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Resumen.

Las plantas establecen estrechas relaciones con algunos microorganismos.
Particularmente las royas establecen una asociacidon considerada parasitica, obteniendo del
hospedante nutrientes y compuestos carbonados. Como consecuencia de este parasitismo se
observan pérdidas de rendimiento en los cultivos asociadas a un desmantelamiento del
aparato fotosintético por un lado y un aumento de ciertas rutas biosintéticas de defensa por el

otro.

La roya de los alamos es considerada una de las enfermedades mas importantes del
género Populus en Argentina como también a nivel mundial. Esta enfermedad ha obligado al
remplazo de materiales genéticos utilizados en diferentes areas productoras de dlamo. Sin
embargo, las alteraciones producidas por esta enfermedad no han sido abordadas desde un
enfoque fisiolégico integrador. La magnitud de estas alteraciones no sdlo depende de la
especie de alamo y del microorganismo causante de la roya, sino que también de las

condiciones ambientales en las que se produce dicha asociacion.

Bajo estas consideraciones, se planteé como objetivo general conocer los mecanismos
fisiolégicos que determinan la merma en el crecimiento de Populus deltoides por la infeccidén
por roya (Melampsora medusae). Para ello, se trabajé con dos clones de dlamo que
presentaban “a priori” una susceptibilidad diferencial a la roya (clon Onda y clon “Australiano
106/60°). Se realizaron ensayos en contenedores como también a campo. Se evaluaron las
alteraciones producidas por roya en el crecimiento de las plantas (altura de la planta, didametro
del tallo y acumulacién de biomasa), densidad bdsica de la madera, variables fisiolégicas a nivel
foliar (fotosintesis neta, respiracién, tasa de transporte de electrones y rendimiento cuantico
del fotosistema Il, contenido de clorofilas, conductancia estomatica y conductividad hidraulica
de la hoja) y en la dindmica de nutrientes. También se estudiaron las alteraciones producidas
por la roya bajo diferentes condiciones ambientales, como lo son suelos con diferente

disponibilidad de nitrégeno y estrés hidrico (sequia e inundacidn).

En esta investigacion se determind que la roya produce una reduccién en el
crecimiento de las plantas de ambos clones en condiciones de campo, como también en
condiciones controladas. La magnitud de la alteracion depende del clon. La disminucién en la

densidad basica de la madera sélo se produce en el clon Onda.



La reduccion en el crecimiento producida por roya puede ser explicada como una
consecuencia de las alteraciones producidas en la fisiologia de la hoja. La roya produce una
reduccion en la fotosintesis neta debido a una pérdida de integridad del aparato fotosintético
(tasa de transporte de electrones y rendimiento cudantico del fotosistema Il, contenido de
clorofilas). Al mismo tiempo, hay un aumento de la respiracidén. Sin embargo, esta reduccion
en la fotosintesis neta es anterior a la pérdida de integridad, posiblemente porque la infeccidn
y desarrollo del hongo reduce el intercambio gaseoso (menor conductancia estomatica) y la
integridad del meséfilo (menor conductividad hidraulica de la hoja). Independientemente del
clon, al aumentar la severidad de la enfermedad las alteraciones fisioldgicas a nivel de hoja son

mayores.

Las hojas que son afectadas por la roya caen anticipadamente y lo hacen con una
concentracion mayor de nutrientes, los cuales son retenidos por el hongo o en metabolitos
gue no son removilizados antes de la abscision foliar. De esta forma, los contenidos de
nutrientes y proteinas en los tejidos de reserva de la planta se reducen, principalmente como
consecuencia de la reduccién en el crecimiento. Sin embargo, en el clon Onda también se

produce una reduccidn en la concentracion de nutrientes.

La mayor disponibilidad de nitrégeno en el suelo, si bien produjo un aumento del
crecimiento y de las concentraciones de este nutriente en los tejidos de reserva de la planta,
no modifico los niveles de severidad de la enfermedad. No existid interaccidén con la roya, por
lo que la reduccion en crecimiento y las alteraciones en la fisiologia causadas por la roya

fueron de similar magnitud bajo las diferentes disponibilidades de nitrégeno.

Cuando la roya se evalud bajo diferentes condiciones hidricas, se observd que existe
interaccidon entre la enfermedad y la disponibilidad de agua para el crecimiento de la planta. El
desarrollo de la enfermedad es mucho mayor cuando las plantas crecen con buena
disponibilidad de agua, se reduce bajo sequia y es minimo en condiciones de inundacidn. La
misma tendencia se observa en ambos clones, sin embargo, en el clon Onda las diferencias son
mas evidentes. Como consecuencia, la caida anticipada de hojas y el dafio en el aparato
fotosintético producidos por la enfermedad son mayores en las plantas a capacidad de campo,
se vuelven minimos cuando las plantas estan bajo sequia y no se observan en las plantas

inundadas.

Estas alteraciones en la fisiologia de las hojas producen efectos similares en el

crecimiento a una defoliacion artificial del 50%. En este caso, la mayor reduccién del



crecimiento se manifiesta en las plantas que crecen a capacidad de campo, es minima en

plantas bajo sequia y nula en plantas inundadas.

La conclusion final es que la roya afecta la fisiologia de la hoja desde el inicio de la
infeccién porque reduce el intercambio gaseoso. A medida que la enfermedad se desarrolla, se
produce dafio en el aparato fotosintético y la posterior abscisidn foliar. Las hojas que caen lo
hacen con mayor concentracién de nutrientes y por lo tanto se reduce la acumulacién de los
mismos en los tejidos de reserva de la planta. Como consecuencia de estos procesos el
crecimiento se reduce, aunque en diferente magnitud dependiendo del clon y de las
condiciones ambientales. Por ejemplo, bajo los efectos de la inundacién la roya no produce

pérdidas de crecimiento y son minimas cuando las plantas sufren estrés por sequia.

La informacion derivada de esta tesis puede aportar conceptos importantes para la
evaluacidon de mecanismos de control quimico de la enfermedad, por ejemplo, tener en cuenta
las condiciones ambientales para recomendar o no la aplicacién de fungicidas. Por otro lado,
en los planes de mejoramiento genético que tengan como objetivo encontrar genotipos mas
tolerantes a la inundacidn o a la sequia, seria poco relevante considerar la susceptibilidad a la

roya.

Finalmente, esta tesis aporta una evaluacién fisiologica integral del patosistema
alamo-roya que incluye evaluaciones a distintas escalas (desde hoja hasta plantacién) que dan
sustento a las investigaciones que se realizan a niveles menores de integracion (gendmica,

proteédmica y metabolémica).

Palabras claves: Populus deltoides, dlamo, Melampsora medusae, roya, crecimiento,

densidad basica de la madera, fisiologia foliar, dindmica de nutrientes, estrés hidrico.



Abstract.

Plants establish close relationships with microorganism. Particularly, rusts have a
parasitic association with plants, because they obtain nutrients and carbonate compounds
from the host. In consequence, yield looses are observed in diseased plants associated with
the breakdown of the photosynthetic apparatus and an increase in certain defense

biosynthetic pathways.

Poplar rust is considered one of the most important diseases on Populus genus in
Argentine and around the world. This disease has forced to the replacement of genetics
materials used for plantations in different areas. However, the alterations produced in the
plants by rust have not been studied from a physiological integrated point of view. The
magnitude of the alterations in the plants does not depend only on the poplar clone and rust

species, but also on the environmental conditions in which the association happens.

The general objective of this Thesis was to know the physiological mechanisms that
determinate the growth decline on Populus deltoides infected by rust (Melampsora medusae).
For this, we worked with two poplar clones that “a priori” have differential susceptibility to
rust (clone Onda and clone ‘Australiano 106/60°). Containers and field experiments were
performed. Alterations on growth (plant height, stem diameter and biomass accumulation),
wood basic density, physiological variables at leaf level (net photosynthesis, respiration,
photosystem |l electron transport rate and quantum yield, chlorophylls content, stomatal
conductance and leaf hydraulic conductance) and nutrients dynamic causes by rust were
evaluated. It was also studied the alterations produced by rust under different environmental
conditions, like different nitrogen availability in the soil and water stress (drought and

flooding).

Rust diminished growth on plants of both clones on field and controlled conditions.
The magnitude of the reduction was clone-dependent. Only on clone Onda, wood basic density
was lower in diseased plants. Growth decrease can be explained as a consequence of leaf
physiology alterations. The net photosynthesis drop was due to the loss of photosynthetic
apparatus integrity (reduction of photosystem Il electron transport rate and quantum yield
and chlorophylls content). At the same time, rust increased respiration. However, the net

photosynthesis reduction started previously to the loss of integrity, possibly because the
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fungus infection and development reduced gas exchange (lower stomatal conductance) and
the mesophyll integrity (lower leaf hydraulic conductance). As the disease severity increased

the physiological alterations at leaf level were higher, independently of the clone.

Leaves affected by rust fell earlier in autumn and with higher nutrient concentration
than healthy leaves. Nutrients were retained by the fungus biomass or in plant metabolites
that were not remobilized before leaf abscission. Thus, nutrients and proteins content on plant
storage tissues (stems and roots) were reduced in infected plants of both clones. However,

nutrient concentration reduction in stems and roots was observed only on clone Onda.

Higher nitrogen availability on the soil increased growth and concentration of this
nutrient on plant storage tissues. However, disease severity levels were not altered. Therefore,
growth decline and physiology alterations caused by rust under different nitrogen availability

were similar.

When rust was evaluated under different water conditions, interaction between rust
and water availability for plant in the soil was observed. Disease development was much
higher when plants grew with good water availability, it was lower under drought and it was
minimal under flooding conditions. The same trend was observed in both clones. However,
differences were more evident on clone Onda. As a consequence, anticipated defoliation and
photosynthetic apparatus damaged produced by rust were higher on plants at field capacity,

were minimal under drought and were not observed on flooding plants.

The leaf physiology alterations produced by rust had similar effect on growth than an
artificial 50% defoliation. On this occasion, the higher growth reduction occurred on plants

growing at field capacity, followed by plants under drought and was minimal in flooding plants.

The final conclusion is that rust affects leaf physiology from the beginning of the
infection because it reduces gas exchange. As disease develops, damage on photosynthetic
apparatus and the subsequent leaf abscission happen. Leaves fall with higher nutrient
concentration and hence, the accumulation of nutrients on plant storage tissues is reduced.
Growth is reduced as a consequence of this process, even though with different magnitude
depending on the clone and environmental conditions. For example, rust do not produce

growth looses under flooding and it is minimal when plants suffer drought.

The information derived from this thesis can provide important concepts for the
evaluation of chemical control mechanisms of the disease, for example, that environmental

conditions should be taken into account to suggest or not the fungicide application. On the
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other hand, on genetics improvement programs that look for more tolerant to flooding or

drought genotypes it would be of little relevance to consider rust susceptibility.

Finally, this Thesis brings a comprehensive physiological assessment of poplar-rust
pathosystem that includes different scales evaluations (from leaf to plantation) and gives
sustenance to researches at lower levels of organization (genomics, proteomics and

metabolomics).

Keywords: Populus deltoides, poplar, Melampsora medusae, rust, growth, wood basic

density, leaf physiology, nutrients dynamic, water stress.
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1.1-Asociaciones entre plantas y microorganismos.

Las plantas crecen rodeadas de microorganismos, estableciéndose en muchos casos
asociaciones estrechas entre ambos. Estas asociaciones, en un sentido amplio, se denominan
simbiosis (Parniske, 2000). La simbiosis puede ser mutualista (tanto el hospedero como el
hospedante se ven favorecidos), comensalista (uno obtiene un beneficio mientras que el otro
no se perjudica ni obtiene beneficios) o parasitica (uno se beneficia de la asociacion mientras

que el otro es perjudicado) (Redman et al., 2001).

Una simbiosis del tipo mutualista puede darse a nivel radical entre bacterias fijadoras
de nitrégeno y las plantas. De esta asociacidn, las plantas se ven favorecidas con una mayor
disponibilidad de nitrogeno y en contrapartida, aportan a las bacterias compuestos
carbonados (Kneip et al., 2007). Otro ejemplo de simbiontes mutualistas son los hongos
formadores de micorrizas. En esta asociacion, los hongos facilitan la absorcion de fésforo para
las plantas y reciben de éstas compuestos carbonados. Ademads, esta comprobado que de
estas asociaciones las plantas se ven beneficiadas en otros aspectos, por ejemplo evitan la
absorcién de metales pesado, mejoran las relaciones hidricas y mejorar las defensas contra
herbivoros y hongos patdgenos (Newsham et al., 1995). De la simbiosis entre dlamos y hongos
micorriticos se observan aumentos en la biomasa y supervivencia de las plantas (Danielsen et
al., 2013; Muller et al., 2013), debido a una mayor acumulacién de nutrientes (P, S, K, Ca y
Mg)(Danielsen & Polle, 2014), mayor tolerancia al estrés hidrico (Danielsen & Polle, 2014),
mayor tolerancia a metales pesados (Ma et al., 2014) o enfermedades (Pfabel et al., 2012).
También es posible encontrar este tipo de simbiosis en los tejidos aéreos. Existe mutualismo
entre los pastos (subfamilia Poidae) y el endéfito Epichloe sp. que otorga al hospedante
resistencia a herbivoros y a la sequia (Schardl, 2010). También en dlamos se encontré que la
presencia de enddéfitos mejora la resistencia de la planta a enfermedades (Raghavendra &

Newcombe, 2012).

La clasificacion de las simbiosis como mutualistas o parasiticas no excluye la existencia
de un continuo desde el mutualismo al parasitismo (Johnson et al., 1997; Paszkowski, 2006).
Una asociacion que bajo ciertas circunstancias se comporta como mutualista puede llegar a ser
parasitica cuando las condiciones cambian y viceversa. Las asociaciones entre pastos y Epichloe
sp. (que normalmente se consideran mutualistas) pueden volverse parasiticas bajo ciertas

circunstancias, como suelos pobres en nutrientes (Ahlholm et al., 2002; Lehtonen et al., 2005).

10



Capitulo 1: Introduccion.

Lo mismo ocurre con las asociaciones entre plantas y hongos formadores de micorrizas.
Cuando se establece la asociacién planta-micorriza en suelos pobres en nutrientes dicha
asociacién es mutualista, mientras que cuando la asociacién se establece en suelos ricos en
nutrientes (o ambientes con baja disponibilidad de luz), la relacién se vuelve parasitica o al

menos comensalista (Johnson et al., 1997).

Los casos mas claros de simbiosis, donde uno de los componentes se beneficia y el
otro se ve perjudicado son aquellos en donde se establece una relacién entre plantas y hongos
parasiticos, como los oidios y las royas. En estos caso son los hongos los que se benefician de la
asociacién, ya que a través de estructuras especializadas obtienen del hospedante nutrientes y
compuestos carbonados (Voegele & Mendgen, 2003). La asociacion entre Quercus robur y
Erysiphe sp. produce pérdida en el crecimiento y afecta la regeneracion de Q. robur (Desprez-
Loustau et al., 2014; Marcais & Desprez-Loustau, 2013). Pérdidas de crecimiento, y como
consecuencia, del rendimiento se manifiestan para otras asociaciones entre plantas y oidios
como Mangifera indica-Pseudoidium anacardii (Nasir et al.,, 2014) y Triticum aestivum-

Blumeria graminis (Green et al., 2014).

1.1.1- Las royas.

Las royas constituyen un grupo de enfermedades producidas por hongos que se
encuentran ampliamente distribuidos en diversas especies de plantas, y producen dafios sobre
la mayoria de los cultivos. El dafio mas evidente es pérdida de rendimiento de los cultivos. La
disminucién del rendimiento estad reportada para varias especies, pudiendo mencionar a:
Phaseolus vulgaris con la roya producida por Uromyces appendiculatus (Gonzalez & Garcia,
1996; Velez-Martinez et al., 1989) o Uromyces phaceoli (Velez-Martinez et al., 1989) , Avena
sativa con Pucinia graminis (Mir et al., 2004), Zea mays con Puccinia sorghi o Puccinia polysora
(Formento, 2010), Glicine max con Phakopsora pachyrhizi o Phakopsora meibomiae
(lvancovich & Botta, 2003). Estas pérdidas de rendimiento se deben a que la presencia de la
roya produce un desmantelamiento del aparato fotosintético por un lado, y un aumento de la
actividad de rutas biosintéticas de compuestos de defensas, por otro. Prueba de esto es que
cuando las hojas estan infectadas con roya existe una disminucion en la fotosintesis neta
(Bassanezi et al., 2001; Carretero et al., 2011; Toome et al., 2009), en el contenido de clorofila
(Honorato Junior et al., 2015), el rendimiento cuantico del fotosistema Il (Alves et al., 2011;

Bassanezi et al., 2002) y en la conductancia estomatica (Toome et al., 2009; Zhao et al., 2011).
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Al mismo tiempo aumenta la respiracidn (Carretero et al., 2011) y la emision de compuestos

volatiles (Toome et al., 2009).

Con el avance de la infeccidn, el hongo se torna un destino de nutrientes y al caer las
hojas anticipadamente, los mismos quedan retenidos en la masa flngica perdiéndose para las
plantas (Cortizo, 2014; Van Den Berg et al., 2007). De esta forma se reduce la acumulacion de
nutrientes en los tejidos de reserva y la retranslocacién de nutrientes a tejidos jévenes en

formacion.

1.2- Asociacion entre los alamos y roya.

1.2.1- La roya del dlamo.

