvo un alto establecimiento con apenas 12% de fallas
en uno de los sectores mas salinizados (Figura 5.5). Estas diferencias en el
establecimiento fueron el primer indicio de contrastes entre clones en la

tolerancia a la salinidad.

<0,30
l r 0,30-0,59
0,60-0,89
0,90-1,19
30% 27% 57% 59% 120-149
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1,80-2,10
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MIXTAi HOVe A129b MIXTAh HOVd

CAMINO

CANAL PRINCIPAL

Figura 5.5. Gradiente de CE del suelo superficial en el sitio del ensayo a campo.
Se establecieron 7 rangos de CE (dS m™): <0,30; 0,30-0,59; 0,60-0,89; 0,90-1,19;
1,20-1,49; 1,50-1,79; 1,80-2,10. Cada pixel corresponde al espacio ocupado por
una planta (4 x 4 m). Los porcentajes en cada parcela corresponden al niimero
de fallas observadas en 2021, luego de reposiciones en 2018 y 2019.
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Como fue mencionado anteriormente, se observé una gran variabilidad
entre parcelas en el establecimiento de las plantas del ensayo. Las estacas que
no enraizaron y/o brotaron en la primera temporada fueron repuestas en las 2
siguientes. A partir de estas reposiciones, se logré tener un porcentaje de
plantas en las 9 parcelas seleccionadas superior al 75% en agosto de 2021. La
parcela con menor supervivencia, a pesar de los intentos de reposicion, fue una

de las monoclonales del clon HOV (HOVY) (Tabla 5.1).

Tabla 5.1. Datos de supervivencia por parcela. Se informa el nimero de plantas
plantadas en 2017 (N° plantas inicial), el nimero de plantas repuestas en 2018 y
2019 por falla (reposiciones 2018 y 2019) y el numero de plantas vivas en agosto
de 2021 (N° plantas 2021).

Parcela N° plantas Reposiciones Reposiciones N° Plantas
iniciales 2018 2019 2021
A129a 81 26 1 71
A129b 81 21 8 78
A129c 81 14 5 73
HOVd 81 23 5 80
HOVe 81 4 3 81
HOVf 81 12 19 62
MIXTAg 81 10 6 77
(A129: 41 (A129: 4 (A129: 1 (A129: 40
HOV: 40) HOV: 6) HOV: 5) HOV: 37)
MIXTAh 81 15 8 79
(A129: 40 (A129: 3 (A129: 2 (A129: 38
HOV: 41) HOV: 12) HOV: 6) HOV: 41)
MIXTAIi 81 14 0 81
(A129: 41 (A129: 8 (A129: 0 (A129: 41
HOV: 40) HOV: 6) HOV: 0) HOV: 40)
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Ademas del gradiente de CE que fue reportado en la Figura 5.5, la
salinidad se evidencié de forma indirecta en el establecimiento de las plantas y
en el desarrollo de sintomas tipicos de dafios por sales. Una de las principales
diferencias que se observd fue que mientras HOV no fue capaz de superar el
periodo de instalacion en varias parcelas, Al129 tuvo algunos afios de
crecimiento previo a comenzar con el avance de los sintomas. En las parcelas
mixtas se observa con claridad la diferencia de tolerancia entre clones: se
comienzan a observar sintomas de dafio en HOV ante valores de CE mas bajos
que en Al129 (Figura 5.6). Al analizar estos sintomas, se observd un
empeoramiento generalizado de los danos entre los veranos de 2021 y 2022. En
2022 se alcanzo el nivel de dafio extremo en varias plantas, especialmente en
aquellas de A129 en la parcela mas salinizada (A129a), y de HOV en parcelas
con indicadores de salinidad mas bajos (HOVd, MIXTAg) (Figura 5.7). Otra
forma de identificar los dafios generados por la salinidad, fue mediante la
recoleccién de hojas durante el periodo de abscision foliar: en las parcelas con
CEnapa media por encima de 7 dS m, el 81% de las hojas caidas (m? ha') durante
el otono de 2021 fueron recolectadas en marzo. Esto evidencia el
desencadenamiento del proceso de abscision foliar de forma anticipada en

relacion a parcelas con menor CEnapa media (Figura 5.8).

Figura 5.6. ' :
Contraste  entre
los danos

provocados por la
salinidad entre los
clones HOV
(defoliado) y A129
(sin dafio) en una
parcela mixta
durante el verano
de 2021.
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Figura 5.7. Categorias de dafo generado por la salinidad en el ensayo a campo.
Las observaciones se hicieron durante los veranos de 2021 (arriba) y 2022
(abajo) en las 9 parcelas incluidas en los andlisis. Se establecieron 4 categorias
segun sintomatologia: 1- sin dafio aparente; 2- dafio moderado; 3- dafio grave;
4- dafio extremo. Los espacios blancos dentro de las parcelas corresponden a
fallas en el establecimiento.
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Figura 5.8. Relacion entre el porcentaje de area foliar recolectada (m? ha') en
canastas marzo de 2021 respecto del total acumulado al final del otofo, y la
CEnapa (dS m™) promedio de la freatica en el periodo 2020-2021. En la Tabla A.25
se informan los porcentajes de caida durante los meses de marzo, abril, mayo y
junio de 2021.

En las 9 parcelas del ensayo se observo una dindmica hidrica similar: el
nivel de la napa fredtica fue homogéneo entre parcelas en las distintas fechas de
medicion. No se registraron grandes diferencias en los periodos de mayor y
menor profundidad de la napa freatica entre parcelas. El promedio de la
profundidad registrada a lo largo de la temporada de crecimiento 2020-2021
vario entre 45 cm (MIXTAg) y 59 cm (HOVe). El valor mas cercano a la
superficie registrado varié entre 7 cm (MIXTAg) y 25 cm (HOVe), mientras que
la profundidad maxima se observd entre los 113 cm (MIXTAg) y los 130 cm
(HOVe). Si bien se observaron pequefias diferencias, los momentos de
disminucién y recarga de la napa fueron relativamente sincrénicos entre
parcelas (Figura 5.9).

Por otro lado, la conductividad eléctrica del agua recolectada desde la

napa (CEnapa, dS m™) fue marcadamente diferente entre las parcelas. Los valores
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mas elevados de CEnapa se observaron en la parcela A129a, con valores por
encima de los 7,95 dS m en los 7 registros obtenidos. La parcela con el rango
mas bajo de CEnapa fue la MIXTAh con valores entre 1,16 y 4,04 dS m™. La CE de
la freatica se mantuvo en valores relativamente similares a pesar de los cambios
en la profundidad de la misma. No hubo correlacion entre las medias de ambas
variables (r= 0,34; p= 0,37), ni entre los valores absolutos obtenidos en cada fecha
(r= -0,08, p= 0,51). Solo se observaron valores bajos de CE, que luego
aumentaron al elevarse el nivel de la fredtica, en la parcela HOVe (Figura 5.9).
Por otro lado, el pH se mantuvo constante entre fechas, en un rango que vario
de 4,8 en la parcela A129a y 6,3 en la parcela HOVd.

La CE del suelo (CEsuelo, dS m™) vario entre parcelas y profundidades. Se
observaron valores mas elevados de CEsuelo en la parte superficial del perfil en 5
de las 9 parcelas. En estas parcelas, la CEsuclo fue menor al superar el primer
metro de profundidad. En las parcelas A129c y HOVf la CEsuwelo fue similar
desde la superficie hasta los 3 m, con valores de conductividad cercanos a 1 dS
m. En la parcela MIXTAg se observo un patron diferente: valor elevado de
CEsueo en superficie (1,40 dS m™), valor bajo a los 0,5 m (0,17 dS m™) y valores
cercanos a 1 dS m™en profundidad (Figura 5.10).

La CEsuelo del horizonte superficial (CEsuelo 0), 1a CEsuelo a los 2,5 metros de
profundidad (CEsueo 2,5) y la CEswelo promedio a lo largo del perfil (CEsuelo
media) correlacionaron positivamente con la CE promedio registrada en la napa
en el periodo 2020-2021 (CEnapa media). Ademas, estas 2 ultimas variables de
CEsuelo correlacionaron positivamente con el valor maximo registrado en la

freatica (CEnapa maxima) (Tabla 5.2).
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Figura 5.9. Profundidad (cm) y CE (dS m™) de la napa fredtica durante la
temporada de crecimiento 2020-2021, para cada una de las parcelas del ensayo.
Las lineas azules representan la profundidad, las lineas punteadas negras
representan el promedio de profundidad de la napa freatica; y los circulos rojos
indican el valor de CE del agua recolectada directamente desde la napa freatica.
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Figura 5.10. Perfil de CE (dS m) del suelo cada 0,5 m hasta los 3 m de
profundidad, para cada una de las parcelas del ensayo. Los puntos rojos
simbolizan el valor de CE obtenido para la profundidad indicada en el eje
vertical.

Tabla 5.2. Coeficientes de correlacion de Pearson (r) entre la CEnapa media y
CEnapa maxima con la CE del horizonte superficial (CEsuclo 0), la CE del suelo a
0,5 m de profundidad (CEsue 0,5); a 1 m de profundidad (CEsue 1); a 1,5 m de
profundidad (CEsweo 1,5); @ 2 m de profundidad (CEswo 2); a 2,5 m de
profundidad (CEsuelo 2,5); a 3 m de profundidad (CEsueo 3); la CE promedio del
perfil entre los 0 y 3 metros (CEsuto media) y la CE mdaxima registrada en el
perfil (CEsuelo méxima). *p <0,05, **p <0,01, *** p <0,001.

r CEnapa media CEnapa maxima

CEsuelo 0 0,71* 0,63
CEsuelo 0,5 0,02 -0,06
CEsueto 1 0,53 0,61
CEsuelo 1,5 0,57 0,56
CEsuelo 2 0,62 0,61
CEsuelo 2,5 0,82** 0,83**
CEsuelo 3 0,63 0,73*
CEsuelo media 0,83** 0,84**
CEsuelo maxima 0,39 0,35
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Al analizar el crecimiento en altura a lo largo del tiempo de las PMI, se
observd que en las parcelas mixtas el aporte de cada clon al crecimiento medio
de la parcela fue similar. Sin embargo, se observaron algunas diferencias en el
ritmo de crecimiento entre parcelas monoclonales: la parcela A129a detuvo su
crecimiento a los 2 afios de plantacion. En esta parcela se reportaron los valores
mas elevados de CE tanto en la napa como en el suelo. Cabe destacar que, a
pesar de ser afectado su crecimiento de forma temprana, el clon A129 pudo
establecerse en un extremo del gradiente de sales. En sectores similares, las
fallas de HOV fueron muy superiores. Si se excluye la parcela A129a, se puede
observar que en el final del verano de 2022 la altura media de las PMI vari6

entre 8,76 m (MIXTAg) y 13,45 m (MIXTAh) (Figura 5.11).
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Figura 5.11. Crecimiento medio en altura (H, m) entre 2019 y 2022 de los clones
A129 y HOV en parcelas monoclonales y mixtas. La media de cada parcela
surge a partir de las mediciones en las 5 plantas de mediciones intensivas
(PMI). Ademas, se indica la media de la parcela mixta sin discriminar por clon
(linea roja). Los corchetes en cada fecha representan el desvio estandar.
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A partir de los datos reportados anteriormente sobre el crecimiento de
las parcelas monoclonales y mixtas, y lo observado en los analisis del suelo y la
napa fredtica respecto de la conductividad eléctrica, se relacionaron ambos
aspectos con modelos de regresion lineal. Se observd que la altura es afectada
de forma similar por la salinidad de la napa (CEnspa), tanto en A129 como en
HOV. En ambos clones se observo una regresion negativa y significativa entre
H (m) y CEnapa, tanto con su valor promedio como el maximo registrado en el
periodo 2020-2021 (CEnapa media y CEnapa maxima). No se observaron diferencias
significativas entre las pendientes de A129 y HOV para la relacion entre la Hy
CEnapa media (T=0,99; p=0,35) ni entre la H y la CEnapa maxima (T= 0,83; p= 0,43).
Por otro lado, no se identifico una regresion significativa entre H y el maximo
valor de CE medido alo largo del perfil de suelo (CEsulo maxima). Sin embargo,
si se observo una relacion negativa entre la H de A129 y la CEsuelo media (Figura
A.4). Respecto del DAP (cm) tampoco se observd una regresion significativa con
los valores de CE del suelo y el agua de la napa (Figura A.5). El Vol (m®) de
ambos clones se relaciond negativamente con el CEnpa maxima, aunque se
identifico que la pendiente de HOV fue mds marcada que la de A129 (T= 3,68;
p= 0,01). No se observo relacion entre el Vol y los demads indicadores de
salinidad (Figura A.6).