La roya de alamo hace referencia a un grupo de enfermedades que puede ser
producida por varios hongos (13 especies y 2 hibridos) pertenecientes al género Melampsora
(Pei & Shang, 2005). Se caracterizan por presentar un ciclo de vida muy complejo sobre varios
hospedantes, es decir, son macrociclicas y heteroicas. El ciclo completo consta de cinco
estadios, el cual comienza cuando las teleutosporas (estadio teleutospérico, n+n) que
quedaron en las hojas caidas en el otofio dan lugar a las basidiosporas (estadio basidiospdrico,
n) las cuales infectan al hospedante alternativo. Luego le suceden las picniosporas (estadio
picniospérico, n), las cuales forman hifas de diferente polaridad que se fusionan dando origen
a las eciosporas (estadio esciospérico, n+n). Estas eciosporas son las que infectan las hojas de
los dlamos, donde aparecen las urediniosporas (estadio urediniospdrico, n+n). Estas
urediniosporas dan lugar a ciclos reiterados de produccidon de urediniosporas hasta que las
condiciones ya no son favorables y se producen teleutosporas, como forma de pasar el

invierno.

En Argentina, el ciclo de la roya es mas simple, sélo se presentan los estadios
urediniospéricos y teleutospdricos. En este caso, el ciclo comienza cuando las urediniosporas
que quedaron en las hojas caidas de la temporada anterior y posiblemente en las yemas de las
plantas, infectan hojas nuevas durante la primavera. Producto de esta infeccién se producen
mas urediniosporas hasta que las condiciones climaticas son desfavorable (Cortizo, 2005). Si
bien llegan a formarse teleutosporas al final de la temporada las mismas solo son viables en un

bajo porcentaje luego del otofio.
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1.2.2- Los dlamos.

El género Populus es originario del hemisferio norte (sélo el Populus euphratica y el
Populus ilicifolia tienen un pequefio ingreso en el hemisferio sur) y comprende cerca de unas
30 especies a las que deben agregarse numerosos hibridos naturales o logrados por el hombre
(Dickmann, 2001), aunque es preciso hacer notar que algunas clasificaciones elevan el nimero
de especies hasta aproximadamente las 100 (Eckenwalder, 1996; Pei & Shang, 2005). Son
especies caducifolias, dioicas y presentan un tallo principal poco ramificado con hojas simples
(Dickmann, 2001). En Argentina y en la gran mayoria de las plantaciones a nivel mundial se
cultiva Populus nigra L., Populus deltoides Marsh. y sus hibridos (P. nigra x P. deltoides (P. x

canadensis anteriormente P. euroamericana)) llamados “euroamericanos” (Borodoski, 2006).

1.2.3- Asociacién roya-alamos.

Entre los estreses bidticos, la roya es considerada una de las enfermedades mas
importantes que afecta al género Populus, tanto en Argentina como en el resto del mundo
(Tabor et al., 2000). Si bien el numero de especies dentro del género Melampsora es muy
amplio, como también lo son las especies dentro del género Populus, algunas asociaciones son
muy especificas. Una de tales asociaciones se produce entre Populus deltoides y Melampsora
medusae f. sp. deltoidae y otro es la que se establece entre Populus tremuloides y Melampsora
medusae f. sp. tremulaidae (Vialle et al., 2013). Los hibridos de Populus deltoides pueden llegar

a interaccionar con otras especies de roya (Frey et al., 2005; Newcombe et al., 2000).

Cuando la asociacién dlamo-roya es compatible, el proceso de infeccidon es similar
independientemente de cual sea la asociacion especifica. La infeccién se inicia cuando las
urediniosporas germinan sobre la cuticula de las hojas y forman el tubo germinativo.
Posteriormente, cuando el tubo germinativo se encuentra cerca de un estoma, se diferencia
un apresorio y luego, el tubo germinativo ingresa a través del estoma para formar una vesicula
en la cdmara subestomatica. Desde esta vesicula se desarrollan hifas infectivas, las cuales se
van ramificando intercelularmente sobre el parénquima esponjoso para luego ponerse en
contacto con las células a través de la formacién de haustorios (Laurans & Pilate, 1999; Spiers

& Hopcroft, 1988). Luego de un periodo aproximado de siete dias se produce la agregacion de
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hifas debajo de la epidermis, posteriormente se rompe la epidermis y sobresalen las uredinias

conteniendo las urediniosporas (signo de la roya).

1.2.4- Alteraciones producidas por roya en dlamos.

Los efectos de la roya sobre la productividad de las plantaciones de dlamo estdn bien
documentados. La disminucidon en el crecimiento en plantas enfermas se observa sobre
diferentes dlamos (Cortizo, 2014; May De Mio et al., 2006; May De Mio & Ruaro, 2008). Si bien
en la bibliografia se considera que la roya puede disminuir la densidad de la madera, a esta
aseveracion se llega a través de suposiciones (Steenackers et al., 1996) y sélo fue apoyada por
mediciones directas en un caso (Cortizo, 2014).El menor crecimiento de las plantas enfermas
con roya, como comentamos anteriormente, puede ser explicado por los cambios producidos
en la fisiologia de las hojas afectadas. En este sentido, la informacién disponible es muy
fragmentaria y no hay abordajes holisticos. Los abordajes mas integradores comparan el perfil
de expresién génica de plantas sanas y enfermas, aprovechando la caracteristica del dlamo de
ser un modelo de estudio y que se dispone del genoma completo. Con esta metodologia se
llegd a la conclusién de que la expresion génica de procesos relacionados con la fijacion de
carbono son deprimidos mientras que aquellos relacionados a las rutas metabdlicas de
respuesta a los patégenos son activadas (Azaiez et al., 2009; Miranda et al., 2007; Rinaldi et al.,
2007). Sin embargo, sigue siendo necesario demostrar experimentalmente los cambios
ocurridos en la fotosintesis y el metabolismo del carbono como resultado de la interaccion

entre los alamos y la roya (Major et al., 2010).

El microorganismo causante de la roya del alamo, al igual que en el resto de las royas,
se convierte en un fuerte destino de nutrientes, reteniéndolos en la biomasa fungica cuando
las hojas caen anticipadamente (Cortizo, 2014). Por lo tanto, los recursos que son retenidos
por el hongo no se acumulardn en forma de reservas para la planta, repercutiendo
negativamente en el contenido de nutrientes que la planta dispone para el crecimiento de
nuevos tejidos. Ademads, durante el desarrollo del hongo en la hoja, éste es un destino de
nutrientes, que incluso podria alterar el estado de la hoja que pasaria de ser fuente a destino
de fotoasimilados. Este cambio aumentaria la retranslocacién de nutrientes desde otros
tejidos hacia la hoja enferma, y por lo tanto la hoja con roya podria demandar mas nutrientes

aun que una hoja sana. Dado que la consecuencia posterior de la enfermedad es que la hoja
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infectada cae anticipadamente, en las plantas enfermas se reduciria marcadamente la
disponibilidad de nutrientes para los tejidos en formacién o los tejidos de reserva. Si bien
existen trabajos exhaustivos donde se analiza la dinamica de nutrientes en los alamos a los
largo de las estaciones del afio (Cooke & Weih, 2005; Rennenberg et al., 2010), no se ha

estudiado como esta dindmica es afectada por la roya.

1.2.5- Epifitias.

Los cambios producidos por la roya a nivel de planta individual terminan repercutiendo
en el estado general de las plantaciones al generarse infecciones masivas. Estas epifitias,
cuando se vuelven recurrentes, obligan al remplazo del material genético utilizado hasta ese
momento, ya que hacen a las plantaciones econémicamente inviables. Han ocurrido epifitias
de roya en diferentes lugares del mundo. Se han reportado epidemias de Melampsora
medusae sobre hibridos de alamos (Populus trichocarpa x P. deltoides) en Norteamérica
(Newcombe & Chastagner, 1993), y de Melampsora larici-populina sobre Populus nigra en Asia

y Europa (Pinon & Frey, 1997; Wan et al., 2013).

En nuestro pais, las epifitias sélo se han reportado para la zona del Delta del Parana. La
primera comenzd en el afio 1905 y fue causada por Melampsora medusae, obligando al
remplazo de clones de Populus deltoides por otros de Populus nigra. Una segunda epifitia se
desarrollé durante los afios 1935-1936, en este caso causada por Melampsora larici-popullina,
la cual obligd al cambio de Populus nigra por hibridos (Fernandez Valiela, 1979; Golfari, 1958).
A partir de ese momento la roya pasé a un segundo plano, ya que sélo se manifestaba hacia el
final de la etapa de crecimiento. Sin embargo, a mediados de los 90, los ataques comenzaron a
intensificarse y anticiparse en el afio (Cortizo & Romero, 2000). En los valles bajo riego, si bien
no se han reportado epifitias, la enfermedad esta presente (Thomas & Garcés, 2011). En la
regidon pampeana, precisamente la pampa arenosa, cuando se cultivaba Populus deltoides clon
Catfish2 se daban eventos muy notorios de roya, mientras que en la actualidad al remplazarse
ese clon por material mas tolerante, la roya estd presente sin llegar a causar epifitias. Sin
embargo, la enfermedad es tenida en cuenta como factor en los planes de mejoramiento
genético de Papel Prensa para el cultivo de alamos en esa regidon (comunicacion personal de

Ing. Ftal. Enrique Prada, Jefe de los Establecimientos Maria Dolores y El Gazapo, Papel Prensa
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SAICFyM). En la pampa humeda, hay referencias a la presencia de la enfermedad pero no se

han observado epifitias de importancia (Ragonezze et al., 1987).

Si bien el mejoramiento genético ha permitido hasta el momento controlar las
epifitias, la enfermedad estd presente en todas las regiones de cultivo de dlamo. Es por esto
que el riesgo de epifitias esta latente porque pueden producirse cambios en la virulencia del
microorganismo causante de la enfermedad. En este marco, es importante conocer el
funcionamiento de este patosistema, los mecanismos fisioldgicos de las plantas que son
afectados por la enfermedad y su interaccion con otros factores ambientales. Estos
conocimientos brindardn herramientas para la seleccion de materiales genéticos mads

tolerantes a la enfermedad.

1.3- La produccién de Alamos.

La superficie mundial cubierta por alamos es del orden de los 80 millones de
hectareas, de las cuales 7 millones corresponden a plantaciones forestales (Ball et al., 2005).
Los principales destinos de las plantaciones son pulpa para papel, tableros contrachapados y
de particulas, madera para construccién, bioenergia y usos ambientales como cortinas rompe
vientos, fitorremediacién, protecciéon de suelos y cuencas hidricas (Ball et al., 2005; CNA,

2012).

En Argentina, las areas con plantaciones de dalamos cubren 64.000 ha
aproximadamente (Monteverde & Cortizo, 2014), y desde el punto de vista ecoldgico éstas
pueden dividirse en tres grandes zonas: el Delta de los Rios Parand y Uruguay, los oasis bajo
riego de las zonas aridas y la llanura bonaerense. Cada una de estas zonas tiene caracteristicas
diferentes que condicionan los ciclos de produccién (turnos), las practicas silvicolas, cosecha y

traslado de la madera.

El Delta es una gran llanura inundable localizada en el noreste de la provincia de
Buenos Aires y sur de Entre Rios, con precipitaciones medias anuales de 1.000 mm y con
crecidas ciclicas de los rios que cubren vastas extensiones. El nicleo forestal de esta regidn
produce alamo en terrenos protegidos por diques que evitan las inundaciones y cuentan con
canales, compuertas y bombas para poder manejar los excesos de agua(Luquez et al., 2012). El
traslado de la madera hasta los centros de industrializacién (triturado para papel o tableros,

aserrado o debobinado), es predominantemente fluvial, a través de los cursos de agua, en
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barcazas especialmente acondicionadas (Borodoski, 2006). En las regiones aridas de Mendoza
y el Alto Valle del Rio Negro (Neuquén y Rio Negro), y en las provincias de La Pampa y Santiago
del Estero, los alamos son cultivados en un medio con marcado déficit hidrico, suelo suelto de
textura arenosa, con riego a través de un sistema de canalizacién. El principal destino es la
produccién de envases para la industria fruticola y horticola local (Nosetti & Naves, 2013). En
la regiéon bonaerense, la produccion de alamos estda concentrada en la pampa arenosa,
mientras que en la pampa ondulada se encuentra en estado de desarrollo inicial, con vistas a
expandirse, por la cercania a centros de procesamiento de la madera y la posibilidad de utilizar

suelos marginales para la agricultura (Achinelli, 2014).

1.4- Limitaciones abiodticas de la produccion de alamo. Estrés hidrico.

Para expresar su potencial de crecimiento, los dlamos deben crecer con una adecuada
disponibilidad de agua en el suelo, por lo que es ideal que el suelo se encuentre la mayor parte
del tiempo a capacidad de campo. Sin embargo, el suelo practicamente nunca se encuentra en
este punto, sino que varia su contenido de humedad constantemente. Cuanto mas alejado
esté el contenido de humedad de la capacidad de campo, mayores seran las consecuencias
negativas sobre los dlamos. A medida que el contenido de humedad del suelo supera la
capacidad de campo, comienzan a llenarse de agua los poros del suelo que antes contenia aire,
y el intercambio gaseoso a nivel radical disminuye. Cuando todos los poros se encuentran
ocupados por agua, el intercambio gaseoso es practicamente nulo, la difusién de oxigeno en el
agua es baja, se reduce la respiracion de las raices, y las plantas padecen estrés por
inundacién. En el sentido contrario, cuando el contenido de humedad del suelo es menor a la
capacidad de campo, para la planta es mas dificil obtener el agua ya que es retenida con mas
fuerza por el suelo, es decir, disminuye el potencial hidrico del suelo. En el punto de marchitez
permanente, las plantas no pueden absorber agua del suelo. Bajo estas circunstancias, la
planta se encuentra bajo estrés por sequia, que es mas marcado a medida que el contenido de
agua del suelo se aleja del contenido de agua a capacidad de campo y se acerca al punto de

marchitez permanente (Salisbury & Ross, 2000).

Estas situaciones de estrés hidrico, tanto por exceso como por escases, son evidentes
en las zonas de produccién de adlamo en el pais. El Delta del Parana presenta un relieve
compuesto por zonas elevadas (albardones) sobre las costas y los bordes de los meandros, y

zonas bajas con aguas permanentes o semipermanentes (esteros y pajonales). Los albardones
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ocupan el 20% y las zonas bajas el 80% de la superficie de las islas. Este sistema presenta un
gran dinamismo, con una continua entrada y salida de agua en las zonas bajas debido a las
normales crecidas del nivel de los rios, con la ocurrencia periddica de inundaciones debido a la
crecida de los rios Parana y Uruguay, mareas sobre el Rio de La Plata y vientos fuertes. Las
crecidas peridodicamente son extraordinarias por la altura a la que llegan y duracidn, como las
ocurridas a lo largo del siglo pasado (Borodoski, 2006). Bajo estas caracteristicas es que existen
dos sistemas de producciéon: por un lado, cuando sélo se realizan canales para que el agua
escurra de las zonas bajas (sistema abierto), las plantaciones de dlamos se dan sobre los
albardones quedando esas zonas mas bajas para especies mas tolerantes a la inundaciéon como
el sauce. Por otro lado, cuando se produce el endicamiento y el nivel del agua es controlado
totalmente mediante bombas (sistema cerrado), las zonas bajas quedan habilitadas para la
produccién de dlamos. Sin embargo, bajo ciertas condiciones (ej. nivel alto de los rios y lluvias
abundantes) el drenaje de las zonas bajas mediante las bombas es impedido por un estrato
poco permeable sub-superficial, y las plantaciones quedan sometidas a periodos de inundacion
(Luquez et al., 2012). En este mismo sistema de produccion, pero bajo otras condiciones (ej.
escasez de lluvias y elevada demanda evaporativa) es posible que ocurran episodios de sequia

(Alvarez et al., 2014).

La alternancia de periodos des sequia e inundacidon no son exclusivos del Delta del
Parana. En los sistemas de cultivo de dlamos bajo regadio, también es posible la ocurrencia de
estrés hidrico debido al mal uso del agua. En los escenarios donde predomina el riego por
gravedad, puede evidenciarse un mayor aporte de agua a las plantas mas préximas a las
acequias con una gradual disminuciéon en funcidn de la distancia a la misma (Pla & Caro, 2006).
Este manejo podria estar representando un estrés por sequia en el extremo distal e, incluso,
periodos breves de inundacion sobre la cabecera. Asimismo, en la zona de produccidn de la
pampa ondulada y deprimida son frecuentes los periodos con baja disponibilidad de agua en el
suelo durante los veranos, mientras que el anegamiento del suelo puede ocurrir en cualquier
época del afo, en terrenos bajos de la pampa deprimida (Achinelli, 2014; Senisterra et al.,
2011). Es asi que en esta regidn, los alamos pueden estar expuestos tanto a estrés por sequia

como por inundacion.

1.4.1- Interaccion entre factores abidticos y bidticos. Roya y estrés hidrico.
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Si bien los dlamos poseen tasas de crecimiento elevadas en todas las regiones de
Argentina descriptas, alcanzando los 20-25 m® ha™ afio™, como el crecimiento se produce
durante muchos afos (turnos de corta entre 10 y 15 afios) las plantaciones estan
continuamente expuestas a estreses bidticos, abidticos y la combinacién entre ambos. Esta
continua exposicion a factores de estrés puede hacer que el valor comercial de la forestacion
disminuya y que al momento de la corta final el volumen de madera logrado sea menor al
volumen esperado (Casaubon et al., 2002). Mientras que en condiciones de laboratorio (o
invernaculo), practicamente todos los factores de estrés pueden ser controlados, en las
plantaciones tal tarea es al menos dificil, encontrandose la mayoria del tiempo bajo el efecto
de varios factores de estrés simultdneamente (Niinemets, 2010). Sin embargo, no es posible
determinar las consecuencias de multiples factores de estrés que se dan en simultaneo, en
funcién de los cambios que produce cada uno por si solo, porque pueden existir interacciones

positivas o negativas entre los factores de estrés (Bansal et al., 2013).

Una forma de describir estas interacciones, es a través de los conceptos de efecto
sinérgico, aditivo y antagodnico (Bansal et al., 2013). Cuando las consecuencias de la interaccion
tienen un efecto que es mayor a la suma de los efectos de cada factor por separado, hablamos
de un efecto sinérgico. Cuando el efecto de la interaccidn es igual a la suma de los efectos por
separado, el efecto es aditivo. Mientras que cuando el efecto de la interaccién es menor a la

sumas de los efectos por separado, el efecto de la interaccion es antagdnico.

Los cambios en el ambiente pueden tener un efecto directo sobre el patégeno o sobre
la planta, como asi también un efecto indirecto a través de interacciones en la comunidad
(Desprez-Loustau et al., 2006). Los cambios naturales en el ambiente, pueden crear un
ambiente mas favorable para la planta o para el patdgeno, situacién que depende de cada tipo
de asociacion (Boland et al., 2004; La Porta et al., 2008). Existen ejemplos en los que el dafo
por el patégeno es mayor, cuando las plantas se encuentran bajo sequia, como sucede en la
asociacién entre Quercus sp. e Hypoxilom mediterraneum (Vannini & Valentini, 1994) y de
Armilaria sp. afectando raices de Quercus sp. (Wargo, 1996). Otro caso en que se evidencia un
efecto sinérgico es en Persea americana, en que el dafio por Phytophthora sp. actuando a nivel
radical es mayor cuando hay inundacién (Desprez-Loustau et al., 2006; Ploetz & Schaffer,
1989). También hay casos en los que el dafio es mayor bajo ambas situaciones de estrés, como
ocurre entre Quercus sp. y Phytophthora cinnamomi (Brasier, 1996). En otros casos el efecto
combinado entre el estrés hidrico y patégenos no es del todo claro. En las royas, si bien
practicamente no hay trabajos donde se evalle la interaccidn, la necesidad de humedad para

la dispersidn, germinacidon e infeccidn por las esporas hace pensar que existira un fuerte efecto
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del estrés hidrico. Un aumento de la severidad tiene relacidn positiva con la mayor ocurrencia

de lluvias y negativa con momentos de sequia (Desprez-Loustau et al, 2006).
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1.5- Objetivos e hipétesis.

1.5.1- Objetivo general.

Conocer los mecanismos fisioldgicos que determinan la merma en el crecimiento de

Populus deltoides por la infeccion por roya (Melampsora medusae).

1.5.2- Objetivos particulares.

Objetivo 1.1: Determinar la magnitud en la disminucién del crecimiento y los posibles
cambios en densidad basica de la madera debidos a la infecciéon por roya, en condiciones de

cultivo en secano, en dos clones con susceptibilidad a roya contrastante.

Hipdtesis 1.1: La roya produce una disminucién en el crecimiento y en la densidad de la

madera, de mayor magnitud en el clon mas susceptible.

Objetivo 1.2: Determinar el efecto de la interaccidn entre la roya y la disponibilidad de

nitrégeno sobre el crecimiento en plantas en macetas expuestas a alta competencia.

Hipdtesis 1.2: Al aumentar la disponibilidad de nitrégeno por la fertilizacién, las
diferencias en el crecimiento entre plantas sanas y enfermas son menores, porque mejora la

capacidad de las plantas para defenderse de la roya.

Objetivo 2: Analizar los cambios en ciertos parametros fisioldgicos a nivel foliar debido
a la presencia de la enfermedad (y su interaccidén con la disponibilidad de nitrégeno) y poder

correlacionar estos cambios con el grado de infeccidn.

Hipdtesis 2: La magnitud de los cambios ocurridos en los parametros fisioldgicos a

nivel foliar se relaciona con el grado de infeccidn.
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Objetivo 3: Analizar los cambios en la retranslocacién de nutrientes a tejidos de

almacenamiento debidos a la infeccidn por roya.

Hipdtesis 3.1: Las hojas atacadas por roya abscinden antes y con mayor contenido de

nutrientes que hojas libres de roya.

Hipdtesis 3.2: Las concentraciones y los contenidos de nutrientes en los tejidos de

reserva son menores en las plantas que han tenido roya.

Hipétesis 3.3: Si la disponibilidad de N en el suelo es mayor, la roya tiene menor

impacto negativo en la acumulacién de este nutriente en los tejidos de reserva.

Objetivo 4.1: Evaluar la magnitud de la reduccidn en el crecimiento y acumulacion de
nutrientes debidos a la defoliaciéon, de dos clones de alamo, en interaccion con la

disponibilidad hidrica.

Hipdtesis 4.1: La disminucion en el crecimiento y en la acumulacion de nutrientes por

efecto de la defoliacidn es mayor en plantas con buena disponibilidad hidrica.

Objetivo 4.2: Analizar a nivel foliar la interaccidn entre el estrés hidrico (por inundacion

y por sequia) y el grado de infeccidn por roya.

Hipdtesis 4.2: El grado de infeccidon por roya es mayor en condiciones de buena
disponibilidad hidrica. En consecuencia, el dafio y la caida de hojas son mas marcados en

plantas a capacidad de campo.
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1.6- Organizacion de la tesis.

Para poder cumplir con los objetivos planteados, esta tesis se dividio en seis capitulos y
dos anexos. El primero, en el cual nos encontramos, sirve a modo de introduccién y se

plantean los objetivos.

En el capitulo 2, Alteraciones en el crecimiento, se da respuesta a los objetivos 1.1y
1.2. Se realizé un ensayo a campo, el cual nos permitié determinar los cambios en el
crecimiento (altura, didmetro del tallo principal y biomasa) debidos a la roya en plantas de 3
afios bajo condiciones simuladas de produccion. Otro ensayo se realizd6 en macetas, en el cual
se evalud el efecto en el crecimiento de la interaccidn entre la roya y el nitrogeno. Ademas, se
determino en agente causal de la enfermedad. En este capitulo estan descriptos el disefio

general de ambos experimentos y la metodologia de los resultados presentados.

El capitulo 3, Alteraciones en la fisiologia de la hoja, corresponde al objetivo 2. Se
utilizaron los mismos ensayos a campo y en contenedores que se usaron para cumplir el
objetivo 1. Se describe la metodologia de los resultados presentados en este capitulo. No se
repite la descripcion general de los ensayos, que ya se encuentra en el capitulo 2. Se
determinaron cambios en el comportamiento de variables fisioldgicas a nivel foliar debidos a la
roya. Las variables medidas fueron fotosintesis, respiracidon, conductancia estomatica,

conductancia hidraulica y concentracién de clorofila.

El capitulo 4, Alteraciones en la retranslocacion de nutrientes, da respuesta al objetivo
3. Para ello se utilizé el mismo ensayo en macetas que en los capitulos anteriores. Se analizo el
efecto de la roya (y la interaccidn con el nitrégeno) sobre la retranslocacidon desde las hojas
senescentes como también sobre las concentraciones y contenidos totales de nitrégeno en los

organos de reserva.

El capitulo 5, Interaccion entre el estrés hidrico y la roya, concierne a los objetivos 4.1y
4.2. Para cumplir con este objetivo se realizaron dos nuevos ensayos en contenedores (para
poder implementar los tratamientos hidricos). Estos ensayos nos permitieron determinar qué
cambios produce la interaccidn entre la defoliacion y el estrés hidrico sobre el crecimiento y la
dindmica de nutrientes; y conocer la interaccidn entre la roya y el estrés hidrico sobre la

dindmica de hojas y el rendimiento cuantico del fotosistema II.
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En el capitulo 6, se realizan los contrates de hipdtesis y también se presentan las
conclusiones finales y generales que se desprenden de los capitulos anteriores, dando una

respuesta global al objetivo principal.

El Anexol, Figuras complementarias, contiene figuras relacionadas a los capitulos 3 y

El Anexo 2, Metodologias alternativas para la cuantificacion de roya, tiene estrecha
relacidn con el cuerpo general de la tesis y una relacion puntual con el capitulo 3, ya que nos

permitio relacionar los cambios fisioldgicos observados con un nivel objetivo de roya.
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Capitulo 2: Alteraciones en el crecimiento.
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2.1- Introduccion.

Los alamos son considerados arboles de rdpido crecimiento, y alcanzan tasas de
crecimiento medias de 20-25 m® ha™ afio™. Sin embargo, los turnos de corta (entre 10 y 15
afios) hacen que las plantaciones estén continuamente expuestas a estreses bidticos y
abidticos. Ambos tipos de estrés afectan al crecimiento, la calidad de la madera y pueden
producir importantes pérdidas de volumen en plantaciones adultas préximas al turno de corta,
con la consecuente disminucion del valor comercial de los montes en pie (Casaubon et al.,

2002).

La roya es el principal estrés bidtico. El desarrollo de la roya produce importantes
pérdidas de rendimiento. Cuando plantas de Populus sp. son afectadas por la enfermedad
puede observarse una pérdida en altura del 15% y en didmetro a la altura del pecho del 23%,
que terminan significando pérdidas de volumen aéreo del orden del 50% (May De Mio &
Ruaro, 2008). Estas pérdidas son mayores a medida que aumentan el nivel de severidad de la
enfermedad (May De Mio et al., 2006). También se observé reduccion del crecimiento en las
raices en dos clones de Populus deltoides afectados por roya, que acumularon en el orden del
50% menos materia seca radical que las plantas sanas (Cortizo, 2014), con mayor disminucidn
en las raices finas (Cortizo et al., 2011). Asimismo, el grado en que es afectado el rendimiento
de una plantacién depende fuertemente de la susceptibilidad del material genético utilizado.
Las pérdidas pueden pasar de ser practicamente insignificantes en clones muy tolerantes a
rondar el 60% cuando el clon es muy susceptible (Widin & Schipper, 1981). También puede ser
afectada por la enfermedad la densidad de la madera, que depende en parte de la
retranslocacion de esqueletos carbonados y nutrientes desde las hojas (Steenackers et al.,
1996). En plantas de Populus deltoides del clon Onda se produjo una disminucion en la
densidad basica de la madera cuando las plantas presentaron roya, la cual fue minima el
primer afio de infeccidn pero se volvié significativa ante la reiteracién de la roya al segundo

ano (Cortizo, 2014).

La fertilizacién con nitrégeno actla en el sentido contrario a la roya. Al aumentar la
disponibilidad de nitrégeno para la planta se produce un aumento del crecimiento. Plantas de
Populus deltoides fertilizadas con N crecieron un 40% mds en biomasa total, luego de una
temporada de crecimiento (Coleman et al., 2004). También se produjo una redistribucion en la

acumulacidon de biomasa, tendiendo a aumentar la proporcidn de la parte aérea sobre la
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subterranea. Por lo tanto, el aumento en la disponibilidad de nitrégeno podria compensar el
efecto negativo de la roya en el crecimiento. Sin embargo, la mayor disponibilidad de
nutrientes en las hojas puede favorecer el crecimiento fungico ya que el hongo contara con un
sustrato mas nutritivo para su crecimiento. De esta manera puede incrementarse el nivel de
severidad de la enfermedad (Jensen & Munk, 1997; Robert et al., 2002) y por lo tanto sus
efectos negativos en el crecimiento. También se debe considerar que plantas con mayor
disponibilidad de nutrientes contardn con mas esqueletos carbonados para activar los
mecanismos de defensa que pueden limitar el crecimiento fungico. De esta manera, es dificil
predecir si las plantas con mas disponibilidad de nutrientes serdn mds o menos afectadas por

la roya, que las plantas con menor disponibilidad de nutrientes.
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2.2- Objetivos e hipétesis.

Objetivo 1.1: Determinar la magnitud en la disminucién del crecimiento y los posibles
cambios en densidad basica de la madera debidos a la infecciéon por roya, en condiciones de

cultivo en secano, en dos clones con susceptibilidad a roya contrastante.

Hipdtesis 1.1: La roya produce una disminucién en el crecimiento y en la densidad de la

madera, de mayor magnitud en el clon mas susceptible.

Objetivo 1.2: Determinar el efecto de la interaccién entre la roya y la disponibilidad de

nitrégeno sobre el crecimiento en plantas en macetas expuestas a alta competencia.

Hipdtesis 1.2: Al aumentar la disponibilidad de nitrégeno por la fertilizacidn, las
diferencias en el crecimiento entre plantas sanas y enfermas son menores porque mejora la

capacidad de las plantas para defenderse de la roya.
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2.3- Materiales y métodos.

2.3.1- Determinacion del agente causal de la roya, en los clones utilizados, en la ciudad

de La Plata.

La clasificacion de las especies de Melampsora sp. se basa principalmente en la
morfologia de las urediniosporas y teliosporas (Pei & Shang, 2005). Las urediniosporas
presentan un patrén de equinulaciones interrumpidas por un area lisa. La ubicacién de esta
area permite discriminar a las urediniosporas de M. larici-populina y M. alli-populina, que
presentan una superficie lisa en el apice, de las urediniosporas de M. medusae, las cuales
presentan una superficie lisa en el ecuador. Los hibridos entre M. larici-populina y M. medusae

presentan una superficie lisa tanto en el ecuador como en el apice (Spiers & Hopcroft, 1994).

Para confirmar el agente causal de la roya, se tomaron muestras de urediniosporas de
ambos clones. Se montaron en agua para luego observar la morfologia al microscopio y se

tomaron imagenes digitales para guardar registro de las urediniosporas.

2.3.2- Ensayo 1.

En la primera semana de agosto de 2010 se instalé un ensayo, simulando condiciones
de plantacién, en la estacion experimental Ing. Agr. Julio Hirschhorn ubicada en Los Hornos, La
Plata (34° 59' 5.73” de latitud sur y 57° 59' 49.56” de longitud oeste), perteneciente a la
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales (Universidad Nacional de La Plata). El suelo es un
Argiudol tipico (clasificacion USDA), sin uso forestal previo, con vegetacién herbacea
espontanea. El clima es templado, con temperaturas medias anuales de 16,3 <°C,
precipitaciones medias anuales de 993,9 mm (Figura 1) y humedad relativa media anual del 80

% debido a su cercania con el Rio de |a Plata.

Se utilizaron estacas (1 metro de largo) de dos clones de Populus deltoides de diferente
susceptible a la roya, el clon Onda y el clon ‘Australiano 106/60’. El clon Onda es originado de

Italia, sus padres son Populus deltoides var. missouriensis x Populus sp. (Padre no identificado).
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Fue seleccionado en Casale Monferrato a partir de semillas enviadas desde el Delta del Rio
Mississippi, Stoneville, EEUU. Se caracteriza por ser poco ramificado, con hojas de gran tamaiio
y muy susceptible a roya. El clon ‘Australiano 106/60’, es originario de Camberra, Australia y
fue seleccionado en el Department of Botany, Australian National University, de padres no
identificados. Fue seleccionado a partir de semillas de Populus deltoides procedentes de
College Station, Texas, EEUU. Es un clon mas ramificado, de hojas mas pequefias, poco

susceptible a roya.

Se plantaron 6 parcelas para cada clon, cada una compuesta por 36 plantas (6x6)
distanciadas 3 metros entre plantas y entre filas. En 3 parcelas de cada clon, las plantas se
pulverizaron con fungicida quincenalmente hasta punto de goteo, desde brotacion
(septiembre) hasta comienzo de la caida de hojas (mayo), considerando a estas plantas como
plantas sin roya (R-). En cada fecha de pulverizacién se realizd6 una inspeccion visual de la
totalidad de las plantas para verificar la ausencia de la enfermedad. Se utilizé un fungicida
sistémico con tebuconazole como principio activo (Folicur) a una dosis de 0,258g pa/l (Cortizo
et al., 2011). Las otras 3 parcelas de cada clon, no recibieron tratamiento alguno y por lo tanto
fueron susceptibles al ataque de roya por infeccién natural considerandolas como plantas con
roya (R+). La presencia de la enfermedad se verificd quincenalmente mediante el registro
ocular de la totalidad de las plantas de cada parcela. Se registrd la fecha en que aparecid la
enfermedad y el nivel de incidencia (confirmacidn visual de la presencia o ausencia de pustulas
sobre las hojas de una rama tomada al azar) para cada uno de los tratamientos, en cada una de
las temporadas. Ademas, se estimé el nimero de pustulas por cm” de hoja como una medida
de la severidad de la enfermedad en las primeras dos temporadas para ello se tomaron
muestras de las hojas mas afectadas (discos de 17,5 mm de didmetro) a las cuales se les conto
el numero de pustulas por unidad de area (mediante el uso de fotografias de gran resolucion y
del programa Image Tool). En consecuencia este ensayo tuvo 4 tratamientos: clon Onda sin
roya (O R-), clon Onda con roya (O R+), clon ‘Australiano 106/60’ sin roya (A R-) y clon
‘Australiano 106/60’ con roya (A R+). Las parcelas se distribuyeron al azar dado que no se
observd ningun gradiente ambiental que justificara agregar bloques. Por lo tanto el disefio

experimental quedé conformado por 2 factores: clon (O y A) y roya (R-y R+).