Cuando se analizaron los datos de rendimiento (Rendsaios, m® ha'), se
observo que la CEnapa promedio afectd de forma diferencial a los clones A129 y
HOV (Figura 5.12a). El Rend4aios de HOV se redujo significativamente ante los
aumentos en la CEnapa promedio. El clon Al129, en cambio, mantuvo un
rendimiento mas estable entre las parcelas mas y menos salinizadas (Figura
5.12a). Sin embargo, esta tendencia no se observo al analizar el Renduanes y la
CEnapa maxima (Figura 5.12b). Cabe destacar que en una de las parcelas de A129
se observaron los valores mas altos de CE, tanto en suelo como en la napa, y
que ninguna parcela de HOV alcanz6 valores tan extremos. Ademads, es

importante sefialar que, en las 3 parcelas mixtas, HOV super6 los rendimientos
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alcanzados por A129. Esto se explica mas por diferencias en el DAP que en la
altura total, que es similar para ambos clones cuando crecen en una misma

parcela (Figura A.4 y A.5). No obstante, la diferencia entre el Rendsnos de cada

clon en parcelas mixtas se redujo conforme aument6 la CEnapa. Es decir, en
parcelas menos salinas HOV crecié mas que A129, pero la aparicion del estrés
salino y las diferencias en la tolerancia disminuyeron esas diferencias. Otro
aspecto relevante es el hecho de que A129 tuvo una caida en el rendimiento a
mayor CE, pero el rendimiento fue mayor cuando crecié junto a HOV en una
parcela mixta (MIXTAg) (Figura 5.12).

Como se menciond con anterioridad, se pudo obtener un valor de CEsuelo
estimado para cada una de las PMI de ambos clones. Esa CEsuelo est varié entre
0,37 y 1,35 dS m™ para las plantas de A129, y entre 0,37 y 1,25 dS m™ para las
plantas de HOV. Es decir, las PMI crecieron en un rango similar de sales en el
suelo, lo que permiti6 que la comparacion entre clones respecto de las
concentraciones de sodio y otros cationes no sea alterada por grandes
diferencias ambientales.

Los clones A129 y HOV no tuvieron grandes diferencias en la sumatoria
de las concentraciones de NH4*, K*, Mg* y Ca*? en hojas, ramas y raices. Es decir,
la [cationes] fue similar entre genotipos para cada uno de los compartimentos
evaluados. Por un lado, en las plantas de A129 se registré un valor de [cationes]
en raices que vario entre 70 y 275 umol g. Por el otro, los datos de [cationes] en
raices de HOV tuvieron un rango similar: de 67 a 237 umol g' (F=0,01 - p =
0,92). En los demas compartimentos se observd que ambos clones también
mantenian cierta similitud en la concentracion total de estos 4 cationes.
Mientras que en las ramas de A129 la [cationes] fue de 49 a 212 umol g7, en
HOV vario entre 78 y 176 umol g (F = 0,02 - p = 0,89). Por ultimo, se identifico a
las hojas como el compartimento con mayor valor de [cationes], nuevamente

similar entre ambos genotipos. Los valores variaron en el rango 432 - 853 pumol

177



Tesis doctoral | Capitulo 5

g en las hojas de A129 y en el rango 393 — 972 umol g! en las de HOV (F =0,76
- p=0,39) (Figura 5.13).
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Figura 5.12. Regresion lineal entre el Rendssos (m® ha') de cada clon en las
parcelas monoclonales y mixtas, y la CEnapa (dS m™) promedio (a) y maxima (b)
de la napa freatica en el periodo 2020-2021. Para el célculo del rendimiento se
emplearon los datos de los 2 clones en ambos tipos de parcelas, en base a las
plantas vivas en agosto de 2021. Se sefialan los valores obtenidos en parcelas

mixtas con el nombre correspondiente. Se reporta el R? el valor p y, en caso de
ser significativo (p <0,05), el modelo de regresion.
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La similitud entre A129 y HOV se mantuvo al analizar la [Na*] en raices,
ya que si bien se observd que HOV tuvo en promedio 60% mas Na* que A129,
las diferencias no fueron estadisticamente significativas (F = 1,05 - p = 0,31). El
rango de variacion de la [Na'] en raices fue de 0,01 a 118 umol g en el clon
A129 y de 0,01 a 159 umol g' en HOV (Figura 5.13). Si se tienen en cuenta solo
los datos obtenidos en las 3 parcelas mixtas, donde A129 y HOV compartieron
condiciones de crecimiento, esta tendencia se mantiene (parcelas mixtas: F= 0,79
-p=0,38).

Las diferencias clonales se observaron en el andlisis de las
concentraciones de sodio en los compartimentos aéreos. En primer lugar, se
observé que mientras A129 tuvo en la mayoria de las plantas una concentracion
de Na* en ramas practicamente imperceptible para el método de medicion,
HOV tuvo en promedio 17,4 umol g' de Na* en sus ramas, con individuos que
superaron los 50 pmol g (media [Na‘] ramas (umol g'): A129 = 0,6 a; HOV =
17,4 b; F = 27,92 — p <0,001). En segundo lugar, se registraron grandes
diferencias entre los genotipos respecto de la concentraciéon de Na* en las hojas.
Los valores observados en A129 variaron entre 3 y 46 umol g, y los obtenidos
en las hojas de HOV entre 5y 292 umol g (media [Na‘] hojas (umol g'): A129 =
10,0 a; HOV =72,0 b; F =22,98 - p <0,0001) (Figura 5.13). Ademas, se verific6 que
este comportamiento diferencial se mantuvo al analizar las plantas de ambos
clones solo en parcelas mixtas (parcelas mixtas | media [Na‘] ramas (umol g?):
A129=1,05a; HOV =15,0 b; F =13,57 - p = 0,001 | media [Na‘] hojas (umol g"):
A129=12,7 a; HOV = 69,0 b; F =10,31 - p = 0,004).
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Figura 5.13. Diagramas de cajas de las concentraciones de sodio ([Na‘], pmol g)

en raices (a), ramas (b) y hojas (c); y de la suma de los cationes NH4*, K*, Mg* y

Ca* ([cationes], umol g') en raices (d), ramas (e) y hojas (f). Para reflejar las

diferencias entre compartimentos se mantiene la misma escala en los ejes

correspondientes a [Na*] por un lado y [cationes] por el otro. Se identificé con

un asterisco rojo aquellos compartimentos en los que se observaron diferencias

significativas entre clones (p <0,05).
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En ambos clones la concentraciéon de sodio en las raices aumento a
medida que la CEseo est fue mayor. Sin embargo, en el caso de HOV la
pendiente de la regresion entre estas variables fue mayor que en A129 (T = 8,59;
p <0,0001). Esto se debid a que A129 solo alcanzd ciertos niveles de [Na*] en
raices cuando la CEsuelo est estuvo por encima de 0,8 dS m, mientras que en las
raices de HOV se registraron valores elevados de [Na‘] en plantas con una
CEsuelo est por debajo de dicho valor (Figura 5.14a).

La relacion de la CEsuelo est con la [Na*] vario entre clones al analizar los
compartimentos aéreos. Por un lado, A129 tuvo un aumento significativo de la
[Na‘] en ramas, pero con una menor pendiente que la observada en el clon
HOV (T = 40,47; p <0,0001) (Figura 5.14b). Por el otro, mientras que A129
mantuvo sus hojas con una [Na*] cercana a cero, HOV sufrié un claro aumento
de la [Na'] en las hojas ante cambios en la salinidad del suelo. Es decir, en
primera instancia, HOV acumuld mads sodio en ramas ante mayores niveles de
CEsuelo est (Figuras 5.14b), pero esta [Na‘] fue igual o incluso menor que la
registrada en raices. En segundo término, se observo que la [Na‘] en las hojas
fue marcadamente mayor, y superd incluso la registrada en raices (Figuras
5.14c).

Las diferencias entre A129 y HOV respecto de las estrategias de
acumulacion y/o exclusion del Na*, se volvieron a verificar al relacionar las
concentraciones entre compartimentos. Mientras que la [Na'] en los
compartimentos aéreos de A129 no tuvo relacion con la registrada en raices, en
HOV se identifico un compromiso entre las concentraciones de los distintos
compartimentos (Figura 5.15). Se observo una relacion positiva y significativa
entre la [Na*] en raices y la registrada en ramas (Figura 5.15a) por un lado, y la
[Na'] en raices y la observada en hojas (Figura 5.15b), por el otro. Ademas, se
observo que la [Na*] en hojas también dependio6 del sodio que habia acumulado

HOV en las ramas (Figura 5.15¢).
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Figura 5.14. Regresiones lineales entre la CEsuclo est (dS m™) para cada PMI y las
concentraciones de Na* (mg g') en raices (a), ramas (b) y hojas (c) de cada clon
en las parcelas monoclonales y mixtas. Se reporta el R? el valor p y, en caso de
ser significativo (p <0,05), el modelo de regresion para cada clon. Ademas, se
sefialan con un asterisco rojo aquellas regresiones cuyas pendientes fueron
significativamente mayores que las del otro clon.
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Figura 5.15. Regresiones lineales entre las concentraciones de Na* (mg g') en
raices y ramas (a); las concentraciones de Na* (mg g?) en raices y hojas (b); y las
concentraciones de Na* (mg g') en ramas y hojas (c) de cada clon en las parcelas
monoclonales y mixtas. Se reporta el R? el valor p y, en caso de ser significativo
(p <0,05), el modelo de regresion para cada clon.
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Teniendo en cuenta las diferencias reportadas previamente, se
compararon ambos clones respecto del impacto de las concentraciones de sodio
y demads cationes en el crecimiento (Figura 5.16). Por un lado, se identificé que
el aumento en la [cationes] en las hojas tiene un leve impacto en el crecimiento
en altura y DAP de HOV, mientras que no se observd lo mismo para A129
(Figuras 5.16b y 5.16d). Por el otro, se observé que la [Na‘] no se relacion6 con el
incremento en altura en ninguno de los 2 casos (Figura 5.16a). Sin embargo, se
encontrd una fuerte relacion negativa entre el incremento en DAP y la [Na*] en
hojas para el clon HOV (Figura 5.16b). Este impacto no se verific para A129,
debido a que mantuvo la [Na*] en hojas en valores muy bajos en relacion a los

encontrados en HOV.
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Figura 5.16. Regresiones lineales entre los incrementos en altura (m) (a, b) y en
DAP (cm) (c, d) de las plantas de mediciones intensivas (PMI), entre agosto de
2021 y marzo de 2022, y las concentraciones de sodio (Na*) y la suma de otros
cationes (NH4*, K*, Mg* y Ca®?) en las hojas durante el verano de la misma
temporada. Se reporta el R?, el valor p y, en caso de ser significativo (p <0,05), el
modelo de regresion para cada clon.
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5.4 - DISCUSION

El establecimiento y crecimiento de las parcelas monoclonales y mixtas,
indica que la salinidad puede afectar de forma critica la primera etapa de una
plantacion de alamos. Teniendo en cuenta que tanto la calidad del material de
plantacion, como las condiciones del sitio al momento de plantar, fueron
idénticas para cada clon, es posible asociar las fallas a la salinidad y las
diferencias clonales en la tolerancia. Esto es respaldado por el gradiente de
conductividad eléctrica identificado tanto a nivel de suelo superficial, como a
nivel de la napa freatica. De este modo, este capitulo se constituye en el primer
reporte de problemas en el establecimiento del clon P. deltoides ‘Hovyu INTA’
debido a salinidad. A su vez, es posible identificar un rango de valores limites
para que la etapa de establecimiento pueda ser exitosa: si la CE supera valores
de 0,8 - 1 dS m en el suelo superficial, o de 6 - 7 dS m™ en la napa, es probable
que el numero de fallas en una plantacion de HOV aumente de forma
significativa. Ese rango de CE del suelo estd muy por debajo de lo que se
considera normalmente como un suelo salino (CE > 4 dS m™) (Sharmin et al.,
2021), resultado que evidencia la alta vulnerabilidad del clon HOV a este tipo
de estrés. A su vez, estos valores limite resultan compatibles con los niveles de
CE generados en las piletas utilizadas para el Capitulo 2, ensayo en que se
observaron danos por salinidad. En ese caso, las plantas fueron sometidas a
estrés mediante la generacion de una napa salina (CE: 4,5 a 6,5 dS m™) una vez
que habian enraizado y tenian 3 meses de crecimiento. En dicho ensayo, HOV
fue el clon con mayor reduccion en la produccion de materia seca total.

Por otro lado, el clon P. deltoides ‘Australiano 129/69" es capaz de
instalarse en suelos con una CE algo mayor, aunque el nivel del estrés salino
definird el éxito futuro del rodal. Ha quedado de manifiesto que las estacas de
A129 pueden enraizar en lugares con una napa de alta CE, pero luego de las dos

primeras temporadas, los arboles detienen su crecimiento. Los problemas en las
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etapas iniciales de la plantacion y en el crecimiento posterior, se condicen con
los reportes respecto de la susceptibilidad de la especie P. deltoides a la salinidad
(Singh et al., 1999; Banuelos et al., 2010). No obstante, hay una gran evidencia
sobre la diversidad intraespecifica (Li et al., 2016; Zhang et al., 2019; Hao et al.,
2020) que permite contar con clones con marcadas diferencias en dicha
susceptibilidad.