Desde la plantacion hasta agosto de 2014, fecha en que se dio por finalizado el
experimento, se realizaron tareas silviculturales para evitar algunos factores de estrés, como
desmalezado mecanico periddico entre filas, desmalezado quimico mediante la aplicacién de
glifosato (3 | ha™) alrededor de las plantas y control de hormigas mediante la aplicacién de

cebo granulado, también alrededor de las plantas (sulfluramida, Hortal).
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La temporada 2010-2011 fue particularmente seca (Figura 1) y se observd una
mortalidad del 30% de los individuos. La reposicion de los individuos muertos se realizé en
agosto de 2011. La disparidad en edad de los individuos se considerd aceptable ya que refleja

las practicas silviculturales habituales que incluyen la reposicidn de individuos muertos.
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Figura 1: Grafico donde se representan: temperatura media, temperatura histdrica,
precipitaciones acumuladas mensuales histéricas y precipitaciones registradas durante el
experimento (agosto de 2010 a julio de 2014).

En julio de 2014 se midid la altura y el didametro a la altura del pecho (DAP) de todas las
plantas. Posteriormente se procedié a cortar al ras del suelo un minimo de 10 plantas por
tratamiento (n=52), uniformemente distribuidas en funcidn de las alturas, las cuales se
pesaron completamente mediante el empleo de un dinamodmetro (precisién de 0,1 kg) para
obtener el peso fresco aéreo total. Se eligieron plantas que cubrieran la variacién existente en
cada tratamiento en altura para que la funcién predictora a ajustar fuese aplicable a la
totalidad de los valores de altura existentes. Luego se tomé una rodaja del tronco de 5 cm de
ancho con corteza de la parte basal (entre los 20 y 40 cm desde el suelo) de cada una de estas
plantas a la cual se le determind el peso fresco. Se colocaron las muestras en estufa (60 °C)
hasta peso constante y se calculé el contenido de humedad de la madera. Con este valor por
tratamiento, se calculd el peso seco total (PST = peso fresco aéreo total * contenido de
humedad / 100) de cada planta. Se asumid un contenido de humedad constante ya que las

plantas estaban en reposo otoiial.
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Con los valores de altura, DAP y PST obtenidos para las plantas muestreadas, se ajustd
una ecuacion para poder determinar el PST del resto de las plantas del ensayo, a las que sdlo
se les midié altura y DAP. Se ajusté una recta para cada tratamiento y otra para el conjunto de
los datos sin considerar los tratamientos. El ajuste fue mejor para el conjunto de los datos
porque la magnitud del cambio en la densidad basica es despreciable en relacion al efecto que
tienen el DAP y la altura en el peso. Por lo tanto, se utilizé la misma ecuacion para determinar

PST de los dos clones en plantas sanas y enfermas. La ecuacion fue la siguiente:
PST = 0,507 + (0,0002 * H *DAP?) (p<0,001y R*=0,967)

Por otro lado, de esas mismas muestras para PST se tomd una submuestra para
determinar la densidad basica de la madera (n=52), tomando como referencia la norma TAPPI
(Technical Association of the Pulp and Paper Industry) T 258 om-94 (Arango et al., 2001;
Monteoliva & Senisterra, 2008). Las muestras fueron descortezadas, colocadas en agua
durante 48 hs hasta que se encontraron saturadas de agua y luego se determind el volumen
saturado mediante el pesaje del volumen de agua desplazado. Posteriormente se pusieron en
estufa (60 °C) hasta peso constante y se obtuvo el peso anhidro. La densidad bdsica de la
madera se calculdé como el cociente entre el peso anhidro y el volumen saturado. Para
confirmar la independencia entre la densidad bdsica de la madera y el diametro, se ajusté una

regresion lineal simple entre ambos parametros.

2.3.3- Ensayo 2.

En la primer semana de agosto de 2012, se instalé un ensayo en macetas de 40 litros
rellenas con una mezcla de arena vy tierra (relacién 10/1) en las dependencias del INFIVE
(34°54'45.64" de latitud sur y 57°55'51.01” de longitud oeste), lugar que presenta condiciones
ambientales similares a las del ensayo 1. Se utilizaron estacas de 40cm de longitud de los
clones Onda y ‘Australiano 106/60’, clones que fueron usados en el ensayo 1. Las macetas se
ubicaron en un predio abierto, alejado de edificios y se regaron periédicamente para mantener
el suelo a capacidad de campo en funcién de las precipitaciones que ocurrieron durante el

ensayo.

En este ensayo se compararon plantas con y sin roya de ambos clones siguiendo la
misma metodologia que en el ensayo 1, pero ademas se compararon dos disponibilidades de

nitrégeno. Para lograr esto, la mitad de las plantas recibié dos adiciones de nitrégeno (N, 5g de
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urea) en los dias 26 de octubre y 21 de diciembre de ese afio. La dosis utilizada se estimé en
funcién de las dosis utilizadas en plantaciones (Achinelli et al., 2003) y el hecho de realizar la
aplicacion en dos momentos diferidos en el tiempo fue para evitar posible toxicidad del

fertilizante.

Se utilizaron 5 plantas por tratamiento distribuidas de forma aleatoria. Los
tratamientos fueron los siguientes: clon Onda sin roya sin N (O R-N-), clon Onda sin roya con N
(O R-N+), clon onda con roya sin N (O R+N-), clon Onda con roya con N (O R+N+), clon
‘Australiano 106/60’ sin roya sin N (A R-N-), clon ‘Australiano 106/60’ sin roya con N (A R-N+),
clon ‘Australiano 106/60’ con roya sin N (A R+N-) y clon ‘Australiano 106/60’ con roya con N (A
R+N+). Por lo tanto el disefio experimental quedo conformado por 3 factores: clon (O y A),

roya (R-y R+) y nitrogeno (N-y N+).

Luego de la caida otoiial de las hojas, en julio de 2013, se midio altura y diametro del
tallo a la altura del cuello (DAC) de todas las plantas. Se corté el tallo desde el DAC, se lavaron
las raices y se coloco todo el material en estufa a 60 °C hasta peso contante. Posteriormente se
discrimind entre tallo, estaca, raices finas (menores a 5mm) y raices gruesas (mayores a 5mm),

y se pesaron para obtener la biomasa total y por compartimento.

2.3.4- Analisis estadistico y presentacion.

Para el andlisis estadistico se utilizé el Analisis de la Varianza (ANOVA) y el test de
Duncan, ambos con una significancia del 95%. En el ensayo 1 los factores considerados fueron

Clon (C) y Roya (R). En el ensayo 2 ademas se incorpord el factor nitrogeno (N).

Para la realizacion de las figuras se tomaron las medias y los errores estandar
provenientes de los ANOVA realizados. Ademds, los valores de p derivados del ANOVA se
muestran en la figura resaltdndose en negrita el factor o los factores estadisticamente
significativos (dentro del grafico sobre la parte superior). Cuando fue necesario, se agregé a la
figura (a la derecha del grafico) el/los test de Duncan de los factores o interacciones con

diferencia significativa.
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2.4- Resultados.

2.4.1- Determinacion del agente causal.

Las urediniosporas encontradas eran de forma ovoide u oblonga, y presentaban en la
zona central una superficie lisa (Figura 1). La presencia de la zona lisa en la parte central nos
indica que la especie es Melampsora medusae. La misma especie fue citada para los clones de
Populus deltoides utilizados en esta tesis en la zona del Delta del Parana (Cortizo, 2014; Cortizo

& Romero, 2000).

Figura 1: Imagenes al microscopio o6ptico (100x) de las urediniosporas de Melampsora
medusae presentes hojas del clon Onda (a, b y c) y en el clon “Australiano 106/60° (d, e y f).

2.4.2- Ensayo 1.

La aparicion de los primeros sintomas de la enfermedad ocurrié los primeros dias de
febrero en la temporada 2010-2011, a mediados de marzo en la temporada 2011-2012,
principios de enero en la temporada 2012-2013 y mediados de febrero en la temporada 2013-
2014. Las plantas de las parcelas pulverizadas no presentaron roya en ninguno de los afios
(incidencia 0 %). Todas las plantas de las parcelas no pulverizadas presentaron roya todos los
afios (incidencia 100 % para ambos clones). El nimero de pustulas maximo registrado por cm™

fue de 51,2 para el clon Onda y de 6,7 para el clon ‘Australiano 106/60’ en la temporada 2010-
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11 mientras que en la temporada 2011-2012 fue de 44,8 y 15,3 pustulas por cm™ para el clon

Onday ‘Australiano 106/60’, respectivamente.

Al finalizar el ensayo, la altura fue menor en las plantas enfermas que en las plantas
sanas. En el clon Onda la reduccidn en altura fue del 50 %, mientras que en el clon ‘Australiano
106/60’ la reduccién fue del 20 % (Figura 2). En DAP la tendencia fue la misma. Sin embargo, si
bien hay una reducciéon significativa del 55 % para el clon Onda, para el clon ‘Australiano
106/60’ la reduccion fue del 20 % para las plantas enfermas, no llegando a ser significativa

(Figura 3).
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Figura 2: Altura promedio de las plantas para los diferentes tratamientos luego de 4
temporadas de crecimiento a campo con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon
‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el margen superior derecho se
observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltados en negrita los factores estadisticamente
significativos. Letras diferentes significan diferencias significativas entre los tratamientos (test
de Duncan, p<0,05).

El peso seco total por planta del clon ‘Australiano 106/60’ fue similar entre plantas
sanas y enfermas. En cambio, en el clon Onda hubo una disminucion del 75 % en el peso de las

plantas enfermas con respecto a las sanas (Figura 4).
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Figura 3: Didmetro del tallo a 1,3 m de altura (DAP) (cm) promedio de las plantas para los
diferentes tratamientos, luego de 4 temporadas de crecimiento a campo con sus respectivos
errores estandar. Clon Onda (0O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-).
Sobre el margen superior derecho se observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltados en
negrita los factores estadisticamente significativos. Letras diferentes significan diferencias
significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).
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Figura 4: Peso seco total (kg planta™) promedio de las plantas para los diferentes tratamientos
luego de 4 temporadas de crecimiento a campo, con sus respectivos errores estandar. Clon
Onda (0), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el margen superior
derecho se observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltados en negrita los factores
estadisticamente significativos. Letras diferentes significan diferencias significativas entre los
tratamientos (test de Duncan, p<0,05).
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La densidad basica de la madera (DB) fue diferente entre clones. En el clon Onda la DB
fue del orden de los 400 kg m™ mientras que en el clon ‘Australiano 106/60’ fue menor (370 kg
m™), con una disminucién debido a la roya sélo para el clon Onda (Figura 5). Las diferencias en
la DB no se debieron a las diferencias en DAP ya que cambios en el DAP no implican cambios

en la DB (Figura 6).
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Figura 5: Densidad basica (kg m™) de la madera promedio de las plantas, para los diferentes
tratamientos luego de 4 temporadas de crecimiento a campo, con sus respectivos errores
estandar. Clon Onda (0), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el
margen superior derecho se observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltados en negrita
los factores estadisticamente significativos. Letras diferentes significan diferencias
significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).
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Figura 6: Densidad bésica de la madera (kg m™) en funcién del DAP (cm) para los diferentes
tratamientos. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre
el margen superior derecho se observan los valores de r’ y p de la regresion.

2.4.3- Ensayo 2.

La aparicion de los primeros sintomas de la enfermedad ocurrié los primeros dias de
enero de 2013. Las plantas pulverizadas de ambos clones no presentaron roya (incidencia 0%).
Todas las plantas no pulverizadas en ambos clones presentaron roya (incidencia 100 %).EI nivel
de severidad fue del 70 % en plantas del clon Onda mientras que fue del 30 % en plantas del
clon ‘Australiano 106/60’. No hubo diferencias en la severidad de roya entre las plantas con

baja y alta disponibilidad de N.

La altura de las plantas fue modificada por la disponibilidad de nitrégeno, por la royay
también por el clon; sin embargo no hubo interaccién entre los factores. Al aumentar la
disponibilidad de nitrégeno hubo un incremento en la altura de aproximadamente el 30 % para
ambos clones, tanto en las plantas sanas como las enfermas. La altura fue menor en las plantas
enfermas que en las plantas sanas. En el clon Onda, la reduccidn en altura fue del 5 % y en el
clon ‘Australiano 106/60’ la reduccidn fue del 25 %, independientemente de la disponibilidad

de nitrégeno (Figura 7).
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El DAC fue modificado por la disponibilidad de nitrégeno y la infeccidn por roya, sin
interaccion entre los factores. Hubo un aumento del DAC cuando las plantas fueron
fertilizadas, el cual rondé el 30 % (y puntualmente del 60 % al comparar los tratamientos O R-
N- y O R-N+). La roya produjo una reduccién en el DAC del orden del 25 % en el clon
‘Australiano 106/60’ al comparar plantas con roya y planas sin roya. En el caso del clon Onda,
la reduccion en DAC fue del 20 % al comparar plantas sanas y enfermas con alta disponibilidad
de nitrégeno. No hubo reduccién cuando las plantas se encontraban con baja disponibilidad de

nitrégeno (Figura 8).

3,5 .
Factor p 8'0” :\Agg'g
c 0,035 T A 228a
301 R 0,012 | ;
N 0,001
CxR 0,079 Roya Media
2549 CxN 0,668 R- 2,28 a
Rx N 0,628 R+ 1,88 b
CxRxN 0,934
E 20 - Nitrog. Media
= N- 1,79b
o N+ 239a
5 —
= 1,5 A E—
1,0 A —
0,5 1 —
0,0 T T T . — T T T T

O R-N- O R+N- O R-N+ O R+N+ AR-N- AR+N- AR-N+ A R+N+

Figura 7: Altura promedio de las plantas para los diferentes tratamientos con sus respectivos
errores estandar. Clon Onda (0O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-), sin
nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen superior izquierdo se observa el valor de
p derivado del ANOVA, resaltados en negrita los factores estadisticamente significativos. Sobre
el margen derecho se presentan los test de Duncan (p<0,05) correspondientes.
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Figura 8: Diametro a la altura del cuello promedio de las plantas para los diferentes
tratamientos con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’
(A), con roya (R+) y sin roya (R-), sin nitrogeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen
superior izquierdo se observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltados en negrita los
factores estadisticamente significativos. Sobre el margen derecho se presentan los test de
Duncan (p<0,05) correspondientes.
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Figura 9: Biomasa total (g) de las plantas para los diferentes tratamientos con sus respectivos
errores estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-), sin
nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen superior izquierdo se observa el valor de
p derivado del ANOVA de la biomasa subterranea total, resaltados en negrita los factores

estadisticamente significativos. Sobre el margen derecho se presentan los test de Duncan
(p<0,05) correspondientes.
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La biomasa total vario segun la disponibilidad de nitréogeno (p=0,001), la infeccién con
roya (p=0,015) y segun el clon (p=0,041); sin interaccidon entre los factores. Al aumentar la
disponibilidad de nitrogeno se produjo un aumento en la produccidon de biomasa total de
aproximadamente el 100 % en el clon ‘Australiano 106/60’, tanto en plantas sanas como
enfermas. En el caso del clon Onda aumenté la acumulacién de biomasa total
aproximadamente el 250 % al comparar las plantas sin roya con baja y alta disponibilidad de
nitrégeno mientras que en las plantas enfermas el aumento debido a la mayor disponibilidad
de nitrégeno fue del 60 %. La presencia de la roya produjo una disminucién en la acumulacién
de biomasa total. Esta disminucion fue del 50 % en el clon ‘Australiano 106/60’, comparando
las plantas sanas con las enfermas. Sin embargo, si bien en el clon Onda con alta disponibilidad
de nitrégeno la disminucién en la acumulacién de biomasa fue del mismo orden
(aproximadamente 50 %), cuando las plantas se encontraron con baja disponibilidad de

nitrégeno la acumulacion de biomasa total fue similar en plantas sanas y enfermas (Figura 9).

La tendencia observada en la acumulacién de biomasa total se mantuvo cuando la
biomasa fue analizada por compartimentos. Hubo una disminucién en la acumulacion de
biomasa subterrdnea debido a la escasez de nitrégeno y a la roya. Asimismo queda
evidenciada una mayor produccion de raices en el clon ‘Australiano 106/60’ al compararlo con

el clon Onda (Figura 10).

También se mantuvo esta misma tendencia en la acumulacién de biomasa aerea. La
mayor disponibilidad de nitrégeno se reflejo en un aumento de la biomasa aérea, tanto de
tallos como de la estaca, mientras que la presencia de roya redujo la biomasa aérea (Figura

11).
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Figura 10: Biomasa subterranea (g) de las plantas para los diferentes tratamientos con sus
respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin
roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen superior izquierdo se
observa el valor de p derivado del ANOVA de la biomasa subterranea total, resaltados en
negrita los factores estadisticamente significativos. Sobre el margen derecho se presentan los
test de Duncan (p<0,05) correspondientes.
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Figura 11: Biomasa aérea (g) de las plantas para los diferentes tratamientos con sus
respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin
roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrdgeno (N+). Sobre el margen superior izquierdo se
observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltados en negrita los factores estadisticamente
significativos. Sobre el margen derecho se presentan los test de Duncan (p<0,05)
correspondientes.
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2.5- Discusion.

Los dos clones de dlamo utilizados son ampliamente cultivados en el Delta del Paran3,
en la zona nucleo de produccion forestal. El clon Onda ha sido evaluado experimentalmente
bajo regadio en Rio Negro, en donde alcanzé un DAP de 6 cm a los 2 afios (Thomas & Garcés,
2011) y un DAP de 10,8 cm a los 4 afios (Thomas & Cortizo, 2014); valores similares fueron
registrados en el clon ‘Australiano 106/60’ a la misma edad en el Delta del Parana (Cortizo &
Monteverde, 2011). Ambos registros son muy superiores al crecimiento alcanzado en el
ensayo 1. La diferencia posiblemente se debe a que en nuestro experimento el cultivo se
realizd en secano, y particularmente los veranos 2010-11 y 2011-12 fueron excepcionalmente
secos produciendo eventos de estrés hidrico (Figura 1). De esta manera, los resultados
obtenidos en este ensayo deben ser interpretados como el resultado de la interaccién de la
roya con otros estreses abioéticos, a los que estan sometidas las plantas que crecen a campo. Si
bien los ensayos a campo no permiten aislar el efecto de la enfermedad del resto de los
factores, tienen la ventaja de que el crecimiento no es limitado artificialmente y que

representan las condiciones tipicas de la produccién forestal.

El crecimiento en altura disminuyé en ambos clones como consecuencia de la
enfermedad (Figura 2). Sin embargo, en el clon ‘Australiano 106/60’ la roya no redujo
marcadamente ni el crecimiento en el DAP (Figura 3), ni el peso seco total (Figura 4), tal como
lo hizo en el clon Onda. La fuerte reduccion en el peso total de la planta en el clon Onda
enfermo, se debid a la gran reduccidn de altura y didmetro del tallo, junto con una marcada
reduccion de la densidad bdsica de la madera (Figura 5). Contrariamente, en el clon
‘Australiano 106/60’ la enfermedad redujo la altura en menor medida, tendio a reducir el DAP
y no modificd la densidad de la madera, por lo que la materia seca aérea total de la planta no

se redujo significativamente con la enfermedad.

En cada clon, las diferencias encontradas entre plantas sanas y enfermas se deben a la
susceptibilidad diferencial. Estas diferencias en la susceptibilidad pueden deberse a varios
motivos: a la arquitectura de la planta, a grosor de la cuticula, a diferencias en la rugosidad en
la superficie foliar, o a la orientacion y tamafio de la hoja que alteren la probabilidad de que la
espora del hongo sea interceptada, y la arquitectura de la copa, que puede determinar que se
den las condiciones de temperatura y humedad sobre la hoja posibilitando la germinacion de

la espora (Siwecki & Przyby, 1981). También es posible que el clon ‘Australiano 106/60’ genere
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algun tipo de reaccion de defensa temprana y mas fuerte frente al ataque de roya, que
reduzca la virulencia del parasito; entre éstas se pueden encontrar la sintesis de metabolitos
secundarios, hormonas, fitoalexinas, especies reactivos del oxigeno y proteinas relacionadas
con la patogénesis (Miranda et al., 2007; Vrancken et al., 2013; Zhang et al., 2009). En funcidn
de estas caracteristicas, los procesos de asimilacion de carbono seran afectados en diferente
magnitud (capitulo 3) como asi también la dindmica foliar y la retranslocacién de nutrientes a

los tejidos de reserva (capitulo 4).

La densidad basica de la madera registrada (Figura 5) en ambos clones estd en el rango
de lo reportado para otros clones de Populus en Estados Unidos, la cual vario entre 290 y 460
kg m™ (DeBell et al., 2002). En éstos y otros clones de Populus deltoides, la densidad de la
madera no se relaciond consistentemente con la tasa de crecimiento (Klasnja et al., 2008). En
este sentido, las plantas sanas del clon Onda, que crecieron mas que el clon ‘Australiano
106/60’, son las que tuvieron mayor densidad de la madera, reafirmando que no hay una
relacion negativa entre tasa de crecimiento y densidad de la madera. El clon ‘Australiano
106/60’ tuvo una densidad de la madera similar en plantas sanas y enfermas (Figura 5).
Posiblemente, dado el bajo nivel de severidad de la enfermedad en este clon, la reduccién en
la retranslocaciéon de nutrientes y fotoasimilados al tallo no fue afectada significativamente por

la roya, que tampoco redujo el diametro del fuste (Figura 4).

Las variaciones observadas en el ensayo 1 entre plantas sanas y enfermas del clon
Onda se debieron quizds a que la enfermedad redujo la capacidad de fijar carbono, como
también redujo la retranslocacion de fotoasimilados y nutrientes hacia el tallo. Es asi que,
posiblemente, las plantas enfermas posean paredes celulares mas delgadas, que redunden en
menor densidad de la madera. De esta manera, el sistema de sostén y conduccién necesario
para el crecimiento se construye con menor cantidad de materia seca (Larjavaara & Muller-
Landau, 2010). Sin embargo en Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco, la enfermedad foliar
causada por Phaeocryptopus gaeumannii (Rohde) Petrak aumenté la densidad de la madera
porque aumento la proporcidn de lefio tardio con respecto al temprano (Johnson et al., 2005).
En el caso del dlamo, no existe diferenciacion tan marcada entre las propiedades de los lefios
(tamafio del lumen y engrosamiento de la pared secundaria de las fibras), y posiblemente por
eso la enfermedad reduce la densidad de la madera. Consistentemente, en el clon Onda, se
observo reduccion en la densidad de la madera en guias de 1 afio producidas a partir de cepas
que estuvieron enfermas previamente durante dos veranos en el Delta del Parana, en
comparacién con guias derivadas de cepas sanas (312 vs 323 kg m™ guias de cepas enfermas y

sanas, respectivamente) (Cortizo, 2014). Los valores de DB determinados en nuestro
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experimento son mayores que los reportados en Cortizo (2014), posiblemente porque la
densidad de la madera puede incrementarse con la edad de los arboles (DeBell et al., 2002).
Asimismo, en ambientes mas secos la densidad de madera es mayor que en climas mas
himedos (Goyal et al., 1999); como los estaqueros utilizados por Cortizo (2014) estan
instalados en el Delta del Rio Parana, donde la disponibilidad de agua es mayor que en la
estacion experimental Ing. Agr. Julio Hirschhorn, la disponibilidad de agua que tuvieron las
plantas también puede explicar la mayor DB registrada en nuestro experimento. En cuatro
ambientes diferentes en Canada, la DB de un clon de P. deltoides, a los 3 afios de edad, varid
entre 470 y 380 kg m™; sin embargo, las diferencias se fueron reduciendo con la edad de los
arboles, y a los 10 afios en todos los sitios la DB fue de 380 kg m? (Pliura et al., 2006). Otra
causa de la marcada diferencia en la DB entre guias que se producen en estaqueros, con
plantas creciendo con poco espaciamiento, y plantaciones mds espaciadas, es la diferente
competencia entre individuos. En un estaquero, el cierre de canopeo se produce
tempranamente, y el sombreo estimula el alargamiento de los entrenudos y por lo tanto, el
crecimiento en altura. Al contrario, en nuestro experimento, las plantas estaban distanciadas,
sin competencia entre individuos, con radiacién directa en la totalidad de la copa. Con
irradiancias moderadas a altas se reduce el alargamiento de los tallos. A su vez, la mayor
exposicién al viento en plantaciones mas espaciadas incrementa el estrés mecanico, que
propicia el aumento de la densidad de la madera, lo que contribuye a reducir el riesgo de

quiebre y mantener la posicién vertical del arbol (Fournier et al., 2013).

Cuando analizamos los resultados del ensayo 2, observamos que la altura y el DAC
aumentan en un 30 %, en las plantas con mayor disponibilidad de nitrégeno,
independientemente del clon. Consecuentemente, con la fertilizacion nitrogenada la biomasa
aumenta en plantas sanas en un 100 % en el clon ‘Australiano 106/60" y en un 250 % en el clon
Onda. Aumentos del orden del 40 % fueron reportados para Populus deltoides en los Estados
Unidos (Coleman et al., 2004), por lo que estos resultados son semejantes a los obtenidos en
este estudio. Sin embargo, en plantas enfermas del clon Onda el aumento debido a la
fertilizacion es sélo del 60 % (Figuras 7 y 8). En este mismo ensayo, cuando las plantas
presentaron roya se produjo una reduccién en el crecimiento, en concordancia con los
resultados del ensayo 1. Sin embargo, la reduccidn en altura (Figura 7) y DAC (Figura 8) fue
mucho mas marcada en el clon ‘Australiano 106/60’ que el clon Onda, a la inversa de lo
observado en el ensayo a campo. Una posible explicacién a esta situacién podria ser la forma
en que se realizd el ensayo. En el ensayo en macetas las plantas de ambos clones se

encontraban mezcladas y a una distancia de aproximadamente 50 cm entre plantas, y por lo
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tanto expuestas a una fuerte competencia por luz. La arquitectura de la copa del clon
‘Australiano 106/60’ seguramente lo favorecié en comparacién con el clon Onda, el cual puede
desarrollar su potencial en condiciones de mas disponibilidad de luz como en el ensayo a
campo (ensayo 1). Ademas, la alta densidad de plantas del ensayo pudo haber dificultado el
movimiento del aire creando un ambiente relativamente mas himedo, el cual pudo favorecer
el desarrollo de la enfermedad, cdmo sugieren los altos niveles de severidad encontrados (70
% para el clon Onda y 30 % para el con ‘Australiano 106/60’). La diferencia en el efecto de la
roya sobre el clon ‘Australiano 106/60’ en los ensayos a campo y en contenedores puede
deberse a que, en condiciones de baja o moderada severidad de la enfermedad (ensayo 1), el
clon ‘Australiano 106/60’se comporta con mayor tolerancia, sin diferencias claras en el
crecimiento entre plantas sanas y enfermas, posiblemente debido a la produccién de
compuestos secundarios. Sin embargo, cuando los niveles de infeccién son altos, como el caso

del ensayo 2, el costo de esas defensas podria repercutir negativamente en el crecimiento.

La reduccion en la acumulacién de biomasa total por efecto de la roya fue del 50 %
cuando comparamos las plantas sanas y las enfermas, exceptuando las plantas sanas y
enfermas del clon Onda con baja disponibilidad de nitrégeno, donde no hubo diferencias en la
acumulacién de biomasa (Figura 9). Este patrdn se repite en la acumulacién de biomasa aérea
(Figura 11). La reduccion en la acumulacion de biomasa subterranea toma valores del 50 % en
el caso del clon ‘Australiano 106/60’ mientras que para las plantas del clon Onda con alta
disponibilidad de nitrégeno la reduccion llegd al 65 % cuando tienen roya (Figura 10). Si bien
estadisticamente no hubo interaccién entre la roya y disponibilidad de nitrégeno, de los
resultados anteriores se pueden extraer algunas observaciones. Puntualmente para el clon
Onda, cuando la disponibilidad de nitrégeno es baja no hay efecto de la roya y tanto las
plantas sanas como enfermas tienen valores de biomasa total similares. Ahora, cuando
analizamos para cada clon, las pérdidas en la acumulacién de biomasa total, aérea y
subterrdnea, son mayores cuando las plantas se encuentran con alta disponibilidad de
nitrégeno. Esta respuesta posiblemente se deba a que sobre las hojas con mas nitrégeno se
acorta el ciclo reproductivo de la roya (Jensen & Munk, 1997; Robert et al., 2002).
Posiblemente las esporas del hongo germinen y crezcan mas rapido en las hojas con mas
nutrientes. Es asi que probablemente se produzcan mas ciclos de infeccién y mayor
crecimiento fungico dentro de cada hoja de plantas fertilizadas. Este crecimiento fungico
demandara mas nutrientes y esqueletos carbonados y tornard a las hojas enfermas destino de
mas nutrientes, provenientes de otros drganos. Posteriormente, una gran proporcién de estos

nutrientes caerdn con las hojas, ya que la enfermedad acelera la abscisidn foliar. Por lo tanto,
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la enfermedad afectarda en mayor proporcién el crecimiento de las plantas con mas

disponibilidad de nitrégeno en el suelo.
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2.6- Conclusiones.

En condiciones de campo en secano, sin competencia entre las plantas, la roya
produce una fuerte reduccion del crecimiento en altura y DAP en el clon Onda mientras que en

el clon ‘Australiano 106/60’ estos efectos son menores.

Bajo esas mismas condiciones, en el clon Onda hay una disminucién en la densidad

bésica de la madera debido a la roya, no asi para el clon ‘Australiano 106/60’

Como consecuencia de las pérdidas en crecimiento en altura, DAP y DB el peso seco
total por planta se reduce notoriamente en el clon Onda cuando las plantas estan enfermas.

No ocurre lo mismo en el clon ‘Australiano 106/60’.

En plantas mas pequeias, en maceta con riego frecuente, bajo fuerte competencia
entre plantas por luz, la disminucidn en altura y DAC en las plantas con roya es mas notoria en

el clon ‘Australiano 106/60’.

Bajo esas mismas condiciones, la pérdida en la acumulacién de biomasa es similar en

ambos clones, aunque para el clon Onda se ve mas resentida la biomasa subterranea.
La disponibilidad de nitrégeno no interacciona con la presencia de la roya.

El efecto de la roya sobre los distintos clones depende de la interaccidon con otros

factores de crecimiento (luz, agua y nutrientes).
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3.1-Introduccion.

En el capitulo 2 demostramos que la presencia de la roya produce una disminucion en
el crecimiento. La causa de esta disminucidon se debe a que la roya, al igual que otros
patdgenos, altera varios procesos fisioldgicos a nivel foliar. Trabajos transcriptémicos revelan
que, en las interacciones compatibles entre Melampsora sp.-Populus sp., genes asociados con
la fotosintesis son regulados negativamente mientras que genes asociados a la respiracion y
procesos de defensa son regulados positivamente (Azaiez et al., 2009; Miranda et al., 2007;
Rinaldi et al., 2007). La disminucidn de la fotosintesis en los tejidos infectados se observa junto
con una disminucidn de otros procesos de asimilacién, y se observa conjuntamente un
aumento en la respiracion y otras rutas metabdlicas para generar los recursos requeridos para
la reaccion de defensa (Major et al., 2010). Ademas, las hifas que invaden el mesdfilo son
capaces de alterar el metabolismo de la hoja para favorecer la movilizacién de metabolitos

hacia las células fungicas (Berger et al., 2007; Rinaldi et al., 2007).

A pesar de que la interaccion Populus sp-Melampsora sp se ha convertido en un
modelo para estudios genéticos y moleculares, existen pocos acercamientos fisioldgicos que
describan la respuesta del hospedante al patégeno. En este sentido, se observé en hojas de
Populus cathayana infectadas con roya que la fotosintesis y la conductancia estomatica
disminuyen a la mitad con respecto a hojas sanas, aunque no se reduce la concentracién de
clorofila (Zhang et al., 2009). Sin embargo, estos cambios fisiolégicos estan bien documentados
en otros patosistemas, en los cuales se observaron disminuciones de la fotosintesis de
diferentes magnitudes, como por ejemplo del 50% en hojas de Salix sp. infectadas con roya
(Toome et al., 2009) y de hasta 80% en hojas de Phaseolus vulgaris afectadas por Uromyces
appendiculatus (Bassanezi et al., 2001). En estos casos, la reduccion en la fotosintesis esta
asociada con una disminucién en el contenido de clorofilas y en la conductancia estomatica. La
disminucién en la fotosintesis neta puede también deberse a un aumento en la respiracion.
Por ejemplo, la disminucion en la fotosintesis que se observa en hojas de Triticum aestivum
infectadas con Puccinia triticina es acompafiada con un aumento en la respiracidon del 50%
(Carretero et al., 2011). Este aumento en la respiraciéon (emision de CO,) detectado en las
hojas infectadas puede deberse tanto al aumento en la respiracion del hospedante como a la

respiracion propia del hongo.
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Sin embargo, en otro trabajo, se observd que Melampsora larici-populina reduce la
fotosintesis neta de Populus cathayana mas del 50%, aunque el nivel de dafio en el
fotosistema Il es muy leve (Fv/Fm =0,84 en plantas sanas y 0,78 en plantas enfermas) (Zhang et
al., 2009). También el intercambio gaseoso puede reducirse, debido a que las hifas ocuparian
la cavidad subestomatica y los espacios intercelulares (Spiers & Hopcroft, 1988) y producirian
la pérdida de estructura del meséfilo. Este tipo de dafio reduciria el intercambio gaseoso a
través de los estomas y puede aumentar la resistencia hidraulica en el interior de la hoja,
afectando la fotosintesis y el estado de hidratacién foliar independientemente de la integridad

del sistema fotosintético.

Es importante destacar que la capacidad fotosintética de una planta no es la misma en
todos los ambientes, sino que depende en gran medida de los recursos disponibles, como
temperatura, nutrientes y agua. Si la temperatura y el agua no son limitantes, los nutrientes
pueden afectar la fotosintesis y el nivel de dafo que produzca la enfermedad. La fotosintesis
depende en gran medida del estado nutricional de las hojas, particularmente del contenido de
nitrégeno. Existe una relacion muy fuerte entre el aumento en el contenido de nitrégeno en
las hojas de plantas C3 y el aumento en la tasa fotosintética, la cual es ampliamente aceptada
(Evans, 1989). La fotosintesis aumenta un 100% cuando plantas de Populus deltoides son
fertilizadas con nitrégeno ya sea en forma de nitrato o amonio (Li et al., 2014). Si bien la mayor
disponibilidad de nitrogeno tiene un efecto positivo sobre la capacidad fotosintética
seguramente también puede tener un efecto sobre el dafo ocasionado por la enfermedad,
aunque en este sentido la informacidon no es concluyente. Diferentes trabajos sobre la
interaccidn Triticum aestivum-Puccinia triticina bajo diferentes tratamientos de fertilizacidn
con nitrégeno afirman que no hay mayor dafo sobre el aparato fotosintético, particularmente
reduccion de la fotosintesis neta, cuando la disponibilidad de nitrégeno aumenta (Carretero et
al., 2011; Robert et al., 2005). Sin embargo, si se incrementa la capacidad fotosintética,
mejoraria la disponibilidad de fotoasimilados indispensables para que las plantas desarrollen
las modificaciones morfoldgicas y fisioldgicas que les permitan tolerar estreses bidticos y
abidticos (Kreuzwieser et al., 2002). Por otro lado, si bien altos contenidos de nutrientes
aumentan la capacidad de desarrollar mecanismos de defensa de las plantas, también
aumenta la disponibilidad de compuestos necesarios para el crecimiento de los patdgenos, por
lo que la incidencia de las enfermedades flngicas foliares puede ser mayor en las plantas que

crecen con mayor disponibilidad de nutrientes (Tavernier et al., 2007).