Los niveles de salinidad de la napa freatica y del suelo en la region del
Bajo Delta del Parana son relativamente bajos (<4 dS m). Sin embargo, suelen
manifestarse sintomas de salinidad en determinados sectores. En el caso de las
forestaciones, los dafios son mas notable durante afios secos y hacia el centro
del rodal (Alvarez, 2018). Los procesos de salinizacién en suelos como los del
Bajo Delta del Parana pueden estar asociados a varios factores. Por un lado, hay
evidencia sobre la presencia de sales en horizontes profundos del suelo debido
a antiguas ingresiones marinas cuando la region que hoy se identifica como
Delta del Parana no era el humedal actual (Pereyra et al., 2004). Otro factor
determinante es la historia de uso previa. En el caso de este estudio, se trata de
un sitio con varios ciclos forestales anteriores, lo que podria haber generado un
proceso de concentracion de sales en la zona cercana a las raices. La salinizacién
del suelo fue descripta en el reemplazo de pastizales naturales por forestaciones
en Argentina (Jobbagy y Jackson 2004; Nosetto et al. 2008) y puede ser
extrapolable a la region forestal del Delta, dada su condicién de pajonal/pastizal
de origen. Ademas, la cantidad y distribucion espacial de canales y/o zanjas en
el campo son otros de los factores que influyen en la dindmica de las sales en el
sitio. Estudios previos han registrado la influencia que tienen los canales que
conducen agua a lo largo de los sitios, en la distribucién del patrén de CE del
suelo y la napa (Alvarez, 2018). En este estudio se pudo observar cémo las
parcelas mas alejadas al canal principal fueron en las que se registraron los
mayores niveles de CE. Ante esta situacion, la medicion de la CE del suelo

superficial resulta un buen indicador de la presencia de sales en el horizonte y
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un buen estimador indirecto de la CE de la napa en profundidad. De este modo
se puede emplear un método sencillo para calificar un sitio y tomar las
decisiones de qué material genético utilizar.

Como fue expresado con anterioridad, la presencia de sales resulta una
gran limitante para el establecimiento y crecimiento de los alamos en general,
pero debido a la amplia diversidad genética de la especie, es posible encontrar
diferencias entre clones. Estas diferencias se dan en el impacto observable que
provoca el estrés (dafos foliares tipicos, sintomatologia, reduccion del
crecimiento, entre otros), y en las estrategias ecofisiologicas que se
desencadenan. Con relacion a esto, se observa que la entrada de sodio (Na*) a
las raices ocurre tanto en A129 como en HOV. En general, se asume que el
ingreso de Na* a las raices se da por via simplastica, ya que la presencia de
suber y de la banda de Caspari son barreras fisicas que imposibilitan al Na* y
otros elementos acceder a los tejidos por via apoplastica (Stolarikova-
vaculikova et al., 2015; Foster y Miklavcic, 2017). De este modo, las células de la
raiz pueden tener mayor control sobre los iones que ingresan y/o restringen. No
obstante, en raices jovenes o poco desarrolladas, estas estructuras pueden ser
inexistentes o menos eficientes (Maathuis et al., 2014). Hasta este punto, no se
encuentran grandes diferencias entre A129 y HOV: las concentraciones de Na*
en las raices son similares. No obstante, se identifico que ante el aumento en la
CE del suelo, HOV tiene una tasa de incremento del Na* radical mayor que la
de A129 (Figura 5.14). Por otra parte, las diferencias sustanciales encontradas en
las concentraciones de Na* en los tejidos aéreos, evidencian que A129 posee
algin mecanismo capaz de impedir que gran parte llegue a las ramas y hojas.
Es probable que extruya los cationes de Na* hacia el fuera del xilema en el tallo
principal (Chen y Polle, 2010; Foster y Miklavcic, 2015), sacandolos del flujo
transpiratorio que llega al tejido foliar. Este mecanismo resulta clave, ya que la
cantidad transportada hacia las hojas dependera de la concentracion del ion y el

flujo transpiratorio (Sharmin et al., 2021). La compartimentalizacion y/o
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recirculacion del Na* para evitar que se acumule en drganos claves, ha sido
destacada como una estrategia fundamental en la tolerancia a salinidad en
diversas especies de alamo (Beritognolo et al., 2007; Zalesny et al., 2008; Zeng et
al., 2009), manzana (Yang et al., 2019), pistacho (Godfrey et al., 2019) y plantas
herbaceas (Li et al., 2017). Ademas, esta estrategia para evitar que el sodio llegue
a las hojas fue descripta en una de las especies de dlamo mas tolerantes a sales
como es P. euphratica, en contraste con otras especies mas sensibles como P.
popularis y P. xeuroamericana (Chen et al., 2002). En este sentido, Chen et al.
(2003) resaltaron la capacidad de esta especie en bloquear la via apoplastica de
transporte de sales, caracteristica fundamental en su tolerancia a este tipo de
estrés.

Si bien P. deltoides no es una especie comparable en tolerancia a salinidad
con P. euphratica, el mecanismo detras de las diferencias entre A129 y HOV
podria ser similar al descripto anteriormente. Al respecto, existen reportes sobre
especies no tolerantes de &4lamos que igualmente poseen genotipos con
diferentes niveles de respuesta al estrés (Sixto et al., 2005). Esto permitiria que,
dentro de los limites propios de la especie, haya diferencias en las estrategias de
aclimatacion. Si A129 tiene la capacidad de impedir que una parte del Na*
forme parte del flujo transpiratorio que llega a la copa, es probable que sea por
una via equivalente, mediante exclusién y acumulacion en las raices o tallos.
Esto es posible ya que los principales mecanismos con los que cuentan las
plantas para hacer frente a excesos de sales, han sido reportados como
conservados entre diferentes especies de herbaceas y lefiosas (Chen y Polle,
2010). Por su parte, HOV tiene concentraciones incluso mayores en hojas que en
raices, resultado que evidencia que no posee dicha estrategia, o que al menos no
es eficiente para enfrentar los niveles de salinidad encontrados en el sitio.

En relacion al establecimiento de parcelas clonales mixtas, en principio
no se identifican dificultades asociadas al propio sistema, ni grandes diferencias

en el tamafo de los arboles de un clon en relacién al otro. Esto puede
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convertirse en un problema cuando las diferencias en las tasas de crecimiento
de los genotipos son demasiado amplias (Sharma et al., 2008; Rezende et al.,
2019). Es importante que el crecimiento sea homogéneo, ya que en las
plantaciones es comun que se observen diferencias en la jerarquia de los arboles
que integran el rodal (Ferndndez-Tschieder y Binkley, 2018). Sin embargo, los
principales inconvenientes en la plantacion clonal mixta evaluada se presentan
ante las situaciones de estrés, independientemente de que se trate de parcelas
monoclonales o mixtas. En particular, estas tltimas han tenido un crecimiento
equiparable o incluso mayor a las monoclonales, tanto de A129 como de HOV,
en los primeros 4 anos de edad. Es decir, el sistema silvicola mixto no
presentaria inconvenientes en los primeros afios de crecimiento de las
plantaciones. Esto se condice con experiencias previas en alamos (Elferjani et al.,
2014) y otras especies (Weng et al., 2010; Hoeber et al., 2017; Rezende et al., 2019).
Sin embargo, debido a que las tasas de crecimiento varian con la edad, podrian
encontrarse diferencias mas marcadas entre clones a futuro. No obstante, A129
y HOV han sido comparados en la red de ensayos del Programa de
Mejoramiento Genético de la EEA Delta del Parand, y no se encontraron
diferencias en altura en arboles de 13 a 15 afios de edad (Cortizo y Monteverde,
2017). Es decir, si las condiciones de sitio son Optimas para ambos clones, A129
y HOV representan una buena opcién para el establecimiento de rodales
mixtos. Mientras que si implican la aparicién de estreses abiodticos a los que
responden de forma diferencial, el rodal mixto puede presentar heterogeneidad
en el crecimiento y favorecer un clon por sobre el otro. Si bien se trata de una
sola parcela y no permite establecer una tendencia robusta, se identifico que la
caida del rendimiento de A129 con la salinidad se detiene y recupera parte del
crecimiento cuando crece en una parcela mixta, aunque esta posea mayores
niveles de salinidad que otras monoclonales (Figura 5.12). Esto podria significar

un leve beneficio para este clon, aunque es necesario realizar nuevos estudios y
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establecer fehacientemente el vinculo de la silvicultura mixta y una posible
mayor tolerancia al estrés.

En resumen, se cumplio con el objetivo de evaluar el efecto del estrés
salino sobre el crecimiento de una plantacion clonal mixta de Populus spp. e
identificar si existen estrategias diferenciales y complementarias que permitan
mejorar su desempefno respecto a las plantaciones monoclonales. En este
capitulo se confirma la existencia de una gran heterogeneidad micro-ambiental,
con variaciones importantes en los indicadores de salinidad en escasos metros.
Ademads, se demostrd en plantas a campo que ambos clones tienen niveles de
tolerancia y mecanismos de respuesta a la salinidad claramente diferentes. Por
lo tanto, resulta relevante disponer de materiales genéticos especificos para
cada situacidn, y se destaca la importancia de una silvicultura micro-sitio-
especifica. Con el establecimiento de rodales clonales mixtos, se abordaria dicha
heterogeneidad a nivel de micrositios y se podria contar con sistemas

productivos mas estables tanto en el espacio como en el tiempo.

5.4.1. Contraste de hipotesis

En funcion de los resultados obtenidos y los antecedentes recabados, se
encontrd evidencia a favor de la hipdtesis “los sitios de plantacidon presentan
parches salinos que producen diferente intensidad de estrés por salinidad en
arboles del mismo rodal. El clon P. deltoides ‘Australiano 129/60" expuesto a
salinidad presenta menor impacto general y menor dafio foliar que el clon P.
deltoides "Hovyt INTA” que es incapaz de evitar que el sodio se acumule en sus

hojas”.
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6.1 - CONSIDERACIONES FINALES

El crecimiento y desarrollo de las plantas depende de un gran ntiimero de
variables que estan definidas por la genética e influenciadas por el ambiente. De
los resultados obtenidos en los ensayos en condiciones semicontroladas, se
deduce que la descripcion de aspectos morfo-fisioldgicos de clones comerciales
de alamo resulta una herramienta clave para conocer qué factores explican y
cuales tienen mayor influencia en su crecimiento. Como patrén general, la
capacidad fotosintética integral de los arboles es un factor determinante para
ello. La integracion del area foliar, las concentraciones de N y P en las hojas y la
tasa fotosintética resultaron fundamentales para definir los clones mas
productivos.

Ademads, las evaluaciones ecofisiologicas permiten entender de qué
manera la fisiologia es afectada ante diferentes situaciones de estrés. De este
modo, se fortalece el enfoque tradicional de los programas de mejoramiento
genético que seleccionan clones a partir de caracteristicas del fenotipo como la
forma del fuste, la tasa de crecimiento y la sanidad. Por lo general, estas
comparaciones se realizan en ensayos en los mejores sitios, para que las
limitantes ambientales tengan la menor influencia posible. La caracterizacion
funcional de los clones permite obtener mas informacion y respaldar la toma de
decisiones de los productores forestales con una vision integradora de las
interacciones genotipo-ambiente.

La busqueda de mecanismos de complementariedad en el uso de los
recursos tiene como base la diversidad genética. Los estudios realizados han
permitido identificar el gradiente de variabilidad entre los clones comerciales
actualmente disponibles para las forestaciones en el Delta del Parana. Esta
variabilidad se da tanto en caracteres fisiologicos, como en aspectos de la
morfologia que pueden definir los patrones de ocupacion del sitio. En este

sentido, los conceptos que provienen de las plantaciones mixtas de especies
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pueden ser aplicados a la silvicultura clonal. Las tres principales interacciones
benéficas que pueden desarrollarse en un rodal mixto son la particion de los
recursos, que son diferencias en el uso de los recursos tanto en el espacio como
en el tiempo; los efectos de seleccion, que se refieren a diferentes respuestas
frente a estreses bidticos y abioticos; y la facilitacion, que es cuando la presencia
de un individuo beneficia a otro (Grossiord et. al., 2019). Entre los clones
evaluados se han verificado diferencias sustanciales en aspectos relacionados
con la particion de los recursos. Se identifico variabilidad en la cantidad de dias
que dura la temporada de crecimiento: los clones tuvieron hasta 23 dias de
diferencia debido a distintas fechas de brotacion y abscisién foliar, que
posibilita la particiéon temporal en el uso de la luz. Entonces, si en rodales
mixtos se combinan clones de manera que los drboles de brotacion temprana
estén rodeados por individuos de clones de brotacién tardia, los primeros
tendran mayor disponibilidad de luz al inicio de la estacion de crecimiento, que
aumentard su capacidad de fijar carbono. Algo similar ocurre con cambios en la
fecha de abscision otonal: los de abscision tardia tendrdn mayor disponibilidad
de luz una vez que sus vecinos estén defoliados. A su vez, esto puede
determinar particiéon temporal en el ciclo de los nutrientes debido a la
movilizacion de recursos que implican la generacion de hojas nuevas en
primavera, la caida de hojas en el otofio y el proceso de descomposicion de
mantillo. Estas diferencias en el uso de los nutrientes también quedaron
expresadas en la variabilidad clonal respecto de las eficiencias en el uso del
nitrégeno y el fésforo, y en los contenidos de estos nutrientes al final de la
temporada de crecimiento. La eficiencia en el uso del nitrogeno vario entre 84 y
104 gramos de materia seca por cada gramo de nutriente. Mientras tanto, la
eficiencia en el uso del fosforo tuvo un rango mas amplio: los clones produjeron
entre 492 y 832 gramos de materia seca por cada gramo de fosforo. Estos
cambios en las eficiencias reflejan cambios en la cantidad de nutrientes

absorbidos desde el suelo en relacion con el carbono acumulado en la biomasa
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y, por tanto, indican variabilidad en la particion de nutrientes minerales y
carbono. En cuanto a la retencion de nutrientes al final del primer afio de
crecimiento, los clones retuvieron en la biomasa entre 1,4 y 2,6 g de nitrégeno y
entre 0,17 y 0,39 g de fdésforo por planta, que reflejan diferencias clonales en la
particion espacial de la mineralomasa entre suelo y planta segtn el clon que se
utilice. Ademas, se identificaron diferencias clonales en la proporcion de raices
en relacidn a la materia seca total. Hubo clones que tuvieron proporcionalmente
mas peso seco de raices que de tallos al final de la temporada de crecimiento
(relacion tallo-raiz: 0,8), y clones con mads tallo que raices en el mismo periodo
(relacion tallo-raiz: 2,4). Esta particidn espacial, es importante ya que si se
combinan clones, que posean raices con diferente profundidad de exploracion
del suelo, la disponibilidad de agua para cada clon serd mayor que si cada
individuo estuviera rodeado por vecinos del mismo clon, que extraen agua del
mismo sector del perfil. Los cambios en particion hacia raices también se
reflejan en diferente consumo de agua. Se observaron amplias diferencias entre
clones en el consumo hidrico a lo largo del afio: la cantidad de agua consumida
fue entre 129 y 156 kg, que expresa una particion diferencial del recurso agua en
el continuo suelo-planta-atmdsfera.