Por lo tanto, es importante evaluar de manera integrada y en un mismo patosistema

como son afectados los procesos fisioldgicos a nivel de hoja en la interaccidén entre Populus
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deltoides y Melampsora medusae.
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3.2- Objetivos e hipétesis.

Objetivo 2: Analizar los cambios en ciertos parametros fisioldgicos a nivel foliar debido
a la presencia de la enfermedad (y su interaccién con la disponibilidad de nitrégeno) y poder

correlacionar estos cambios con el grado de infeccidn.

Hipdtesis 2: La magnitud de los cambios ocurridos en los parametros fisioldgicos a

nivel foliar se relaciona con el grado de infeccion.
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3.3-Materiales y métodos.

3.3.1- Ensayos.

Para cumplir con los objetivos planteados en este capitulo se utilizaron hojas

provenientes de los ensayos 1y 2, previamente descriptos en el capitulo 2.

3.3.2- Mediciones fisioldgicas.

Todas las mediciones fisioldgicas que se describirdn a continuacién fueron realizadas
en los meses de febrero y marzo, momento en el cual las plantas estdn en activo crecimiento,
en hojas superiores completamente expandidas. En el caso de los tratamientos R+ se eligid de
cada planta, la hoja que visualmente estaba mas afectada. Para cada variable se midieron un

minimo de 5 plantas por tratamiento.

La fotosintesis neta (A sat) se midid con un analizador de gases en infrarrojo (IRGA,
CIRAS 2, PP Systems). Las mediciones se realizaron entre las 10:00 hs y las 15:00 hs,
presumiblemente el periodo del dia de mayor actividad fotosintética. Se comprobé que no
existiera un patrén temporal a lo largo del dia al comparar todas las mediciones efectuadas
durante cada jornada de medicién, de esta manera no fue necesario incluir en el analisis la
hora del dia en que se realizé la medicion. La cdmara del IRGA se configurd a una irradiancia de
1500 pum de fotones m™ s™, 25 °C de temperatura y una concentracion de CO, de 360 ppm.
Luego de tomar el valor de fotosintesis neta se desconecto la fuente de luz (irradiancia cercana
a 0 um de fotones m? s™), se dej6 que las hojas se aclimataran por al menos 5 minutos y se
midié respiracion cuando la tasa de intercambio se encontraba estable, al menos durante 5

minutos.

Como la fotosintesis neta medida con el IRGA tiene la interferencia de la liberacién de
CO, por la respiracion fungica, para corroborar la caida en la fotosintesis se midié al mediodia
la tasa de transporte de electrones (ETR) mediante la medicién de la fluorescencia de la
clorofila con un medidor de la fluorescencia modulada de la clorofila a irradiancia natural y el

rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm) luego de una aclimatacidon en
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oscuridad de al menos media hora (FMS2, Hansatech Ltd.). Estas mediciones se realizaron en el

mismo sector de hoja que se utilizd para medir con el IRGA.

Posteriormente, en el mismo sector de hoja, se determiné de forma no destructiva el
contenido de clorofilas mediante un Spad (Minolta) que estima la concentracion de clorofila
total. También se utilizo un método destructivo para determinar el contenido de clorofila, para
ello se saco un disco de 0,5 cm de didmetro por hoja, y se extrajo la clorofila con N,N-
Dimetilformamida durante un periodo de 24 hs en oscuridad y la posterior mediciéon con

espectrofotometro (Inskeep & Bloom, 1985) para discriminar entre clorofila a y clorofila b.

La conductancia estomatica (gs) se midid con un pordmetro (Decagon SC1) por la
mafiana, entre las 10 hs y las 11 hs. En la primera medicidn realizada se midieron ambas caras.
Como gs fue similar en ambas caras, se decidid medir sélo la cara superior para acortar el

tiempo transcurrido entre mediciones.

Posteriormente, se tomé una fotografia para el conteo de pustulas y se guardd la
muestra de hoja medida en un freezer de -80 °C para determinar el contenido de glucosamina
(Anexo 2) para poder realizar las correlaciones entre los diferentes pardmetros medidos y el
grado de desarrollo de la enfermedad. La utilizaciéon del contenido de glucosamina como
parametro para cuantificar el grado de la infeccién se debe a que es un compuesto estructural
de la pared celular de los hongos y no se encuentra en las hojas de las plantas cuando estan

libres de enfermedad.

La conductancia hidraulica de las hojas se midié con el método de la caida de presién a
través de resistencias conocidas (Melcher et al., 2012). Este método consiste en una cabeza
hidrdulica conectada al peciolo de la hoja mediante un microtubo de silicona. Entre la cabeza
hidraulica y el peciolo se coloca un microtubo de resistencia conocida. Un sensor de presién
mide la caida de presidn que se genera cuando el agua comienza salir a través de los estomas.
De esta manera se calcula el flujo de agua y, luego de medir el potencial hidrico de la hoja, se
puede calcular la conductancia hidrdulica (Kyoj,). Para realizar las mediciones se utilizé agua
bidestilada y desgaseada. La cabeza hidraulica se colocé a aproximadamente 40 cm. Una vez
conectada la hoja, que se mantuvo iluminada durante el tiempo de la medicidn para evitar el
cierre estomatico, se dejo estabilizar y la medicién se realizd6 cuando el flujo se mantuvo
estable al menos durante 2 minutos. Inmediatamente después, la hoja fue guardada en una
bolsa hermética en oscuridad, se la dejo estabilizar durante 5 minutos y se midié el potencial

hidrico con cdmara de presion (Biocontrol). La férmula para determinar K, utilizada es:
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Pmax—P
Khoja= ( )

(P—"? hoja)xRc

Donde Pmax=presién de la cabeza hidraulica; P=presion de la hoja cuando transpira;

Whoja=potencial hidrico de la hoja; Rc=resistencia de los microtubos.

3.3.3- Andlisis estadistico y presentacion.

Para el andlisis estadistico se utilizé el Analisis de la Varianza (ANOVA) y el test de
Duncan, ambos con una significancia del 95%. En el ensayo 1 los factores considerados fueron
Clon (C) y Roya (R). En el ensayo 2 ademas se incorporo el factor nitrégeno (N). En todos los

casos se analizaron las interacciones entre los factores.

Se realizaron correlaciones entre las variables fisioldgicas y la concentracion de
glucosamina, y entre la concentracion de glucosamina y el nimero de pustulas. Se utilizaron
los mismos datos de las mediciones fisioldgicas con los cuales se realizaron las figuras. Las
correlaciones se realizaron tomando los dos clones juntos, y luego para cada clon por

separado. Se considerd que la correlacidn era significativa si p<0,05.

Para la confeccién de las figuras se tomaron las medias y los errores estandar
provenientes de los ANOVA realizados. Ademads, los valores de p derivados del ANOVA se
muestran en la figura resaltdndose en negrita el factor o los factores estadisticamente
significativos (p<0,05) (dentro del gréafico sobre la parte superior). Cuando fue necesario, se

agregd a la figura (a la derecha del grafico) el/los test de Duncan.
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3.4- Resultados.

3.4.1- Ensayo 1.

En la temporada 2010-2011 se observd que la roya redujo significativamente la
fotosintesis neta. En el clon Onda la reduccién en la fotosintesis neta fue del 45 % mientras
que en el clon ‘Australiano 106/60’ fue del 19% (Figura 1a). En contrapartida, si bien no fue
estadisticamente significativo, hubo un aumento de la respiraciéon de las hojas de las plantas

enfermas del clon Onda, pero no en el clon ‘Australiano 106/60’ (Figura 1b).

18 4
(a) Factor p (b) Factor p
16 C 0,145 C 0,073
R 0,029 R 0,441
CxR 0,367 CxR 0,114 e
" T L3 @
o 121 E
1S (@]
S 0 o
Q 101 s
© I 2 E
o g =
! T 5
S 6 &
@ =
< 1
4 ©
o
2 4
0 T T T T 0
OR- OR+ AR- AR+ OR- OR+ AR- AR+

Figura 1: (a) Fotosintesis neta (A sat) y (b) respiracion en la oscuridad de hojas de los
diferentes tratamientos en el ensayo 1 con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O),
Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el margen superior derecho
de cada grafico se observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores
estadisticamente significativos.

Esta disminucidn en la fotosintesis neta estuvo asociada a una disminucién en la tasa
de transporte fotosintético de electores (ETR) y en el contenido de clorofilas. ETR disminuyd en
ambos clones en las hojas enfermas. La reduccién fue mayor en el clon Onda (42 %) al
compararla con el clon ‘Australiano 106/60’ (32 %) (Figura 2). El contenido de clorofilas
también presentd el mismo patrén: en el clon Onda la disminuciéon en el contenido de
clorofilas fue del 22 % mientras que en el clon ‘Australiano 106/60’ fue del 10 % (Figura 3).

Ademas, el contenido de clorofilas fue mayor en el clon Onda que en el ‘Australiano 106/60’.
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Figura 2: Tasa de transporte de electrones del fotosistema Il (ETR) de los diferentes
tratamientos en el ensayo 1 con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon
‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el margen superior derecho se
observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente
significativos.
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Figura 3: Contenido de clorofilas a través de las unidades arbitrarias del Spad de los diferentes
tratamientos en el ensayo 1 con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon
‘Australiano 106/60" (A), con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el margen superior derecho se
observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente
significativos.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas en la conductancia estomatica (gs)
entre los diferentes tratamientos, posiblemente porque existi6 mucha variabilidad en los

datos. Sin embargo, gs de las hojas de las plantas enfermas tiende a ser menor que en las hojas

de las plantas sanas (Figura 4).
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Figura 4: Conductancia estomatica de la hoja (gs) de los diferentes tratamientos en el ensayo 1
con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya
(R+) y sin roya (R-). Sobre el margen superior derecho se observa el valor de p derivado del
ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente significativos.

En las mediciones realizadas en la temporada 2011-2012 todas estas variables
medidas (fotosintesis neta, respiracion, contenido de clorofilas, y conductancia estomatica)

presentaron valores similares a los medidos en la temporada 2010-2011 (Anexo 1, figuras 1 a
4).

En la temporada 2011-2012 también se midid la conductancia hidraulica de la hoja. La
presencia de la enfermedad redujo la conductancia hidraulica de la hoja, siendo la reduccién

del 45 % para el clon Onda y del 50 % para el clon ‘Australiano 106/60’ (Figura 5).
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Figura 5: Conductancia hidrdulica de la hoja (Khoja) de los diferentes tratamientos en el
ensayo 1 con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (0O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A),
con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el margen superior derecho se observa el valor de p
derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente significativos.

3.4.2- Ensayo 2.

En este ensayo, donde las condiciones fueron mas controladas debido a su caracter de
ensayo en macetas, los resultados obtenidos van en concordancia con los obtenidos en el
ensayo 1. La fotosintesis neta no fue modificada por la mayor disponibilidad de nitrégeno,
pero fue menor en las hojas de las plantas enfermas independientemente de los clones. Esta
disminucién fue del 40-52 % en el clon Onda y del 23-29 % en el clon ‘Australiano 106/60’
(Figura 6).

Tampoco hubo efecto de la disponibilidad de nitrégeno en la respiracion de las hojas,
pero la respiracion aumenté cuando las hojas presentaban la enfermad. En el clon Onda el
aumento en la respiracion fue del 240-640 % mientras que en el clon ‘Australiano 106/60’ el

aumento fue del 87-115 % (Figura 7).
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Figura 6: Fotosintesis neta (A sat) de los diferentes tratamientos del ensayo 2 con sus
respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+), sin
roya (R-), con nitrégeno (N+) y sin nitrdgeno (N-). Sobre el margen superior derecho se observa

el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente
significativos.
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Figura 7: Respiracion de los diferentes tratamientos del ensayo 2 con sus respectivos errores
estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+), sin roya (R-), con
nitrégeno (N+) y sin nitrégeno (N-). Sobre el margen superior derecho se observa el valor de p
derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente significativos.
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La tasa de transporte fotosintético de electrones (ETR) no varié con la disponibilidad
de nitrégeno, pero disminuyd cuando las hojas presentaron roya en comparacion a las hojas
sanas, para ambos clones. La reduccion fue del 20-22 % para el clon Onda y del 14-19 % para el

clon ‘Australiano 106/60’ (Figura 8).
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Figura 8: Tasa de transporte de electrones en el fotosistema Il (ETR) de los diferentes
tratamientos del ensayo 2 con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon
‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+), sin roya (R-), con nitrgeno (N+) y sin nitrégeno (N-).
Sobre el margen superior derecho se observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en
negrita los factores estadisticamente significativos.

En el caso del rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il, existié interaccion
entre los clones y la roya. Fv/Fm disminuyd en las plantas con nitrégeno del clon Onda en
relacidn a las plantas sin nitrégeno, mientras que no hubo diferencias para el clon ‘Australiano
106/60’. También existid una interaccidn entre los clones y la roya, para el clon ‘Australiano
106/60’ no hubo diferencias en Fv/Fm entre hojas de plantas sanas y enfermas pero para el
clon Onda existieron diferencias. Hubo una disminucion del 4 % en las hojas de las plantas

enfermas en relacién a las plantas sanas (Figura 9).
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Figura 9: Rendimiento cudntico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm) de los diferentes
tratamientos del ensayo 2 con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon
‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+), sin roya (R-), con nitrogeno (N+) y sin nitrégeno (N-).
Sobre el margen superior derecho se observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en
negrita los factores estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias
significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).

El contenido de clorofilas fue diferente entre los clones, mayor en el clon Onda que en
el ‘Australiano 106/60’. No hubo diferencias debido a la disponibilidad de nitrégeno ni a la roya
(Figura 10). Al mismo resultado se llegd utilizando el método de extraccién con N,N-
Dimetilformamida, que demuestran que no hay diferencias en los contenidos totales de

clorofilas ni en los contenidos de clorofilas a y b (Anexo 1, Figura 5).
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Figura 10: Contenido de clorofilas a través de las unidades arbitrarias del Spad de los
diferentes tratamientos en el ensayo 2 con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O),
Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+), sin roya (R-), con nitrégeno (N+) y sin nitrégeno
(N-). Sobre el margen superior derecho se observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltado
en negrita los factores estadisticamente significativos.

La conductancia estomatica no se modifico en funcién de la disponibilidad de
nitrégeno pero si por la presencia de la infeccidn por roya. Hubo una disminucién en gs en las
hojas enfermas en comparacién a las hojas sanas. Esta disminucién fue del 23-30 % en el clon

Onda y del 39-42 % en el clon ‘Australiano 106/60’ (Figura 11).

El mismo comportamiento presentd la conductancia hidraulica de la hoja. No hubo
efecto de la disponibilidad de nitrégeno pero si de la infeccién por roya. En este sentido, la
reduccion en la conductancia hidraulica fue del 15-26 % en el clon Onda y del 40-68 % en el

clon ‘Australiano 106/60’ (Figura 12).
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Figura 11: Conductancia estomatica (gs) de los diferentes tratamientos del ensayo 2 con sus
respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+), sin
roya (R-), con nitrégeno (N+) y sin nitrégeno (N-). Sobre el margen superior derecho se observa

el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente
significativos.
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Figura 12: Conductancia hidraulica de la hoja (Ky;.) de los diferentes tratamientos del ensayo 2
con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (0), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya
(R+), sin roya (R-), con nitrégeno (N+) y sin nitrégeno (N-). Sobre el margen superior derecho se

observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente
significativos.
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3.4.3- Relacién entre los cambios en los pardmetros medidos y el nivel de infeccion.

En el ensayo 1 se observd una correlacidén negativa (r=-0,49) entre la concentracion de
glucosamina y el contenido de clorofilas (Spad), que se mantuvo estadisticamente significativa
cuando analizamos ambos clones por separado. También existié correlacion negativa entre
glucosamina y ETR (r=-0,62) en el clon Onda. Asimismo, para el conjunto de los datos hay una
correlacién positiva entre la concentracién de glucosamina y el nimero de pustulas (r=0,79), la

cual se mantiene en el caso del clon Onda tomado individualmente (r=0,84) (Tabla 1).

Cuando las correlaciones se realizaron entre los diferentes parametros medidos y la
concentracion de glucosamina del ensayo 2, nuevamente sin discriminar por clon, obtuvimos
que para la mayoria de los parametros las correlaciones son estadisticamente significativas.
Estas correlaciones son negativas para Fv/Fm, ETR y Asat mientras que para la respiracién la
correlacién es positiva. Estas correlaciones se mantienen e incluso mejoran cuando el clon
Onda se analiza por separado. Sin embargo, para el clon ‘Australiano 106/60’, la Unica
correlacién que es estadisticamente significativa es entre la concentracién de glucosaminay A
sat. Para el conjunto de los datos y para ambos clones por separado existe una correlacion

positiva entre la concentracién de glucosamina y el nimero de pustulas (Tabla 2).

Tabla 1: Correlaciones entre el grado de enfermedad, cuantificado a través de la concentracién
de glucosamina, y las variables fisiolégicas medidas en el ensayo 1 (a campo). Tasa de
transporte de electrones (ETR), Spad, fotosintesis neta (A sat), respiracidn y pustulas. Se
muestran en negrita aquellas correlaciones que son estadisticamente significativas (p<0,05).