Por otro lado, los efectos de seleccion quedaron de manifiesto en los
analisis de estreses abidticos en general y en el establecimiento de rodales
mixtos en particular. En cuanto a la respuesta en crecimiento de los clones
evaluados bajo estreses, es destacable que la inundacion redujo la acumulacion
de materia seca entre el 9% y el 34%. Es importante destacar que uno de los
clones que en condiciones no estresantes acumula mdas materia seca, es el que
menos reduce su crecimiento en inundacion, por lo que estaria expuesto a una
seleccion positiva en rodales mixtos inundados. De manera similar, la sequia
redujo la materia seca entre el 20% y el 45%, y la salinidad entre el 5% y el 35%
mientras que uno de los clones no fue afectado por el estrés salino. Debido a

que se observa tanto clones con baja tasa de crecimiento poco afectados por los
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estreses, como clones con alta tasa de crecimiento muy afectados por los
estreses, es esperable que en rodales mixtos ocurran selecciones positivas y
negativas frente a cada estrés. Consistentemente, en el ensayo a campo se
evidencid que las diferencias en la tolerancia a la salinidad pueden determinar
que P. deltoides ‘ Australiano 129/60" se imponga como el genotipo dominante en
parcelas en las que esta plantado junto a P. deltoides ‘Hovya INTA’ y son
sometidos a estrés salino. Por lo tanto, las plantaciones clonales mixtas pueden
derivar en rodales mds homogéneos o heterogéneos en funcion de la
combinacion de clones elegida y de los efectos de seleccion que impongan los
estreses abioticos que se presenten.

Finalmente, se han obtenido resultados que permiten abordar los
posibles procesos de facilitacion ante la combinacion de clones contrastantes. En
funcion de las diferencias encontradas en el uso del agua, podrian
desencadenarse mecanismos de facilitacion en la mezcla de clones: uno podria
dejar agua remanente para el otro en situaciones de estrés hidrico. Sin embargo,
hay situaciones en las que no es probable esperar facilitacion cuando se
combinan clones de dlamo. Esto se debe a que no se observo variabilidad clonal
en todos los ambientes. El ambiente inundado fue el que expresé uno de los
extremos de la plasticidad fenotipica, pero no se observaron diferencias en los
mecanismos de aclimatacion entre clones. Si todos los clones generan los
mismos mecanismos de aclimatacién (i.e. lenticelas hipertrofiadas, raices
adventicias) no seria probable que uno oxigene el medio en beneficio de otro.
Por otro lado, podrian desarrollarse procesos de facilitaciéon ante la aparicion de
estrés salino. Si se planta un clon que absorbe parte del sodio presente en el
suelo, y lo inmoviliza en los tejidos, puede beneficiar a otro clon plantado en
combinacion con éste a partir de la disminucion en las cantidades de sodio
disponibles en el sustrato. En resumen, la complementariedad es posible dadas

las diferencias en la particion de los recursos y los efectos de seleccion, que se
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deben a las estrategias de aclimatacion morfo-fisioldgicas, y brindan una opcion
para mitigar los impactos de los estreses abioticos en la produccion.

El sostenimiento de los niveles de produccion es un aspecto importante
ante el surgimiento de fendmenos climaticos que comprometen los cultivos con
diferente frecuencia e intensidad. En este sentido, una mayor diversidad es
necesaria para obtener sistemas mads estables. En esta tesis ha quedado de
manifiesto que la estabilidad en la produccidon puede variar entre genotipos,
pero ademas, que dicha estabilidad puede ser alcanzada por diferentes ajustes
en la fisiologia y morfologia. Por otro lado, se identificaron patrones generales
de respuestas ante variaciones en el ambiente, que constituyen una fuente de
informacion para la continuidad de los procesos de mejoramiento y seleccion de
genotipos comerciales. La estabilidad en la produccion se relaciona con una
elevada plasticidad en la fotosintesis y un sostenimiento del area foliar y los
patrones de particion de la materia seca entre vastago y raiz. No obstante, dicha
estabilidad no tiene un valor intrinseco, sino que debe evaluarse de forma
complementaria con las capacidades de crecimiento de cada genotipo. Por
ejemplo, si la combinacion de clones se analiza a nivel predial o de paisaje se
puede destacar que la inestabilidad no es inherentemente negativa. Los clones
inestables de alto rendimiento pueden ser buena opcién para aquellos
ambientes donde pueden alcanzar el maximo rendimiento (en general los
mejores ambientes) y combinarse con clones mas estables en sectores del paisaje
con mayor heterogeneidad microambiental.

Se encontré una buena relacion entre lo observado en condiciones
semicontroladas y lo recabado a campo. Las diferencias en la tolerancia a la
salinidad encontradas en macetas entre los clones P. deltoides ‘Australiano
129/60" y P. deltoides "Hovyu INTA’, se corroboraron luego en plantas a campo.
En este sentido, se avanzd en la descripcion de los procesos que pueden
explicar dichas diferencias. El mecanismo de exclusiéon de sodio del flujo

transpiratorio resulta un aspecto clave para diferenciar entre clones mas
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tolerantes y mas susceptibles, y constituye un reporte inédito respecto de los
clones comerciales de dlamo en el pais, y uno de los pocos estudios para la
especie P. deltoides en general. Son necesarios mas estudios para abordar de
forma integral la problematica y desglosar los mecanismos fisioldgicos detras
de las diferencias clonales en la tolerancia a salinidad. Por ejemplo, se necesita
estudiar el rol del anion cloruro en el dafio generado por la salinidad y evaluar
si las estrategias que impiden al sodio llegar a las hojas son las mismas en ese
caso. Ademds, es necesario determinar si la exclusion del sodio del flujo
transpiratorio se debe a la extrusion hacia el suelo o si se acumula en tejidos no
evaluados en este trabajo (e.g. raices gruesas o tallo principal).

Cabe destacar que la caracterizacién del clon P. deltoides ‘Australiano
129/60" aporta informacion para comprender su adopcion por parte del medio y
su condicidn de genotipos predominante en la region. Es un clon que se destaca
por su capacidad de produccion en todo el gradiente ambiental evaluado. Sin
embargo, existen clones tan productivos como éste, e incluso con mejores
indicadores de estabilidad en la produccion, que constituyen opciones para la
diversificacion de las plantaciones a escalas de lote, prediales y de paisaje. No
obstante, es importante destacar que es la diversificacién dentro del rodal la que
permite explorar la complementariedad en el uso de los recursos. Ademas, los
rodales mas diversos son positivos en relacién a aspectos ecoldgicos. Por
ejemplo, diferencias en la arquitectura de los individuos pueden tener impacto
en cantidad y diversidad de refugios para animales dentro del rodal a partir de
modificaciones en los estratos del dosel (Saranddn, 2020); pueden implicar
diferencias en los niveles de penetracion de luz que afectan la composiciéon del
sotobosque (Kelty, 2006); o pueden mejorar la percepcion por parte de la
sociedad al visualizar rodales mas diversos desde el punto de vista estético
(Edwards et. al., 2012; Almeida et al., 2018).

Por otro lado, se expuso de forma clara el alto grado de variabilidad

ambiental que puede haber en suelos del Bajo Delta. El gradiente de sales
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reportado demuestra la heterogeneidad a nivel de micro-sitio, que determina la
importancia de una silvicultura adaptada a ese contexto. Las plantaciones
clonales mixtas son una forma de abordaje de dicha heterogeneidad y
demandan dos procesos que deben retroalimentarse: 1- el conocimiento del
suelo, la napa fredtica y las caracteristicas generales que permitan una
descripcion adecuada de las condiciones de sitio; 2- el conocimiento de los
requerimientos y limitantes para el crecimiento de los materiales genéticos. De
esta forma, se puede emplear una silvicultura novedosa capaz de maximizar las
interacciones positivas entre arboles, como la complementariedad y la seleccidn,
y las interacciones genotipo-ambiente para que deriven en un mayor
crecimiento. Es importante sefialar que cuanto mayor sea la diferencia en
caracteres funcionales entre clones, mayores seran las probabilidades de
obtener un sistema mas productivo. Por lo tanto, el aumento de la diversidad es
aspecto clave para el futuro de la produccién forestal.

En resumen, la combinacién de clones puede resultar una alternativa de
diversificacion viable. Es importante que la cuenca mejore sus indicadores de
diversidad y, en este sentido, las plantaciones clonales mixtas se presentan
como una opcion de doble beneficio. Por un lado, se contaria con rodales mas
diversificados, con la serie de beneficios que esto trae aparejado. Por el otro, no
implica grandes dificultades en la adopcion por parte de los productores, ya
que tanto las practicas de preparacion del sitio, plantacion y mantenimiento de
los rodales, como el destino final de la madera pueden mantenerse idénticas a
las empleadas en las forestaciones monoclonales tradicionales.

En base a los resultados descriptos en los capitulos previos, se puede
realizar el resumen de combinaciones de clones propuestas para el
establecimiento de plantaciones clonales mixtas (Figura 6.1). Estas
combinaciones se realizaron a partir de 2 criterios generales: 1- diferencias
clonales en la morfologia y fisiologia que permitan identificar

complementariedad; 2-similitudes en el crecimiento que permitan obtener
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rodales homogéneos. Es decir, se propusieron mezcla de clones
productivamente similares, pero ecofisiolégicamente distintos. Sin embargo, es
importante destacar que dependiendo de los objetivos que se quieran lograr
(menor consumo de agua, mayor recirculacion de nutrientes, mayor diversidad
de sitios de refugio y alimento, entre otros), podrian proponerse otras

combinaciones.

A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI

A129 * **
CAR w5 e

GUA e .
HOV * *
NAN
NAC
PAY
PYT
R22

TRI

Figura 6.1. Resumen de las combinaciones propuestas en los capitulos 1, 2 y 3
en funcion de las diferencias encontradas en el uso de los recursos y las
respuestas a los estreses abioticos evaluados. El color de los asteriscos sefala si
los posibles mecanismos de complementariedad fueron reportados en
condiciones control (violeta), bajo salinidad (verde), sequia (naranja) o
inundacion (rojo). A129: P. deltoides ‘ Australiano 129/60’; CAR: P. deltoides ‘Carabelas
INTA’; GUA: P. deltoides ‘Guayraca INTA’; HOV: P. deltoides "Hovyu INTA’; NAN: P.
deltoides “‘Nandi INTA’; NAC: P. deltoides ‘Nacurutit INTA’; PAY: P. deltoides ‘Paycarabi

INTA’; PYT: P. deltoides ‘Pyta INTA’; R22: P. xcanadensis ‘Ragonese 22 INTA’; TRI: P.
xcanadensis “Triplo’.
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6.3 — APORTES DE LA TESIS

El contexto de elevada heterogeneidad ambiental de la cuenca forestal
del Bajo Delta del Parana justifica la busqueda de alternativas silviculturales
que deriven en una mayor diversidad, tanto a escala de paisaje como predial. La
baja diversidad genética de las plantaciones de dlamo en la region expone al
sector a riesgos por eventos climaticos o ataques de plagas y/o enfermedades
con impactos generalizados, y amerita que se realicen esfuerzos para obtener
sistemas mads estables, con mejores rendimientos y mads sustentables en el
tiempo. Los resultados de esta tesis aportan al conocimiento de la mayoria de
los materiales genéticos actualmente disponibles para su comercializacion y
cultivo. La informacidon recabada de cada uno de los clones fortalece las
descripciones realizadas previamente, en el marco de los programas de
mejoramiento genético que dieron origen o introdujeron estos genotipos a la
region. Ademads, se convierte en un antecedente para la eleccién de clones para
su cultivo en otras regiones del pais De esta forma, los actores del medio
podran elegir qué clon utilizar y/o recomendar con un nimero mayor de
criterios, ademas de su crecimiento o rendimiento promedio. A su vez,
establece una referencia para el estudio de caracteres funcionales de materiales
genéticos experimentales que atin no han sido inscriptos en el Registro Nacional
de Cultivares (INASE) para su uso como clones comerciales.