Ambos clones Clon Onda Clon ‘Australiano 106/60’
Glucosamina Glucosamina Glucosamina
ETR -0,32 -0,62 -0,03
Spad -0,49 -0,52 -0,67
A sat 0,02 -0,12 0,25
Respiracion 0,05 0,08 0,21
Pustulas 0,79 0,84 0,33
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Tabla 2: Correlaciones entre el grado de enfermedad, cuantificado a través de la concentracién
de glucosamina, y las variables fisiolégicas medidas en el ensayo 2 (en macetas, con N).
Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm), tasa de transporte de electrones
(ETR), Spad, fotosintesis neta (A sat), respiracién y pustulas. Se muestran en negrita aquellas

correlaciones que son estadisticamente significativas (p<0,05).

Ambos clones

Glucosamina

Clon Onda

Glucosamina

Clon ‘Australiano 106/60’

Glucosamina

Fv/Fm

ETR

Spad

A sat
Respiracion

Pustulas

-0,34
-0,51
0,04
-0,58
0,29
0,62

-0,37
-0,58
-0,09
-0,62
0,43
0,59

0,10
-0,14
-0,37
-0,42
0,11
0,63
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3.5-Discusion.

De los resultados obtenidos se desprende que la roya produce cambios muy profundos
en la fisiologia de las hojas. Hay una disminucidn de la fotosintesis neta (Figuras 1a y 6) en las
hojas de ambos clones cuando tienen roya, y queda en evidencia la susceptibilidad diferencial
de los clones ya que en el clon ‘Australiano 106/60’ la disminucion es del 20 % mientras que en
el clon Onda es de 50 %. Estos porcentajes de reduccién se encuentran dentro del rango de lo
reportado para otras interacciones planta-patdgeno: 50 % en hojas de Salix sp. infectadas con
roya (Toome et al., 2009), entre el 25 % y el 47 % en aciculas de Picea abies afectadas por
Chrysomyxa rhododendri (Mayr et al., 2001); entre un 26 % y 47 % en hojas de hibridos de
Saccharum spp. afectadas por Puccinia kuehnii (Zhao et al., 2011) y de hasta un 80 % en hojas
de Phaseolus vulgaris afectado por Uromyces appendiculatus (Bassanezi et al., 2001). Al mismo
tiempo se produce un aumento de la respiracion (Figuras 1b y 7), aunque no se puede
discriminar con la metodologia utilizada en qué medida si dicho aumento se debe a un
aumento de la respiracidon por parte del hospedante o del patdogeno. El aumento en la
respiracion es mas notable en el clon Onda. Por lo tanto, este aumento en la respiracion
explica sélo en parte la disminuciéon observada en la fotosintesis neta. Sin embargo, la
magnitud de la respiracion representa un 20 % de la fotosintesis neta en hojas enfermas y un 4
% en hojas sanas. La reduccidn en la fotosintesis neta como consecuencia de la enfermedad es
mayor a esos porcentajes en cualquier tratamiento, siendo evidente que la fotosintesis bruta

también se reduce.

De los resultados obtenidos podemos afirmar que la disminucidon en la fotosintesis
neta también puede ser explicada en parte como consecuencia de un desmantelamiento en el
aparato fotosintético y la pérdida de su capacidad para fijar carbono. Los contenidos de
clorofilas se reducen entre un 10 % y un 20 % cuando las hojas presentan roya (Figura 3).
También hay una disminucidn en la tasa de transporte fotosintético de electrones (Figuras 2 y
8) y ese dafo es permanente en el clon Onda ya que cuando las hojas son aclimatadas en
oscuridad el rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm) es menor al de las hojas
sanas (Figura 9). En plantas de Populus cathayana infectas con roya se produjo una reduccion
en Fv/Fm entre el 3 % y el 8 % dependiendo del grado de infeccion (Zhang et al., 2009). Los
resultados obtenidos mediante técnicas de fluorescencia por Zhang et al. (2009) permiten

complementar los resultados obtenidos mediante la metodologia de intercambio gaseoso
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utilizada para medir la fotosintesis (IRGA), en la cual no se puede discriminar el origen del CO,
liberado y, por lo tanto, la contribucion de la respiracion fungica a la disminucién aparente de

la fotosintesis neta de las hojas.

Sin embargo, la disminucién en la fotosintesis neta parece ser de mayor magnitud de
lo que se observa en la reduccién de clorofila o en ETR, por lo que evidentemente la
enfermedad también afecta el intercambio de gases por otros mecanismos. Por ejemplo,
desde otro punto de vista, podemos relacionar la disminucion en la fotosintesis neta con una
mayor dificultad en el intercambio gaseoso a través de los estomas. La conductancia
estomatica se reduce considerablemente en hojas con roya al compararlas con hojas sanas
(Figuras 4 y 11), como asi también hay una disminucion en la conductancia hidraulica de la
hoja (Figuras 5 y 12). La conductancia estomatica también se redujo fuertemente en dos
hibridos de Populus sp. (P. nigra-P. maximowiczii y Populus deltoides x P. nigra) infectados con
Marssonina brunnea, pasando de 0,8 a 0,2 mol H,0 m™?s™ (Erickson et al., 2004). Es posible que
la respiracion del hongo incremente la concentracion intercelular de CO,, y este incremento
podria contribuir a reducir la conductancia estomatica (Lopes & Berger, 2001; Mandal et al.,
2009; Zhao et al., 2011). No puede descartarse, por otra parte, que la reduccidn en gs también
se deba a que la colonizaciéon de los espacios intercelulares del mesdfilo y de la cdmara

subestomatica por hifas entorpezca la normal circulacién del agua (Herre et al., 2005).

En el ensayo 1, junto a la disminucidn en la fotosintesis neta, hay una disminucién en la
tasa de transporte de electrones, en el contenido de clorofilas, en la conductancia estomatica
(aunque no es significativa) y en la conductancia hidraulica de la hoja. En cambio, en el ensayo
2, la fuerte disminucién en la fotosintesis neta esta asociada con la reduccién (mas leve) en
ETR, Fv/Fm y no hay disminucién en el contenido de clorofilas, pero es muy marcada la
disminucién de la conductancia estomatica y de la conductancia hidraulica de la hoja. Por lo
que podemos suponer que la fotosintesis se ve afectada primeramente por el intercambio
gaseoso a nivel estomdtico, y que la pérdida en la integridad del aparato fotosintético es

posterior.

La fertilizacién con nitrégeno, practicamente no produjo cambios en los parametros
fisiolégicos medidos. No hubo aumentos en la fotosintesis neta, en el contenido de clorofilas,
ni en ETR en las hojas de plantas sanas y fertilizadas al compararlas con hojas de plantas sanas
pero no fertilizadas. Sin embargo, no siempre un aumento en la disponibilidad de nutrientes se
refleja en cambios en la fisiologia foliar sino que puede aumentar las reservas de nutrientes en

tallos, raices y hojas (Rennenberg et al., 2010). Otras veces, si el contenido de nitrégeno es
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suficiente para mantener una alta tasa fotosintética, un aumento adicional en la disponibilidad
de nitrogeno aumenta el area foliar y el crecimiento sin cambios evidentes en la fisiologia de la
hoja (Cooke et al., 2005). En el capitulo anterior demostramos que ambos clones respondieron
a una mayor disponibilidad de N produciendo mayor biomasa. El hecho de no encontrar
diferencias en la fotosintesis al aumentar la disponibilidad puede deberse a que, incluso con
baja disponibilidad de N, la tasa de fotosintesis neta es alta. Para ambos clones la fotosintesis
neta se encuentra en aproximadamente 25 umol CO, m?s?, superior a la reportada en otros
casos donde la fotosintesis neta de Populus deltoides respondié a la fertilizaciéon, pero no

superd con ninguna dosis de N los 20 umol CO, m?s™ (Li et al., 2014).

La mayor disponibilidad de nitrogeno en la planta puede favorecer el desarrollo de
roya. Cuando aumenta la disponibilidad de nitrogeno debido a la fertilizacién, se observa un
aumento en la produccién de esporas (Robert et al., 2002), como asi también, un aumento en
la densidad de pustulas y se acorta el periodo de latencia de la enfermedad (Jensen & Munk,
1997). Sin embargo, en los dos clones, los niveles de severidad fueron similares en las plantas
con baja y alta disponibilidad de nitrogeno. Consistentemente, la fertilizacién no modifico el
nivel de dafo ocasionado por roya, resultado similar a los reportados para trigo (Carretero et

al., 2011; Robert et al., 2005).

Por ultimo, cuando asociamos los cambios en los pardmetros medidos, con el nivel de
infeccién en ambos clones en conjunto, las correlaciones son mas fuertes en el ensayo en
macetas (Tabla 2) que en ensayo a campo (Tabla 1). Posiblemente las plantas en el ensayo de
campo se encuentran sometidas a otros factores de estrés (ademas de la roya) los cuales no
son controlables, como el estrés hidrico o térmico, y de esta manera se diluye en parte el
efecto ocasionado por la roya a nivel foliar. Cuando hacemos la comparacion entre los clones,
las correlaciones practicamente desaparecen en el clon ‘Australiano 106/60’ mientras que en
el clon Onda siguen siendo muy fuertes. Esto podria explicarse porque las variaciones
observadas en los pardmetros medidos en el clon ‘Australiano 106/60’ se desarrollaron en un
muy pequefio rango de variacidon en la concentracién de glucosamina, mientras que para el
clon Onda la variacién en la concentraciéon de glucosamina es mas amplia, debido a su
condicién de clon mas susceptible a roya. Los niveles de ajuste obtenidos son mas bajos que
los obtenidos para hibridos de Populus ssp. infectados por Marssonina brunnea en que se
observd una alta correlacion entre la fotosintesis neta y la severidad de la enfermedad
(R?=0,82-0,87). Sin embargo, en este caso no se encontrd correlacién entre la respiracion y la
severidad (Erickson et al., 2004). También, el nivel de ajuste encontrado para fotosintesis neta

y la concentracién de clorofila fue menor al encontrado en hojas de cafa de azucar al
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aumentar la severidad de la roya, R’=0,84 y R?=0,78 respectivamente (Zhao et al., 2011) y al
reportado para la fotosintesis neta y Fv/Fm en hojas de Phaseolus vulgaris con roya al
aumentar la severidad, R*=0,88 y R?=0,35 respectivamente (Bassanezi et al., 2002; Bassanezi et
al., 2001). Sin embargo, hay que tener en cuenta ciertas consideraciones al comparar los
resultados de esta tesis con los ejemplos anteriores. En todos los casos la determinacién del
grado de infeccidn (severidad) fue determinada por observacion de pustulas, mientras que en
nuestro caso el nivel de la enfermedad fue estimado por la concentracién de glucosamina,
siendo éste un método mas objetivo. Otra diferencia es que en los trabajos citados, la
presencia de la enfermedad se produce por inoculacién artificial, donde se controla el nivel
inicial de la infeccién y ademds, sélo se trata de un ciclo de la enfermedad. Contrariamente, en
nuestros ensayos, la inoculacidon se produce de forma natural, por lo que en el momento en
que se hacen las mediciones se encontrarian en las hojas hifas y estructuras reproductivas del

hongo en diferente estado de desarrollo.
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3.6-Conclusiones.

La roya produce una disminucién de la fotosintesis neta, de la tasa de transporte

fotosintético de electrones y del contenido de clorofilas.

La roya produce una disminucion en el rendimiento cudntico maximo del fotosistema Il

solo en el clon Onda, el mas susceptible.

La roya produce un aumento de la respiracién en los clones analizados

La roya produce una disminucidn en la conductancia estomatica y en la conductancia

hidraulica de la hoja.

Un aumento en la disponibilidad de nitrégeno a través de la fertilizacién, no aumenta

el dafio ocasionado por la roya.

La magnitud en los cambios producidos se correlacionan con el nivel de infeccion
(concentracion de glucosamina), particularmente las correlaciones son mas fuertes para el clon

Onda.
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Capitulo 4: Alteraciones en la retraslocacion de
nutrientes.
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4.1-Introduccion.

En el capitulo 2 demostramos que la infeccion por roya produce una disminucion en el
crecimiento. Como explicacion parcial de este fendmeno, en el capitulo 3, vimos que la roya
produce una pérdida de la capacidad fotosintética y del intercambio gaseoso en las hojas
afectadas. Otra parte de la explicacidn se encontraria en los cambios producidos por la roya en

la dindmica foliar y la retranslocacion de nutrientes, como veremos en este capitulo.

La habilidad de los arboles para almacenar y redistribuir internamente los nutrientes
es un elemento fundamental en la economia de los nutrientes. La distribuciéon interna del
nitrégeno (N), o ciclado, puede ser dividida en cuatro fases durante el afio. Primero, la
traslocacion primaria del N desde los tejidos de absorcion hacia las hojas en expansion.
Segundo, la redistribucién de los recursos nitrogenados resultado del reciclado metabdlico del
N durante la temporada de crecimiento. Tercero, la retranslocacion del N desde los tejidos
senescentes y acumulacion en los tejidos perennes durante la senescencia otofial. Cuarto, la
removilizacién del N desde los tejidos perennes hacia los tejidos en activo crecimiento durante

la brotacién en primavera (Cooke & Weih, 2005).

Esta dindmica interna en la utilizacion del nitrégeno es afectada cuando las plantas
presentan roya. Por un lado, la defoliacidn anticipada producida por la roya hace que el area
foliar disminuya, y asociada a esta menor area foliar hay una disminucién en la intercepcion de
luz y por ende la capacidad fotosintética del canopeo (Cortizo, 2014). Por otro lado, la
senescencia (y abscision) de las hojas se puede producir con niveles mas elevados de
nutrientes que son retenidos por la biomasa fungica, tal como se observo en trigo (Van Den
Berg et al., 2007), disminuyendo la redistribucién y la retranslocacidon de dichos nutrientes a
tejidos en crecimiento o tejidos de reserva (Silla & Escudero, 2004). Estas reservas de
nutrientes condicionan el crecimiento al inicio de la primavera siguiente, ya que los nutrientes
acumulados en las estructuras lefiosas son los que sostienen el crecimiento al inicio de la

brotacion (Cooke & Weih, 2005).

La fertilizacion con nitrégeno, como ya hemos mencionado anteriormente, tiene un
efecto contrario al producido por la roya. En este caso, un aumento en la disponibilidad de
nitrégeno para la planta se traduce en un aumento en el nimero de hojas y en un retraso de la

senescencia en las hojas (Cooke et al., 2005). En cuanto a la redistribucion y retranslocacion de
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N, desde una perspectiva de la economia de nutrientes, a medida que la disponibilidad en el
suelo es menor es de esperar que la magnitud de estos procesos sea mayor (Vergutz et al.,
2012). Por lo tanto, es de esperar que la roya afecte en diferente magnitud la retranslocacion
de nutrientes desde las hojas a los tejidos de reserva, segun la planta esté creciendo con baja o

alta disponibilidad de nutrientes.
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4.2- Objetivos e hipotesis.

Objetivo 3: Analizar los cambios en la retranslocacién de nutrientes a tejidos de

almacenamiento debidos a la infeccidn por roya.

Hipdtesis 3.1: Las hojas atacadas por roya abscinden antes y con mayor contenido de

nutrientes que hojas libres de roya.

Hipdtesis 3.2: Las concentraciones y los contenidos de nutrientes en los tejidos de

reserva son menores en plantas que han tenido roya.

Hipétesis 3.3: Si la disponibilidad de N en el suelo es mayor, la roya tiene menor

impacto negativo en la acumulacién de este nutriente en los tejidos de reserva.
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4.3- Materiales y métodos.

4.3.1- Ensayos.

Para cumplir con el objetivo planteado se utilizaron las plantas del ensayo 2, descripto

en el capitulo 2.

4.3.2- Determinaciones de N, proteinas y glucosamina.

Se analizé la concentracidon de nitrégeno en hojas completamente expandidas y
senescentes de forma natural, de plantas infectadas y libres de roya. A medida que las hojas se
fueron cayendo debido a la senescencia se recolectaron y secaron en estufa (60 °C) hasta peso
constante. Para cada planta se realizd una muestra compuesta con un minimo de 5 hojas. Se
determind el nitrégeno total mediante el método de semimicro Kjeldah (determinaciones
efectuadas por el LANAIS N-15, CONICET-UNS (Agronomia), 8000 Bahia Blanca, Argentina).
Este método consiste en una digestion con acido sulfurico y la posterior titulacion con
hidréxido de sodio (Lopez Ritas & Lopez Mélida, 1990). Otro set de hojas se guardd en freezer

a -80 °C para la determinacién posterior del contenido de glucosamina (anexo 2).

Desde el 15/4 hasta que las plantas se encontraron totalmente defoliadas se registré

semanalmente el numero total de hojas por planta.

Al final de la etapa de crecimiento, se analizd el contenido de nitrégeno en el tallo,
raices finas y raices gruesas, con la misma metodologia indicada en el parrafo anterior. Las
muestras se tomaron de las plantas muestreadas para determinar materia seca (capitulo 2
figuras 9, 10 y 11). Dado que los pesos de cada compartimento son conocidos, se calculé el
contenido total de nitrégeno de cada una de las plantas como el producto entre la

concentracion y el peso seco de cada compartimento.

Se determind el contenido de proteinas mediante una adaptacion del método
colorimétrico de Lowry en tallos, raices gruesas y finas. En tallos se realizd la separacién de
forma manual entre el xilema secundario (excluyendo la médula) y la corteza. Para ello se

siguié el siguiente protocolo:

- Se molié y homogeneizd la muestra en N, liquido.
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- Se agrego el buffer de extraccidn (1 ml) a 60 mg de muestra, se pasd por el Vortex y se sonicd
8 min. Luego se centrifugd 12 min a 7500 g (2 veces).