Por otro lado, evidencia la importancia de realizar un enfoque integrado
en la toma de decisiones. El conocimiento de los materiales genéticos a plantar
es tan importante como el diagnostico previo del sitio a forestar. La
combinacién de ambos aspectos permite maximizar los beneficios de las
interacciones genotipo-ambiente. En este sentido, esta tesis aporta una serie de
metodologias de sencilla aplicacion que permitirian al productor forestal
relevar las posibles limitantes de sus lotes. Por ejemplo, mediante el muestreo y

analisis de la conductividad eléctrica del suelo superficial, se podria obtener un
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buen estimador indirecto del grado de salinizacion de la napa freatica. Este
punto es de particular relevancia en un contexto en el cual comienzan a
identificarse problemas asociados a sales en la region. Dada la larga historia
forestal de la cuenca, los lotes con sucesivos ciclos de plantacion y cosecha
pueden comenzar a evidenciar problemas de aumento en la concentracion de
sales en la napa. Esta tesis se suma a otros estudios que se han llevado adelante
desde la EEA Delta del Parana (Alvarez, 2018; Alvarez et. al., 2020), y diversas
instituciones cientificas que trabajan en el medio, para analizar este proceso
relativamente nuevo en la region.

Por ultimo, se pudo describir un gran numero de clones y obtener
indicios de su complementariedad en el uso de los recursos, como asi también
realizar una primera evaluacion de rodales clonales mixtos. Si bien es necesario
realizar mas estudios que prueben diferentes combinaciones y puedan evaluar
el desempeno a escala comercial, esta tesis es la primera aproximacion al
concepto de plantaciones clonales mixtas en el pais. La posibilidad de encontrar
complementariedad entre clones a partir de diferencias en la funcionalidad,
aunque se trate de genotipos filogenéticamente cercanos, es un dato de
relevancia tanto para las Saliciceas como para otras especies forestales. La
silvicultura clonal ha tenido grandes avances en las tltimas décadas, y permitio
que se mulpliquen vegetativamente la mayoria de las especies comerciales que
se cultivan en Argentina. El avance de la silvicultura clonal en regiones donde
histéricamente se plantaban arboles de origen seminal, puede derivar en
problematicas similares a las experimentadas en el Bajo Delta. Por lo tanto, el
enfoque de esta tesis es importante para la regién de estudio, dada su historia
de silvicultura clonal y sistemas monoclonales, y para otras regiones forestales
del pais en las que se adopte la silvicultura clonal. En este sentido, genera un
antecedente de abordaje de dicha problematica: los conceptos de ecologia
generalmente asociados a plantaciones de especies mixtas o bosques nativos se

pueden aplicar a la silvicultura tradicional de especies cultivadas.
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6.2 - LINEAMIENTOS FUTUROS

Para complementar la informacion obtenida en este estudio se
mencionan algunos lineamientos que podrian guiar nuevas investigaciones que
aporten al conocimiento sobre la ecofisiologia en alamos y sobre las

plantaciones clonales mixtas como una alternativa silvicultural.

Combinacion de clones en ensayos experimentales a campo:

e Evaluacion de diferentes combinaciones de clones de Populus spp. en
plantaciones clonales mixtas, ya que entre los diez clones evaluados en
macetas se encontraron diferencias sustanciales en el uso de la luz, el agua y
los nutrientes.

e Evaluacion de diferentes esquemas de combinacion de clones de Populus spp.
que deberia incluir tanto diferente numero de clones combinados, como
diferentes distribuciones espaciales (e.g. mezcla de clones en hileras
intercaladas, combinacion de clones por sectores con diferencias
microambientales).

e Evaluacién de la dindmica de los recursos (luz, agua y nutrientes), en rodales
mixtos en comparacion con rodales monoclonales de Populus spp., para
corroborar si las diferencias observadas en macetas se reflejan a edades
avanzadas.

e Evaluacién de indicadores de biodiversidad en rodales mixtos en
comparacion con rodales monoclonales de Populus spp., para verificar si los
diferentes microambientes generados por la combinacion de clones tienen
impacto significativo en la vegetacion del sotobosque y en los distintos

niveles tréficos asociados.

202



Tesis doctoral | Lineamientos futuros

Estreses abioticos:

e Evaluacion de diferentes niveles de sequia, salinidad e inundacién en clones
por separado y en combinacion de clones comerciales de Populus spp., ya que
la respuesta al combinar individuos con diferentes estrategias de
aclimatacion puede cambiar la disponibilidad de recursos para los vecinos.

e Evaluacién de las posibles interacciones ante la aparicion de estreses
multiples, de forma sincrénica o secuencial, en clones por separado y en
combinacién de clones, ya que los mecanismos de aclimatacion a un estrés

pueden mejorar o empeorar la tolerancia a otro estrés.

Plasticidad fenotipica y estabilidad en la produccion:

e Evaluacién a largo plazo de la relacion entre la plasticidad de variables
fisiologicas y morfoldgicas y la estabilidad en la produccion de materia seca
de clones de Populus spp., para verificar si las respuestas en las etapas
juveniles se correlacionan con las respuestas en edades avanzadas.

e Evaluacién a largo plazo de la relacidn entre la capacidad productiva de los
clones de Populus spp. y la estabilidad ante cambios en las condiciones de
crecimiento, es decir ante la ocurrencia de estreses abioticos multiples, tanto
sincrénicos como secuenciales.

e Evaluacion de la plasticidad fenotipica de variables fisioldgicas y
morfoldgicas en arboles que crecen a campo, tanto en rodales monoclonales
como en rodales mixtos de Populus spp., para identificar variables factibles
de ser incorporadas como criterios de evaluacion en los programas de

mejoramiento genético.

Respuestas de los alamos al estrés salino:
¢ Evaluacion de la dindmica del sodio en compartimentos no evaluados en este
estudio (e.g. raices gruesas, fuste principal) en diferentes clones de Populus

spp., ya que los resultados observados en los clones evaluados en este
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estudio resultan prometedores porque dan cuenta de mecanismos
diferenciales de tolerancia a la salinidad.

Evaluacion de la dindmica de otros iones, ademas del sodio, que intervienen
en el proceso de salinidad y que pueden generar dano en los tejidos de clones

de Populus spp. (e.g. cloruros).
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Tabla A.1. Resumen de las variables incluidas en el Capitulo 1 y medias en los
muestreos de verano (V) e invierno (I). Se informa el numero total de
observaciones (N); la media y desvio estandar (D.E.); el minimo (Min) y
maximo (Max); y los estadisticos F y p-valor para cada variable.

Variable Muestreo N  Media D.E. Min Max F P
DAC (mm) A% 80 13,08 1,13 10,11 16,21 4,73 0,0001
H (m) \ 80 1,63 0,21 1,20 2,09 20,41 <0,0001
IVl

\ 80 284,58 77,99 122,65 51320 7,6 <0,0001
(cm?)
PStaos (g) v 80 31,96 7,46 17,49 57,47 526 <0,0001
PShojas (g) v 80 26,77 4,23 18,79 37,42 7,37 <0,0001
PSraices finas (g) v 80 12,94 3,71 6,516 24,06 2,65 0,0107
PSaices gruesas (g) v 80 097 0,79 0 452 212 0,039
PSraices (g) v 80 13,91 3,86 7,24 25,92 2,68 0,0098
PStotar (g) \ 80 72,63 12,05 51,75 107,75 3,96  0,0004
Tamaifio medio hoja (cm?) \ 80 135,82 27,54 69,90 209,50 19,17 <0,0001
AFE (cm? g1) \ 80 152,13 11,46 124,49 186,86 2,69 0,0097
AF (cm?) \ 80 3624,08 598,01 2371,72 551819 5,36 <0,0001
Densidad estomatica (n° cm2) Vv 47 211,11 46,55 124,68 322,08 16,34 <0,0001

Conductancia estomatica (umol m-2 s) \ 371 538,35 395,25 12,10 2154,70 2,74 0,0042

kh (g cm s MPa?) \4 70 57,31 20,52 22,39 127,77 4,71  0,0001
ks (g cm1 s MPa?) v 70 7572 23,56 32,93 133,41 3,82  0,0007
kl (g cm* s1 MPa?) \4 70 0,01 0,01 0,01 0,03 6,88 <0,0001
Khoja (kg MPa1 s?) v 32 3,70E-06 1,70E-06 1,70E-06 8,90E-06 3,27 10,0131
Clorofila total (umol cm-2) v 50 20,45 6,80 515 3293 296 0,0085
Clorofila a / Clorofila b A 50 2,24 0,25 1,663 2,638 1,33 0,2515
Carotenoides (umol cm2) Vv 50 3,14 1,02 1,348 5,088 1,72  0,1157
SPAD v 49 31,12 4,79 18,7 41,3 6,79 <0,0001
EVAP v 104 2,66 1,14 0,49 6,3 0,76  0,6501
GS v 104 154,28 94,90 24 425 0,81 0,604

Asat v 104 11,38 4,68 1,5 22 1,98 0,05

CI v 104 184,65 48,25 63 311 0,96 04754
WUEi v 104 4,51 1,40 0,74 7,52 1,19 03117
R \ 55  -1,74 0,59 -3,8 -0,6 1,74 0,107
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Variable

Muestreo N  Media D.E. Min Max F P

Nhojas (%) v 80 1,99 0,22 1,69 2,53 2,69 0,0315
Phojas (ppm) \ 80 1935 434 737 2938 1,66 0,166

Contenido N hojas (g) v 80 0,47 0,08 0,31 0,72 2,29 0,0259
Contenido P hojas (g) v 80 0,05 0,01 0,02 0,08 7,34 <0,0001
Nitattos (%) v 80 0,53 0,10 0,28 0,70 1,93 0,106

Ptalios (ppm) \ 80 2221 491 1427 3388 0,96 0,527

Contenido N tallos (g) \ 80 0,17 0,05 0,06 0,35 3,96  0,0004
Contenido P tallos (g) v 80 0,07 0,02 0,03 0,13 541 <0,0001
Niaices (%) v 80 1,15 0,11 0,95 1,38 1,49 02199
Praices (ppm) \ 80 1380 185 1054 1855 1,85 01212
Contenido N raices (g) v 80 0,16 0,04 0,08 0,28 2,35 10,0221
Contenido P raices (g) v 80 0,02 0,01 0,01 0,04 2,95 0,005

CTN (g) v 80 0,80 0,13 0,55 1,28 2,09 10,0424
CTP (g) v 80 0,14 0,03 0,089 0,199 4,01 0,0004
N/P foliar v 80 5,95 0,88 4,30 8,40 7,09 <0,0001
Eficiencia N v 80 91,33 7,76 77,22 110 7,71 <0,0001
Eficiencia P \4 80 540,68 75,30 404,32 738,97 6,97 <0,0001
Consumo hidrico (kg h) \4 130 0,03 0,01 0,01 0,08 0,59 08043
Tasa Transpiratoria (kg m-2 h-) v 130 0,07 0,02 0,027 0,18 6,56 <0,0001
Consumo H20 (kg) 40 128,82 17,77 99,05 176,5 441 0,001

WUE I 40 1,30E-03 2,70E-04 8,80E-04 2,00E-03 1,29 0,281

DAC (mm) I 118 18,27 1,99 13,55 26 4,34 0,0001
H (m) I 118 2,23 0,36 1,34 3,38 25,36 <0,0001
IV (cm?3) I 118 76855 28500 246,03 2284,88 9,19 <0,0001
PStartos (g) I 116 89,68 26,70 40,70 186,90 16,80 <0,0001
PSraices finas (g) I 116 53,82 18,69 14,60 132,90 7,20 <0,0001
PSraices gruesas (g) I 116 24,32 10,70 2,50 5570 5,72 <0,0001
PSraices (8) I 116 78,14 23,40 25,70 17540 9,64 <0,0001
PStotal (g) I 116 167,82 36,32 89,30 283,90 9,76 <0,0001
kh (g cm s MPa?) I 116 46,10 26,06 513 125,64 19,68 <0,0001
ks (g cm1 s MPa) I 116 32,08 19,69 3,22 90,24 33,22 <0,0001
Nhojas (%) I 30 1,16 0,18 0,87 1,63 520 0,001

Phojas (ppm) I 30 1815 497 1033 3105 6,14 0,0004
Nitattos (%) I 30 1,11 0,20 0,73 1,66 041 09132
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Variable Muestreo N  Media D.E. Min Max F P

Ptattos (ppm) I 30 1377 490 1007 3078 2,32 00562
Contenido N tallos (g) I 116 1,01 0,39 0,34 2,56 18,32 <0,0001
Contenido P tallos (g) I 116 0,13 0,07 0,04 0,41 21,25 <0,0001
Niraices (%) I 30 1,03 0,16 0,79 1,41 4,29  0,0032
Praices (ppm) I 30 1529 344 1011 2554 2,87 10,0236
Contenido N raices (g) I 115 0,79 0,20 0,33 1,52 2,75  0,0064
Contenido P raices (g) I 115 0,12 0,05 0,03 0,29 11,49 <0,0001
CTN (g) I 116 1,79 0,45 0,90 3,49 9,60 <0,0001
CTP (g) I 116 0,25 0,09 0,13 0,61 19,62 <0,0001
Eficiencia N I 116 95,31 13,46 74,77 183,39 3,72  0,0004
Eficiencia P I 116 714,11 131,42 374,22 952,66 18,53 <0,0001
DAF (cm? dia) 10 81,84 13,67 58,68 107,53 - -

Dias con hojas 117 271,44 9,98 222 289 33,77 <0,0001
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Tabla A.2. Valores medios de conductividad hidraulica (kh, g cm s MPa!), conductividad hidraulica especifica (ks, g cm™ s MPa)
y conductividad hidraulica foliar especifica (kl, g cm™* s MPa?) del tallo, para los 10 clones de dlamo evaluados. Las variables kh y
ks fueron medidas en verano e invierno; la variable kl fue estimada para el muestreo de verano. Los valores entre paréntesis
corresponden al desvio estandar. Las letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05) entre clones para un mismo
muestreo. En negrita se destacan diferencias significativas entre muestreos para un mismo clon.

Clon Muestreo A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F p
44,0 56,7 60,5 62,6 37,9 73,0 57,9 53,4 41,4 82,6
verano (£8,6) (£19,7)  (x19,2) (x13,4) (#9,4) (£18,3) (14,00 (x11,8) (+8,8) (#31,1) 471 0,0001
Kh ab abc abc abc a bc abc abc a C
27,2 35,6 55,0 45,0 26,4 70,8 59,8 31,8 20,2 86,3
invierno (£10,3) (£19,5)  (#15,5) (£18,9) (x12,2) (¥24,3) (x17,8) (x11,6) (£7,4) (£20,5) 19,68 <0,0001
ab abc cde bcd ab ef de ab a f
F 13,13 5,14 0,47 5,18 4,44 0,04 0,06 14,62 28,08 0,10
0,0021 0,0367  0,5029 0,0353 0,0513 0,8396 0,8172 0,0015 0,0001 0,7574
50,0 78,0 81,9 93,7 59,4 87,9 81,4 71,6 58,5 89,8
verano (#9,8) (£16,5) (¥24,2) (#183) (19,90 (£19,3) (¥25,6) (¢16,9) (£15,1) (¥28,5) 3,82 10,0007
ks a ab ab b ab b ab ab ab b
14,4 21,8 36,0 28,2 20,1 51,3 46,9 21,1 13,1 66,2
invierno (x6,4) (£12,6) (29,0) (£12,7) (+8,8) (x14,3)  (£10,1) (£7,8) (£5,6) (£13,3) 33,22 <0,0001
ab ab cd bc ab e de ab a f
F 92,29 70,31 35,90 90,07 33,49 21,31 17,79 75,01 82,43 6,17
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0003 0,0006 <0,0001 <0,0001 0,0237

0,0098 0,0155 0,0166 0,0174 0,0095 0,0163 0,0156 0,0115 0,0108 0,0204
kl verano (#0,0011) (%0,0029) (+0,0043) (+0,0044) (+0,0014) (+0,0034) (+0,0051) (+0,0021) (x0,0024) (+0,0058) 6,88 <0,0001
ab abcde cde de a bede abcde abed abc e
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Tabla A.3. Concentraciones medias de nitrogeno en hojas, tallos y raices, para los 10 clones evaluados, en ambos muestreos. Los

valores entre paréntesis corresponden al desvio estandar. Las letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05) entre clones

para un mismo muestreo. En negrita se destacan diferencias significativas (p <0,05) entre muestreos para un mismo clon.

Concentracion de N en las hojas (%)

A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F p
1,73 2,05 2,23 2,14 1,78 1,90 1,93 1,80 2,31 1,89
Verano #0,07)c  (+016)abc (¢0,11)ab  (:012)abc  (:0,06)c  (:0,12)abc  (:020)abc  (:007)bc  (¢021)a  (:014)abc >/ 00008
Invierno 1,30 1,47 1,13 1,15 1,00 1,05 1,04 1,04 1,34 1,08 520  0,0010
v #011)ab  (:021)b  (:0,09)ab  (x0,07)ab  (:0,04)a (£0,05) a (£0,05) a *013)a  (+0,12)ab (0,19 a
F 24,78 14,56 184,05 143,69 325,79 134,54 52,94 77,85 47,19 37,36
p 0,0156 0,0189 0,0002 0,0003 0,0001 0,0003 0,0019 0,0009 0,0024 0,0036
Concentracion de N en el tallo (%)
A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F p
0,57 0,55 0,57 0,69 0,52 0,50 0,47 0,49 0,49 0,46 L 01060
Verano (£0,02) (£0,06) (£0,07) (£0,01) (£0,21) (x0,10) (£0,02) (£0,06) (£0,05) (£0,02) ' ’
1,25 1,14 1,06 1,18 1,05 1,05 1,04 1,24 1,09 1,05 041 09132
Invierno (0,16) (0,19) (0,12) (£0,34) (£0,04) (x0,10) (£0,23) (+0,37) (+0,05) (£0,28)
F 53,96 25,57 38,8 6,13 18,34 47,41 18,29 12,41 241,61 13,02
p 0,0018 0,0072 0,0034 0,0686 0,0128 0,0023 0,0129 0,0244 0,0001 0,0226
Concentracion de N en las raices (%)
A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F p
1,09 1,14 1,18 1,11 1,23 1,06 1,29 1,12 1,19 1,17
V 4 7 s s 7 7 7 7 7 7 1,49 0’2199
erano (0,13) (£0,09) (£0,06) (£0,05) (£0,01) (£0,09) (£0,09) (£0,08) (0,11) (0,16)
0,98 1,28 1,08 0,87 1,01 1,03 0,91 0,91 1,02 1,21 429 00032
Invierno  (:0,05)abc  (x0,14)c  (:0,18)abc  (:0,01)a  (x0,13)abc  (x0,10)abc  (:0,03)ab  (x0,10)ab  (:0,14)abc  (+0,11) bc ’
F 2,14 2,04 0,77 74,00 8,35 0,07 56,17 8,61 2,85 0,16
p 0,2173 0,2268 0,4295 0,001 0,0446 0,7993 0,0017 0,027 0,1665 0,7096
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Tabla A.4. Concentraciones medias de fésforo en hojas, tallos y raices, para los 10 clones evaluados, en ambos momentos de
muestreos. Los valores entre paréntesis corresponden al desvio estandar. Las letras distintas indican diferencias significativas (p
<0,05) entre clones para un mismo muestreo. En negrita se destacan diferencias significativas (p <0,05) entre muestreos para un
mismo clon.

Concentracion de P en las hojas (ppm)

A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F p
Veran 1892 2176 1863 1838 2118 1659 1689 2240 2438 1876 Le6 01660
erano 117) (+475) (*183) (+196) (*412) (*109) (*162) (*221) (+469) (x401) / '
v 1554 1832 1797 1641 1335 2354 1677 1195 2588 2177 614 0,000
vierno (+214)abc  (+274)abed  (+183)abed  (3219)abc  (:43)ab  (+651)cd  (:245)abc  (¥212)a (*225)d  (+410) bed
F 5,77 1,18 0,19 0,40 10,74 3,33 0,0049 34,95 0,25 0,82
p 0,0742 0,3391 0,6838 0,563 0,0306 0,1422 0,9474 0,0041 0,6449 04153
Concentracion de fésforo en el tallo (ppm)
A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F p
Veran 2087 2608 2326 2045 1864 2252 2497 1867 2535 2074 097 05270
erano (+383) (+360) (£949) (255) (*201) (+282) (+489) (140) (+447) (+159) ’ '
Invierno 1617 1345 1170 1174 1074 1185 1120 1941 2050 1099 23 0056
vie (£224) (310) (*121) (163) (+47) (*156) (*193) (*1027) (+626) (+78) ’ '
F 3,37 21,26 4,38 24,73 44,12 5,31 20,63 0,02 1,19 91,02
p 0,1405 0,0099 0,1046 0,0076 0,0027 0,0825 0,0105 0,9077 0,3367 0,0007
Concentracion de fésforo en las raices (ppm)
A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F p
Verano 1254 1280 1413 1451 1442 1361 1476 1235 1646 1268 L 01D
eran (+138) (55) (*274) (+41) (+43) (£200) (*183) («161) (248) (92) ’ g
Invierno 1545 1426 1261 1691 1549 1304 1294 1432 2172 1613 2,87 0,0236
(#337)ab  (+208)ab  (+273)a  (£293)ab  (+231)ab  (+147)a (#295)a  (+274)ab  (+334)b  (+286)ab
F 1,92 1,38 0,47 1,97 0,62 0,16 0,82 1,15 438 3,94
p 0,2382 0,3049 0,5325 0,2332 04737 0,7102 0,4156 0,3439 0,0937 0,1180
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Tabla A.5. Valores promedios de PStota, PShojas, PStaito y PSraices para cada uno de
los tratamientos al final del ensayo considerando los 10 clones juntos. Los
valores entre paréntesis corresponden al desvio estandar. Letras distintas

indican diferencias significativas entre tratamientos de un mismo ensayo. Se
informa el valor del estadistico F para los factores clon, tratamiento (trat) y la

interaccion entre ambos (clon*trat). * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

Tratamientos PStota (8) PShojas () PSuio (g) PSraices ()
Control 113,97 ¢ 38,03 65,25 6,95 ab
(+29,76) (+8,74) (+19,23) (¢4,33)
Salinidad 97,17 b 32,21 54,46 5,25 a
(+21,17) (29,63) (+17,89) (23,52)
Sequia 73,68 a 26,94 38,11 8,00 b
(+17,83) (26,27) (+11,04) (+4,46)
F
clon 3,627 4,38*** 24,68** 1,72
trat 40,86** 33,25%* 121,79%*** 6,36**
clon*trat 1,010 2,02%* 2,27%* 1,59
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Tabla A.6. Analisis de la varianza para la variable altura total (cm) al final del

ensayo (dia 90).
E.V. SC gl CM F  p-valor
Modelo 334188,53 29 11523,74 36,65 <0,0001
Clon 185444,72 9  20604,97 65,52 <0,0001
Tratamiento 138025,68 2  69012,84 219,5 <0,0001
Clon*Tratamiento 9630,84 18 535,05 1,7 0,0389
Error 83963,4 267 314,47
Total 418151,93 296

242



Tesis Doctoral | Anexo

Tabla A.7. Analisis de la varianza y comparacion de medias (test de Tukey)
para el cociente entre la altura final y altura inicial.

E.V. SC gl CM F
Modelo 98,3 29 3,39 7,09
Clon 41,79 9 464 9,71
Tratamiento 48,75 2 2437 50,98
Clon*Tratamiento 7,95 18 0,44 0,92
Error 128,61 269 0,48

Total 226,91 298

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,56708

Error: 0,4781 gl: 269

Clon Medias n  E.E.

NAN 3,5 30 0,13 A
PYT 3,49 30 0,13 A
GUA 3,35 30 0,13 A
HOV 3,15 30 0,13 AB
NAC 309 29 013 AB
CAR 3,02 30 0,13 AB
PAY 3 30 0,13 ABC
A129 2,68 30 0,13 BCD
R22 2,44 30 0,13 CD
TRI 2,42 30 0,13 D
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,22991

Error: 0,4781 gl: 269

Tratamiento Medias n  E.E.

Control 3,57 99 0,07 A
Salinidad 2,86 100 0,07

Sequia 2,61 100 0,07 C
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Tabla A.8. Anadlisis de la varianza para la variable conductancia estomatica
(mmol m? s!) del dia 48 desde el comienzo de los estreses por salinidad y
sequia (tltima medicion).

E.V. SC gl CM F  p-valor
Modelo. 6934737,96 29  239128,9 4,3  <0,0001
Clon 480883,46 9 53431,5 096 04811
Tratamiento 5913347,77 2 2956673,89 53,16 <0,0001

Clon*Tratamiento ~ 540506,74 18  30028,15 0,54 09264
Error 3336954,27 60 556159
Total 10271692,24 89
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Tabla A.9. Valores promedios de conductividad hidrdulica del tallo (kh) segiin clon y tratamiento. Los ntimeros entre
paréntesis corresponden al desvio estandar. Las letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05) entre clones y/o

tratamientos. Se informa el valor del estadistico F para los factores clon, tratamiento (trat) y la interaccion entre ambos
(clon*trat). * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

Tratamiento A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F

Control 71,74 109,79 80,40 106,58 67,78 64,87 61,26 7717 45,14 113,01 clon
79,77 b (£26,23) (¥26,74) (£37,15) (x40,42) (+40,65) (+7,87) (£32,13) (+28,54) (£7,81) (¥25,77) 6,68***

Salinidad 71,23 103,65 91,55 114,04 53,11 62,25 62,82 89,29 68,77 104,60 trat
8213 b (£16,04) (£17,68) (+44,68) (£39,03) (¥24,57) (+22,78) (+18,82) (+16,84) (£9,20) (+44,73) 64,927
Sequia 26,55 24 57 46,77 33,30 5,45 30,85 33,70 41,63 5,36 47,89 clon*trat
28 66 (#11,22)  (£19,13) (x22,83) (+24,23) (3,31) (¥20,66) (£17,46) (+14,77) (¥4,54) (£23,01) 101

abc cd bed d ab abc abc abcd a d
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Tabla A.10. Valores promedios de conductividad hidraulica especifica del tallo (ks) segin clon y tratamiento. Los nimeros
entre paréntesis corresponden al desvio estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05) entre clones y/o

tratamientos. Se informa el valor del estadistico F para los factores clon, tratamiento (trat) y la interaccion entre ambos
(clon*trat). * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

Tratamiento  A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F

Control 51,05 80,86 56,29 85,27 57,53 87,35 71,24 85,46 50,02 98,29

clon
72,34 b (£20,64) (£14,30) (£21,52) (+24,38) (+33,30) (49,04) (£36,31) (+38,64) (x12,15) (£32,72)
7, H5¥**
Salinidad 61,43 94,69 69,30 130,21 74,12 68,67 79,36 107,95 64,37 83,90
trat
+ + 4 + + + + + + +
83,40 b (+14,68) (£24,88) (+33,04) (x41,64) (+18,95) (x£11,86) (£10,02) (+17,68) (£8,39) (£29,00)
42 86***
Sequia 17,85 25,49 46,94 4413 7,42 55,09 54,78 66,86 9,34 66,34
clon*trat
394 4 (£10,59) (¥19,26) (x21,17) (£31,34) (#4,88) (¥23,17) (£28,29) (x17,53) (£7,47) (£3571)
' 1,53

ab abcd abc d ab bed abcd d a cd
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Tabla A.11. Concentracidn de carotenoides (pg cm?) en las hojas al momento del muestreo final. Letras distintas indican diferencias

significativas (p <0,05) entre clones y/o tratamientos. Se informa el valor del estadistico F para los factores clon, tratamiento (trat) y
la interaccién entre ambos (clon*trat). * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

Tratamiento

A129

CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F
Control 6,86 7,16 6,76 6,37 5,68 711 6,33 5,32 734 8,22
clon
6,72 a (+0,74)  (20,76)  (20,22)  (0,10)  (£0,10)  (0,80)  (x0,34)  (£0,62)  (x0,06)  («0,45)
4/ 86F**
Salinidad 8,51 9,47 8,80 8,91 7,24 7,64 7,43 7,70 8,80 9,07 oot
836 b (+043) (F121)  (2055)  (20,82)  (x032) (x078)  (+1,05 (20,18)  (x058)  (1,31)
27,31%%*
7,98 8,88 8,70 9,35 7,70 7 46 7,30 8,40 8,03 10,11
Sequia clon*trat
(£1,08)  (0,41)  (¥2,06)  (£1,92)  (¢0,59)  (+0,53)  (£1,74)  (+0,84)  (x1,34)  (z1,81)
8,39 b 0,84
abc bc abc abc a ab ab ab abc C
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Tabla A.12. Valores de ETRioo (umol m?2 s ) (PAR = 100 pmol m? s) y ETRmax
(umol m? s ) (PAR saturante = 2000 umol m? s') para cada uno de los clones y
tratamientos del Capitulo 2. Se informan los parametros (yo, a), el R? y p del
modelo ETR = yo+ a In(PAR).

Clon Tratamiento Yo a R? p ETRi0  ETRmix
Control -162,53 49,01 0,84 0,0002 63,16 209,97
A129 Salinidad -63,52 23,73 094  <0,0001 4574 116,82
Sequia -156,63 47,99 0,77 0,0004 64,39 208,16
Control -183,76 55,64 0,80 0,0005 72,46 239,13
CAR Salinidad -72,44 26,77 094  <0,0001 50,83 131,01
Sequia -323,83 89,05 0,70 0,0013 86,25 353,02
Control -131,79 40,67 0,69 0,003 55,50 177,33
GUA Salinidad ~ -167,22 50,15 0,69 0,0015 63,72 213,95
Sequia -213,70 61,66 0,79 0,0005 70,26 254,98
Control -112,46 38,34 0,82 0,0003 64,09 178,95
HOV Salinidad -73,91 24,67 0,63 0,0058 39,68 113,58
Sequia -316,61 86,55 0,70 0,0007 81,96 341,24
Control -166,75 48,96 0,66 0,0024 58,73 205,40
NAN Salinidad ~ -21561 53,60 0,63 0,0036 31,21 191,77
Sequia -236,67 66,41 0,87  <0,0001 69,15 268,09
Control -167,44 49,18 0,72 0,0004 59,02 206,34
NAC Salinidad ~ -155,42 44,03 0,80 0,0002 47,32 179,21
Sequia -210,01 59,59 0,87  <0,0001 64,42 242,94
Control -235,10 64,72 0,65 0,0029 62,94 256,82
PAY Salinidad ~ -354,51 89,18 0,75 0,0006 56,18 323,34
Sequia -221,79 68,06 0,71 0,0011 91,64 295,52
Control -201,14 58,82 0,65 0,0046 69,74 245,95
PYT Salinidad ~ -160,84 46,93 0,61 0,0126 55,28 195,87
Sequia -242,72 64,78 0,55 0,0086 55,62 249,70
Control -164,02 48,90 0,78 0,0001 61,19 207,69
R22 Salinidad ~ -219,06 59,08 0,61 0,0044 53,01 229,99
Sequia -190,22 55,70 0,79 0,0003 66,30 233,17
Control -160,60 48,97 0,80  <0,0001 64,93 211,63
TRI Salinidad -7944 27,04 0,61 0,0127 45,08 126,08
Sequia -172,77 50,49 0,87  <0,0001 59,75 211,01
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Tabla A.13. Andlisis de la varianza y comparacion de medias para la variable
altura total (cm) al final del ensayo (dia 35 de estrés). Los ntimeros entre
paréntesis corresponden al desvio estandar.

E.V. SC gl CM F  p-valor
Modelo 45409,44 19 2389,97 17,87 <0,0001
Clon 38167,17 9  4240,8 31,71 <0,0001
Tratamiento 6497 1 6497 48,58 <0,0001
Clon*Tratamiento 1056,93 9 117,44 0,88 0,546
Error 23403,82 175 133,74

Total 68813,26 194

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=11,75811

Error: 133,7361 gl: 175

Clon Altura (cm)

PYT 96,85 (£14,25) A
HOV 105,55 (+10,52) AB
NAN 108,30 (£7,88) ABC
NAC 112,05 (¥12,76) BCD
PAY 118,70 (+11,61) CDE
R22 120,10 (#23,01) DE
TRI 129,73 (£9,84) EF
CAR 132,65 (£9,75) FG
A129 136,17 (12,85) FG
GUA 141,55 (£12,77) G
Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,25059

Error: 133,7361 gl: 175

Tratamiento Altura (cm)
Inundacion 114,38 (£20,14) A
Control 125,95 (+15,54) B
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Tabla A.14. Anadlisis de la varianza y comparacion de medias (test de Tukey)
para el cociente entre la altura final y altura inicial.

F.V. SC gl CM F
Modelo 11,54 19 0,61 7,33

Clon 4,67 9 0,52 6,26
Tratamiento 3,63 1 3,63 43,74
Clon*Tratamiento 3,62 9 0,4 4,85

Error 14,51 175 0,08

Total 26,05 194

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=0,46426

Error: 0,0829 gl: 175

Clon Tratamiento Medias n E.E.

CAR C 1,80 10 0,09 A
HOV I 1,82 10 0,09 A
TRI C 1,86 9 0,1 A
R22 I 1,86 9 0,1 A
CAR I 1,89 10 0,09 AB
A129 I 1,89 10 0,09 AB
PAY I 1,90 10 0,09 AB
TRI I 1,90 10 0,09 AB
NAC I 1,92 10 0,09 AB
NAN I 1,96 10 0,09 AB
PYT I 1,96 10 0,09 AB
A129 C 2,00 9 0,1 AB
HOV C 2,02 10 0,09 AB
GUA I 2,04 10 0,09 AB
PAY C 2,09 10 0,09 AB
NAC C 2,2 10 0,09 ABC
NAN C 2,21 10 0,09 ABC
GUA C 2,33 10 0,09 BCD
PYT C 2,62 10 0,09 CD
R22 C 2,74 8 0,1 D
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Tabla A.15. Andlisis de la varianza para la variable conductancia estomatica
(mmol m? ss) del dia 24 desde el comienzo del estrés por inundacion (altima
medicion).

E.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 381509043 19 200794,23 12,11 <0,0001
Clon 515759,74 9 57306,64 3,46 0,003
Tratamiento 2818206,42 1 2818206,42 169,91 <0,0001

Clon*Tratamiento  520699,05 9  57855,45 3,49 0,0028
Error 680039,76 41  16586,34
Total 4495130,19 60
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Tabla A.16. Valores promedios de conductividad hidrdulica del tallo (kh) y conductividad hidraulica especifica del tallo (ks) segiin clon y
tratamiento. Los nimeros entre paréntesis corresponden al desvio estandar. Las letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05) entre

clones y/o tratamientos. Se informa el valor del estadistico F para los factores clon, tratamiento (trat) y la interaccion entre ambos (clon*trat). * p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

kh A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F
Control 25,26 31,29 36,46 36,21 26,22 25,33 34,24 32,25 20,22 29,70 clon
1,52
29,72 b (#9,79) (¢16,91) (£17,41) (£10,42) (£16,88) (+10,11) (+13,64) (+11,83) (£9,50) (6,50)
trat
45 50***

Inundacién 26,55 1602 1824 1750 861 1619 1433 1272 936 17,04
1566a  (x11,22) (£10,69) (£10,31) (¢6,78) (£3,20) (¢4,49) (+598) (+7,81) (+563) (¢8,94) clon*trat

0,98
ks A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI F
Control 39,62 45,11 52,88 72,84 57,37 50,61 72,14 60,18 45,87 48,43 clon
1,23
54,51 b (£17,53) (£28,30) (£25,63) (+29,06) (+36,06) (+20,06) (+26,14) (+22,74) (+21,16) (+13,03)
trat
23,52%**

Inundacion 49,27 22,22 28,95 42,09 20,69 47,45 32,90 35,97 30,70 36,93

3472a  (£1520) (211,69) (¢11,07) (+13,95) (9,10) (+11,88) (x14,26) («18,55) (£19,81) (+26,25) clon*trat
1,37
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Tabla A.17. Valores de ETRiw (umol m? s?) (PAR = 100 pmol m? s) y
ETRmix (umol m? s') (PAR saturante = 2000 pumol m? s?) para cada uno
de los clones y tratamientos del Capitulo 3. Se informan los paradmetros
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(yo, a), el R? y valor p del modelo ETR = yo+ a In(PAR).

Clon Tratamiento Yo a R? p ETR10 ETRmax

Control -226,74 5549 0,85 0,0001 28,82 195,06
A129

Inundacién  -338,68 74,39 0,76 0,0023 3,88 226,72

Control -238,01 5820 0,91 <0,0001 30,02 204,38
CAR

Inundaciéon  -176,75 44,06 0,85 <0,0001 26,17 158,17

Control -23592 57,93 091 <0,0001 30,84 204,37
GUA

Inundaciéon  -219,84 53,33 (0,81 <0,0001 25,78 185,55

Control -190,87 51,57 0,79 0,0029 46,62 201,11
HOV

Inundacién  -205,79 50,25 0,77 <0,0001 25,63 176,18

Control -267,37 61,13 0,67 0,0039 14,15 197,29
NAN

Inundacion ~ -96,76 30,92 0,92 <0,0001 45,65 138,29
. Control -263,82 63,38 0,97 <0,0001 28,06 217,94
NAC

Inundacion  -677,27 139,76 0,89 0,0007 27,85 385,06

Control -139,21 41,32 0,72 0,002 51,09 174,88
PAY

Inundaciéon  -223,83 52,97 0,90 <0,0001 20,10 178,78

Control -364,49 79,81 0,92 <0,0001 3,03 242,11
PYT

Inundaciéon  -146,42 38,83 0,79 0,0001 32,39 148,71

Control -253,96 61,81 0,80 0,00056 30,71 215,89
R22

Inundacién  -215,56 52,18 0,77 0,0004 24,72 181,04

Control -411,81 91,12 0,99 <0,0001 7,80 280,75
TRI

Inundacién  -145,80 41,71 0,87 <0,0001 46,29 171,25
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Tabla A.18. Autovectores obtenidos a partir de los Analisis de Componentes
Principales realizados en los capitulos 2 y 3. Se identifican como E1 y E2 a los
autovectores de los ejes 1 (CP1) y 2 (CP2) respectivamente.

Salinidad Sequia Inundacion

Variable E1l E2 E1 E2 El E2

H 0,47 0,04 0,42 0,26 0,44 -0,28
DAC 0,46 0,03 0,18 0,50 0,45 -0,15
MShojas 0,41 -0,11 041 -0,27 0,44 -0,05
MStallo 0,17 0,60 0,40 -0,19 -0,15 -0,42
MSraices 0,45 0,08 0,46 0,19 0,41 -0,34
Ks -0,21 0,14 0,36 -0,18 -0,26 -0,40
SPAD -0,26 -0,26 -0,32 0,10 0,30 0,27
ETR 0,20 -0,53 -0,09 0,51 -0,25 -0,30
gs -0,12 0,51 -0,10 -0,49 0,04 0,53

Tabla A.19. Valores de p y R? de las regresiones lineales reportadas en el
apartado 4.3 del Capitulo 4.

IMSiotal IMSio
Clon

bi p R? bi p R?
A129 1,39 0,02 0,78 1,47 <0,0001 0,99
CAR 0,65 0,16 0,43 0,98 0,025 0,76
GUA 0,95 0,05 0,65 1,19 0,005 0,89
HOV 0,93 0,02 0,80 1,01 0,001 0,94
NAN 1,19 0,01 0,85 0,99 0,005 0,89
NAC 1.00 0,05 0,67 0,71 0,039 0,70
PAY 0,70 0,01 0,85 0,70 0,002 0,93
PYT 0,81 0,05 0,64 0,66 0,009 0,84
R22 1,27 0,03 0,73 1,28 0,008 0,86
TRI 1,10 0,01 0,81 1,01 0,004 0,90
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Tabla A.20. Indices plasticidad RDPIs de los 10 clones para las variables IPStwota, IPStato, IPShojas, IPSraices, AF, AFE, kh, ks, Knoja, ETRma,
RTR, IE, ICD y SPAD. Letras distintas indican diferencias significativas (p <0,05) entre clones en la plasticidad fenotipica de una

variable.
RDPIs

Variable A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI p

AF 0,14 0,11 0,13 0,13 0,11 0,17 0,10 0,12 0,18 0,12 0,13
AFE 0,07 0,08 0,05 0,08 0,06 0,08 0,07 0,05 0,07 0,07 0,23
RTR 0,21 0,20 0,17 0,23 0,19 0,19 0,17 0,18 0,22 0,24 0,83
IE 0,05 ab 0,07 ab 0,04 ab 0,05 ab 0,06 ab 0,04 ab 0,04 ab 0,08 b 0,06 ab 0,03 a 0,02
ICD 0,18 ab 0,09 a 0,18 ab 0,13 ab 0,14 ab 0,16 ab 0,12 ab 0,11 ab 021 b 0,15 ab 0,03
kh 0,33 0,42 0,33 0,40 0,50 0,34 0,30 0,37 0,50 0,40 0,15
ks 0,22 ab 0,34 ab 0,21 ab 0,26 ab 0,40 b 0,16 a 0,18 ab 0,21 ab 0,34 ab 0,22 ab 0,01
Khoja 0,31 0,29 0,39 0,23 0,26 0,26 0,30 0,36 0,24 0,25 0,45
ZSmax 0,26 0,35 0,24 0,26 0,29 0,38 0,22 0,23 0,25 0,20 0,49
ETRmax 0,06 a 0,15 ab 0,13 ab 0,11 ab 0,16 ab 0,10 ab 0,18 b 0,15 ab 0,10 ab 0,11 ab 0,03
SPAD 0,04 ab 0,05 ab 0,03 a 0,07 ab 0,09 b 0,05 ab 0,06 ab 0,07 ab 0,06 ab 0,07 ab 0,02
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Tabla A.21. Indices de plasticidad PIv de los 10 clones para las variables IPStota, IPStatio, IPShojas, IPSraices, AF, AFE, kh, ks, Knoja, ETRma,
RTR, IE, ICD y SPAD. Para cada variable, se senalan los valores maximos y minimos de PIv en negrita y subrayado,

respectivamente.
Plv
Variable A129 CAR GUA HOV NAN NAC PAY PYT R22 TRI
AF 45 39 40 45 41 56 39 44 57 46
AFE 24 31 21 34 22 31 30 17 28 29
RTR 59 54 47 61 55 53 51 51 60 63
IE 22 28 18 21 26 18 21 30 24 16
ICD 56 36 51 48 52 51 43 43 62 45
kh 76 85 80 85 92 78 77 86 92 85
ks 71 77 65 68 90 46 60 67 86 62
Khoja 81 77 86 67 68 74 82 89 76 70
gSmax 75 89 75 79 81 93 71 68 73 70
ETRmax 25 54 45 43 61 32 57 51 42 45
SPAD 17 20 15 24 32 18 22 27 24 26
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Tabla A.22. Autovectores obtenidos a partir del Andlisis de Componentes
Principales realizado en el Capitulo 4. Se identifican como E1 y E2 a los
autovectores de los ejes 1 (CP1) y 2 (CP2) respectivamente.

Variable E1 E2

IMS:taio (bi) -0,40 0,26
AF -0,43 0,06
Ks 0,12 0,60
ETRmax 0,50 -0,06
RTR -0,20 0,46
IE 0,26 0,36
ICD -0,48 0,05
SPAD 0,24 0,47
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Tabla A.23. Metodologia empleada por el Laboratorio de Calidad de Alimentos, Suelo y Agua para el andlisis de suelo del
horizonte superficial. Se indican las propiedades medidas y la abreviatura correspondiente.

Propiedad Unidad Método empleado

Textura Pipeta de Robinson

PH (pHsuelo) Potenciométrico, Agua 1:2,5- SSSI

Conductividad eléctrica (CEsuelo) dS m! Conductimétrico, Agua 1:2,5

Carbono organico total (C) g kgt Combustion hiimeda (Walkley y Black, 1934)

Nitrogeno Kjeldahl (N) g kg Digestion acida

Fésforo extractable (Pe) mg kg Colorimétrico pH< 7,6 (Norma IRAM-SAGyP 29570-1); pH > 7,6 Olsen
Calcio intercambiable (Ca) cmol kg Volumetria complejimétrica (Schollenberger y Simon, 1945)

Magnesio intercambiable (Mg) cmol kg1 Volumetria complejimétrica (Schollenberger y Simon, 1945)

Potasio intercambiable (K) cmol kg Fotometria de llama (Schollenberger y Simon, 1945)

Sodio intercambiable (Na) cmol kg Fotometria de llama (Schollenberger y Simon, 1945)

Capacidad intercambio catiénico (CIC) cmol kg Saturacion de amonio (Schollenberger y Simon, 1945)

Foésforo total (PT) mg kg1 Digestion acida y colorimetria del acido ascorbico (Sommers y Nelson, 1972)
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Tabla A.24. Andlisis de suelo completo del horizonte superficial para cada una de las parcelas del ensayo. Se indica el valor
obtenido y la categoria asignada segtin corresponda.

CE C N Pe Ca Mg K Na CIC PT

Parcela Textura PH 4sm1) (gkg) (gkg?) (mgkg?) (cmolkg?) (cmolkg?) (cmol kg (cmolkg?) (cmolkg?) (mg kg?)

Al129a arcilloso 44 1,4 58,8 53 58 10,3 10,3 0,6 5,0 449 876
A129 franco arcillo limoso 4,4 0,7 36,3 3,3 51 6,7 6,7 0,2 0,9 30,8 571
A129c¢ arcillo limoso 4,6 0,9 53,5 4,1 13,2 10,3 7,5 0,6 1,2 37,8 856
HOVd franco arcillo limoso 4,2 0,9 36,6 3,5 3,6 9,1 5,2 0,3 1,1 31,6 724
HOVe franco arcillo limoso 4,6 0,7 38,2 3,9 6,3 8,7 6,7 0,3 0,8 34 567
HOV{ arcillo limoso 4,8 0,8 52,7 44 11,7 10,7 7,5 0,8 0,9 30,9 734
MIXTAg franco arcillo limoso 4,0 1,4 45,8 3,9 6,7 8,7 7,5 0,3 1,2 31,1 772
MIXTAh franco arcillo limoso 4,3 1,1 35,9 3,3 8,3 8,3 5,9 0,5 1,4 28 649
MIXTAi1 arcillo limoso 49 0,5 45,8 3,9 18,3 8,7 8,7 0,4 0,8 30,5 572
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Tabla A.25. Porcentajes de recoleccion de area foliar (m? ha') en cada fecha
respecto de la totalidad recolectada al final del otofio de 2021.

Caida de hojas (%)

Parcela Marzo Abril Mayo Junio Total
A129a 81 13 6 0 100
A129b 26 5 28 41 100
A129c 49 0 51 0 100
HOVd 38 28 19 14 100
HOVe 9 7 21 64 100
HOV{ 9 7 21 64 100
MIXTAg 81 6 13 0 100
MIXTAh 11 3 8 78 100
MIXTAIi 46 + 23 27 100
[a] S —

00:00:00 00:00:00 00:00:00 00:00:00 00:00:00 00:00:00 00:00:00
312/2018 10/12/2018 17/12/2018 24/12/2018 31/12/2018 7/1/2019 14712019

= y=-3571n(x) + 19,57
&£ R2=0,99

BowoB

T T T T T T
0 02 04 06 08 1 12 14
Presion (MPa)

Figura A.1. a) Contenido volumétrico de agua a lo largo del tiempo en el suelo
de las macetas de los tratamientos control (azul) y sequia (rojo) del Capitulo 2.
Ademas, se informan las precipitaciones ocurridas durante el ensayo (barras
grises). b) Curva de retencion de humedad del suelo utilizado en el ensayo del
Capitulo 2 (Capacidad de campo: 32,4% - Punto de marchitez permanente:
17,4%).
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MIXTAi

HOVt

Al129¢

MIXTAg

MIXTAR

HOVb

Al129b

HOVd

Al29a

r T T T d

0,00 2,17 4,35 6,52 8,69

Figura A.2. Andlisis de conglomerados. Se agrupan las 9 parcelas del ensayo a
partir de los datos del analisis completo y textura del suelo, y de la CE (dS m™)
y pH promedios de la fredtica durante la temporada de crecimiento 2020-2021.
Correlacion cofenética = 0,93.

N, 2 T
“,hin “.‘\- ".'

Figura A.3. A) Perfil de suelo tipico de los albardones del Bajo Delta del Rio
Parand. B) Barreno empleado para la recoleccion de muestras de suelo
superficial (18 cm de longitud).
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CE,apa media (dS m™) CE,.pa maxima (dS m™)
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v
g 10 *
B »
< 8 . .
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. ¢ ¢
41 a b
14 { ® HOVIR =036-p=02 @ HOVIR*=0,03-p=075
@ A129-1256-6,60*CE IR =073-p=003 @ A129IR'=006-p=064
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o
E 101 N o .
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2
z % .
E
6 }
4
c d
T T T T T T
05 1,0 1,5 0,5 1,0 1,5
¢ -1 - -1
CE,, ., media (dS m™) CE,,.;, maxima (dS m™)

Figura A.4. Regresiones lineales entre la altura total (m) de cada clon en
parcelas monoclonales y mixtas, y la CEnapa (dS m™) promedio de la fredtica (a);
la CEnapa maxima registrada en la fredtica (b); la CEsuelo promedio del perfil de
suelo hasta 3 metros (d) y la CEsuelo maxima del perfil de suelo hasta 3 metros.
Todos los valores de CEnapa corresponden al periodo 2020-2021. Los valores de
altura corresponden al promedio de las 5 plantas de mediciones intensivas (PI)
de cada clon en ambos tipos de parcela, en agosto de 2021. Los corchetes en
cada punto representan el desvio estandar. Las parcelas mixtas se sefialan con
un asterisco rojo. Se reporta el R? el valor p y, en caso de ser significativo (p
<0,05), el modelo de regresion para cada caso.
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. -1 £ -1
CEnapa media (dS m™) CE, ,p, Maxima (dS m™)
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
181 @ HOVIR*=051-p=011 @® HOV I R*=0,60-p=007
16 1 @ AlS| R*=035-p=022 ® A1 IR =051-p=011
14 1
i .* *
= ]
o 12
[
< 10 - #
o * *
8 4
41 a b
18 1| ® HOVIR'=032-p=0,24 @ HOV IR =0,08-p=058
16 { ® Al22IR'=032-p=025 @® AI9IR'=001-p=082
14 -
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[
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8
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CE_,.,, media (dS m™) CE_ ., maxima (dS m™)

Figura A.5. Regresiones lineales entre el DAP (cm) de cada clon en parcelas
monoclonales y mixtas, y la CEnapa (dS m™) promedio de la freatica (a); la CEnapa
maxima registrada en la freatica (b); la CEsuelo promedio del perfil de suelo hasta
3 metros (d) y la CEselo maxima del perfil de suelo hasta 3 metros. Todos los
valores de CEnapa corresponden al periodo 2020-2021. Los valores de DAP
corresponden al promedio de las 5 plantas de mediciones intensivas (PMI) de
cada clon en ambos tipos de parcela, en agosto de 2021. Los corchetes en cada
punto representan el desvio estdndar. Las parcelas mixtas se sefialan con un
asterisco rojo. Las parcelas mixtas se senalan con un asterisco rojo. Se reporta el
R?, el valor p y, en caso de ser significativo (p <0,05), el modelo de regresion para
cada caso.
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CE___ media (dSm™) CE___ maxima (dS m™)
napa napa
2 4 6 8 10 12 2 4 6 8 10 12
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suel

Figura A.6. Regresiones lineales entre el Vol (m?®) de cada clon en parcelas
monoclonales y mixtas, y la CEnapa (dS m™) promedio de la freatica (a); 1a CEnapa
maxima registrada en la freatica (b); la CEsuelo promedio del perfil de suelo hasta
3 metros (d) y la CEsuwlo méxima del perfil de suelo hasta 3 metros. Todos los
valores de CEnpa corresponden al periodo 2020-2021. Los valores de Vol
corresponden al promedio de las 5 plantas de mediciones intensivas (PMI) de
cada clon en ambos tipos de parcela, en agosto de 2021. Los corchetes en cada
punto representan el desvio estandar. Las parcelas mixtas se sefialan con un
asterisco rojo. Las parcelas mixtas se sefialan con un asterisco rojo. Se reporta el
R?, el valor p y, en caso de ser significativo (p <0,05), el modelo de regresion para
cada caso.
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