- Al sobrenadante obtenido se le denomind “Extracto de proteina total”.

- Se agrego 0,75 ml de &cido tricloroacético (TCA, 20 % p/v) a 0,75 ml de Extracto de proteina
total.

- Se dejé reposar 30 min a 4 °Cy se centrifugd a 7500 g durante 10 min.
- El pellet se redisolvié en 7,5 ml de 0,1 M NaOH (“Pellets”).
- Una parte del sobrenadante (480 ul) se neutralizé con 256 ul de 1 M NaOH (“Sobrenadante”).

- Se tomo 230 ul de sobrenadante y se mezclé con 700 pl de reactivo de Lowry C.
Posteriormente se incub6 15 min a 22 °C.

- Se agregd 70 pul de reactivo de Folin-Ciocalteu, se pasé por el Vortex rapidamente y se dejo
reposar por 2 hs.

- Se leyé la absorbancia a 660 nm.
- La curva de calibracién se realizd con albumina de suero bovino (BSA)

Buffer de extraccién: 50 mM Tris—HCI buffer (pH 8.5), 750 mM NaCl, 5 mM EDTA disddicoy 28
mM bisulfito de sodio.

Reactivo de Lowry A: 2 % w/v Na,COs;, 0,4 % w/v NaOH y 0,16 % w/v Tartrato de Sodio y
Potasio. Reactivo de Lowry B: 4 % w/v Cu SO,.5H,0. Reactivo de Lowry C: 100:1, A:B.

4.3.3- Andlisis estadistico y presentacién.

Para el andlisis estadistico se utilizé el Analisis de la Varianza (ANOVA) y el test de
Duncan, ambos con una significancia del 95%. Los factores considerados fueron clon (C), roya

(R) y nitrégeno (N). En todos los casos se analizaron las interacciones entre los factores.

Para la realizacion de las figuras se tomaron las medias y los errores estandar
provenientes de los ANOVA realizados. Ademads, los valores de p derivados del ANOVA se
muestran en la figura resaltdndose en negrita el factor o los factores estadisticamente
significativos (dentro del grafico sobre la parte superior). Cuando fue necesario, se agregé a la

figura (a la derecha del gréfico) el/los test de Duncan.
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4.4- Resultados.

El nimero de hojas por planta fue influenciado por la presencia de roya y por la
disponibilidad de nitrégeno en el clon Onda. Por un lado, al comenzar las mediciones el 15/4,
las plantas R-N+ presentaban en promedio 103 hojas mientras que en el resto de los
tratamientos el numero de hojas no superaron las 45, es decir, un 60 % menor. En el
tratamiento R-N- el nimero de hojas se mantuvo constante hasta el 13 de mayo mientras que
en el tratamiento R-N+ permanecid constante por una semana mas, y luego cayd
marcadamente en ambos tratamientos. En los tratamientos R+ el nimero de hojas cayo
constantemente desde el inicio de las mediciones, encontrandose estas plantas practicamente
sin hojas al momento en que comenzd la caida otoiial de las hojas en los tratamientos R-
(Figura 1 a). Para el clon ‘Australiano 106/60’ sélo hubo efecto de la roya. Al comenzar las
mediciones, los tratamientos R- presentaban aproximadamente 100 hojas por planta (97 hojas
en R-N- y 103 hojas en R-N+), valores que se mantuvieron constantes hasta fines de mayo; a
partir de esa fecha el nimero de hojas cayd abruptamente. En los tratamientos R+, al
comienzo de las mediciones las plantas presentaban 72 hojas, un 40 % menos, y el nimero de

hojas declind constantemente desde el inicio de las mediciones (Figura 1 b).
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Figura 1: Evolucién en el nimero de hojas a lo largo del tiempo para los diferentes
tratamientos. Para el clon Onda (a) y el clon ‘Australiano 106/60’ (b). Con roya (R+) y sin roya
(R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+).

Cuando analizamos el contenido de nitrégeno de las hojas senescentes se detectd una

interaccion entre los clones y la roya; sin embargo, no hubo efecto de la disponibilidad de
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nitrégeno. En hojas senescentes de plantas sanas, el contenido porcentual de nitrégeno fue
similar en ambos clones. Las hojas senescentes presentaron una concentracion del 0,64 % Ny
0,74 % N para el clon Onda y ‘Australiano 106/60’, respectivamente. Mientras que las hojas
senescentes de plantas con roya, presentaron un contenido mayor de nitrégeno. En este
sentido, las concentraciones de N en las hojas senescentes de plantas enfermas fueron del

1,84 % N para el clon Onday 1,49 % N para el clon ‘Australiano 106/60’ (Figura 2).

Asociado a esta mayor concentracién de nitrégeno en las hojas senescentes con roya
encontramos un aumento en el contenido de masa flngica, expresado a través de la
concentracion de glucosamina. En este caso, no hubo efecto de la disponibilidad de nitréogeno
ni del clon. La concentracidn de glucosamina de las hojas senescentes libres de roya no superé
1,36 pg cm?, mientras que cuando las hojas senescen con roya, la concentracién de

glucosamina se encuentra entre 8,40 y 14,30 ug cm? (Figura 3).
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Figura 2: Concentracién de nitrégeno (%) en hojas senescentes de forma natural para los
diferentes tratamientos con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano
106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-), sin nitrogeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el
margen superior derecho se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en
negrita los factores estadisticamente significativos. Sobre el margen inferior derecho se
presenta el test de Duncan (p<0,05) correspondiente.
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Figura 3: Concentraciéon de glucosamina (pug cm™) en hojas completamente expandidas y
senescentes de forma natural para los diferentes tratamientos con sus respectivos errores
estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-), sin
nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen superior derecho se observan los valores
de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores estadisticamente significativos
(p<0,05).

La concentracién de nitrogeno en raices finas presentd una interaccion entre el clony
la roya. En el clon ‘Australiano 106/60’, la concentracion de nitrégeno en las raices finas fue
del 1,08 % Ny 1,12 % N, para plantas con roya y sin roya respectivamente (diferencias no
significativas), mientras que en el clon Onda, la concentracion de nitrégeno en las raices finas
fue del 1,17 % Ny 1,30 % N, para plantas con roya y sin roya (Figura 4). El contenido total de
nitrégeno (esto es, el producto de la concentracién de N por la biomasa) en las raices finas fue
modificado solamente por la disponibilidad de nitrogeno. Con baja disponibilidad de nitrégeno
en el suelo, el contenido de nitrégeno en hoja fue de 0,12 g mientras que con alta

disponibilidad de N en el suelo, el contenido de nitrégeno en hoja fue de 0,28 g (Figura 5).
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Figura 4: Concentracidon de nitrégeno (%) en raices finas para los diferentes tratamientos con
sus respectivos errores estandar. Clon Onda (0O), clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y
sin roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen superior derecho se
observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores
estadisticamente significativos. Sobre el margen inferior derecho se presenta el test de Duncan
(p<0,05) correspondiente.
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Figura 5: Contenido de nitrégeno total (g) en raices finas para los diferentes tratamientos con
sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y
sin roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrogeno (N+). Sobre el margen superior derecho se
observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores
estadisticamente significativos (p<0,05).
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La concentracion de nitrogeno en las raices gruesas presentd interaccién entre los
clones y la roya, como también entre los clones y la disponibilidad de nitrogeno. De la
interaccion entre los clones y la roya resulta que en el clon Onda, la concentracién de
nitrogeno en las raices gruesas fue del 1,63 % N en plantas sanas, disminuyendo hasta una
concentracién del 1,11 % N en las plantas enfermas; en el clon ‘Australiano 106/60’, la
concentracién de nitrégeno en raices gruesas varié entre el 1,53 % N y 1,69 % N, sin
diferencias significativas entre plantas sanas y enfermas. De la interaccidn entre los clones y la
disponibilidad de nitrégeno se observa que en el clon Onda, la concentracién de nitrégeno en
las raices gruesas disminuyd al aumentar la disponibilidad de nitrédgeno, pasando de una
concentraciéon de 1,52 % a 1,22 %; y en el clon ‘Australiano 106/60" ocurrié lo contrario, al
aumentar la disponibilidad de nitrogeno aumentd la concentracidon de nitrégeno en las raices
gruesas, pasando de una concentracidon de 1,44 % a 1,78 % (Figura 6). El contenido de
nitrégeno de las raices gruesas fue afectado por el clon, la roya y la disponibilidad de
nitrogeno. El contenido de nitrégeno es mayor en el clon ‘Australiano 106/60’ que en el Onda,
mayor en plantas sin roya que con roya, y mayor en las plantas con nitrégeno que sin

nitrégeno (Figura 7).
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Figura 6: Concentracién de nitrogeno (%) en raices gruesas para los diferentes tratamientos
con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya
(R+) y sin roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen superior derecho
se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores
estadisticamente significativos y los test de Duncan (p<0,05) correspondientes.
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Figura 7: Contenido de nitrégeno total (g) en raices gruesas para los diferentes tratamientos
con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (0), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya
(R+) y sin roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen superior izquierdo
se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores
estadisticamente significativos (p<0,05).

En la concentracién de nitrégeno en tallos, hubo una interaccién entre los clones, roya
y la disponibilidad de nitrégeno. Cuando las plantas del clon Onda crecieron con alta
disponibilidad de nitrégeno, no hubo cambios en la concentracidn de nitrégeno debido a la
roya, presentando valores del 0,54 % N. Cuando las plantas crecieron con baja disponibilidad
de nitrégeno, la roya causé una reduccidn en la concentracion de nitréogeno, pasando de una
concentracion del 0,91 % N a 0,57 % N al comparar plantas sanas y enfermas,
respectivamente. En el clon ‘Australiano 106/60’ la concentracion de N no se modificé en
plantas sanas o enfermas tanto con alta como con baja disponibilidad de N (Figura 8). En el
contenido de nitrégeno total en tallo sélo hubo efecto de la roya. Cuando las plantas se
encontraron libres de roya, el contenido total de nitrogeno en tallos fue mayor que en plantas

con roya (Figura 9).
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Figura 8: Concentracion de nitrégeno (%) en tallos para los diferentes tratamientos con sus
respectivos errores estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin
roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen superior derecho se
observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores
estadisticamente significativos. Letras diferentes corresponden a diferencias significativas
mediante el test de Duncan (p<0,05).
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Figura 9: Contenido de nitrogeno total (g) en tallos para los diferentes tratamientos con sus
respectivos errores estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin
roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrogeno (N+). Sobre el margen superior derecho se
observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores
estadisticamente significativos (p<0,05).

Al sumar los contenidos de N por compartimento se estimé un balance general del

contenido de N en la planta. Hay un efecto del clon (p=0,020), del nitrégeno (p=0,019) y de la
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roya (p=0,001) pero no existen interacciones entre los factores (CxR, p=0,107; CxN, p=0,308;
RxN, p=0,120; CxRxN, p=0,567). El contenido de N de la plantas con alta disponibilidad de
nitrégeno en el suelo es de 3,01 g mientras que en las plantas con baja disponibilidad fue de
1,34 g. Por otro lado, hay una fuerte reduccién en el contenido de N en las plantas enfermas al

compararlas con las plantas sanas, pasando de 3,12 ga 1,37 g (Tabla 1).

Tabla 1: Contenidos totales de N (g) por planta con sus respectivos errores estandar. Con roya
(R+) y sin roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+).

Clon R-N- R+N- R-N+ R+N+
Onda 1,00+0,2 0,69+0,1 2,66+0,4 1,01+0,2
‘Australiano 106/60°  2,70+0,7 0,95%0,1 6,47%2,3 1,87+1,2

La concentracién de proteinas en el tallo, discriminando entre la corteza y el xilema
secundario, varid significativamente en respuesta a la roya. La concentracion de proteinas en
la corteza fue un 20% menor cuando las plantas tuvieron roya al compararlas con las plantas
sanas (Figura 10). En el xilema secundario la reduccion fue del 35% en las plantas enfermas
(Figura 11). La concentracion de proteinas en raices finas y gruesas fue similar en todos los

tratamientos (Anexo 1, figuras 6y 7).
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Figura 10: Concentracion de proteinas (mg BSA g PF) en la corteza para los diferentes
tratamientos con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano 106/60’
(A), con roya (R+) y sin roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen
superior derecho se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los
factores estadisticamente significativos (p<0,05).
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Figura 11: Concentracién de proteinas (mg BSA g' PF) en el xilema secundario para los
diferentes tratamientos con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano
106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-), sin nitrégeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el
margen superior izquierdo se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en
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negrita los factores estadisticamente significativos (p<0,05).
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4.5- Discusion.

La respuesta de la dindmica foliar a la disponibilidad de nitrégeno, de los clones
utilizados es muy diferente. En el clon ‘Australiano 106/60’ no se modificé ni el nimero de
hojas ni se retrasé la abscision foliar al aumentar la disponibilidad de nitrégeno. En cambio, en
el clon Onda, en plantas sanas, la fertilizacién con nitrégeno produjo un aumento del orden del
100% en el nimero de hojas y al mismo tiempo retrasé la abscisidn de las mismas una semana
(Figura 1). En un hibrido de Populus trichocarpa x deltoides fertilizado con dos dosis de N se
observo, al igual que en el clon Onda, un aumento en el nimero de hojas ante un aumento en
la disponibilidad de N en el suelo y un retraso en la senescencia, medida como caida en la
concentracion de clorofila (Cooke et al., 2005). Por lo tanto, la respuesta a la disponibilidad de
nitrégeno depende fuertemente del material genético. Esto es esperable cuando los clones
utilizados presentan una arquitectura muy diferente. Cuando analizamos la dindmica foliar,
concentrandonos en los efectos de la roya, la respuesta es similar en ambos clones. Las plantas
con roya tienen menos hojas y éstas abscinden antes que en las planas sanas. Resultados
similares se encontraron para ambos clones en ensayos en el Delta (Cortizo, 2014). Asimismo,
en 2 hibridos de Populus se demostré que la duracion del area foliar se correlaciona
negativamente con el nivel de dafio ocasionado por roya (May De Mio et al., 2006). En nuestro
caso, el nivel de severidad de la enfermedad es del orden del 80 % para el clon Onda y del 20 %
para el clon ‘Australiano 106/60’, explicando estos diferentes niveles de severidad por qué en

el clon Onda los cambios son mas notorios.

La roya no sélo adelanta la abscisidn foliar en las plantas enfermas como indicamos
anteriormente, sino que también, cuando las hojas abscinden con roya lo hacen con una
concentracion de N mucho mayor a la de las hojas que abscinden sin roya. Para ambos clones
las hojas sin roya caen con una concentracién de N entre el 0,65 - 0,75 % mientras que cuando
las hojas tienen roya caen con una concentracion 187 % y 100 % mas alta para el clon Onda y
clon ‘Australiano 106/60’ respectivamente (Figura 2). Para los mismos clones, pero en el Delta,
la concentracion de N de las hojas que abscindieron de plantas enfermas con roya fue un 50 %
mayor a la de hojas libres de roya (Cortizo, 2014). Las diferencias en magnitud entre los
ensayos son debidas a multiples factores, uno de ellos podria ser los diferentes niveles de

severidad de la enfermedad.
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Esta mayor concentracion de N en las hojas que abscindieron con roya se debe muy
probablemente a que se produjo una retencién de nutrientes por parte del hongo (en hifas,
estructuras reproductivas y esporas). Los requerimientos nutricionales del hongo son mayores
a los de una hoja, como lo demuestra la concentracion de N en esporas de Puccinia triticina
(roya del trigo) es del 3,5 % (Robert et al., 2004). La presencia de masa fungica en las hojas
senescentes se demuestra en la concentracién de glucosamina, que en hojas que abscinden
con roya se encuentra entre 8 - 14 pg cm™ de area foliar, mientras que cuando las hojas
abscinden sin roya la concentraciéon no sobrepasa los 2 pg cm™ (Figura 3). Si bien no hubo

diferencias entre los clones, las concentraciones mas altas se encontraron en el clon Onda.

La caida anticipada de las hojas (figura 1) y con un mayor contenido de nitrégeno
(figura 2) cuando las plantas tienen roya hace que disminuya la cantidad de nutrientes que son
retranslocados a los tejidos de reserva, como las raices y los tallos. Cuando las plantas crecen
sin ningun factor importante de estrés, el contenido de nitrégeno en las hojas decrece a
medida que la plantacion se desarrolla, debido a que la biomasa foliar disminuye
constantemente en comparacion con la biomasa de tallos y raices, y también disminuye la
concentracion de N en las hojas de arboles adultos (Graciano et al., 2006). En Populus
tremuloides, las hojas representan el 12 % de la biomasa y el 59 % del contenido de nitrégeno
en plantas de 5 afios, decreciendo a lo largo del tiempo, hasta que en plantas de 54 afios
representan el 2,2 % y 16 %, respectivamente (Wang et al., 1995). Por otro lado, los
requerimientos de N para el crecimiento en plantas de Eucalyptus grandis son cubiertos por la
retranslocacion desde las hojas senescentes en un 60 % en plantas de 3 afios mientras que
cuando las plantas tienen 14 afios el aporte de las hojas senescentes desciende al 20 %
(Graciano et al., 2006). Por lo tanto, la presencia de la roya en los primeros afios de una
plantacion tiene una fuerte repercusion sobre las tres primeras fases de la dinamica del N
(Cooke & Weih, 2005). La roya, como toda enfermedad foliar, afecta al érgano que representa
la mayor fuente de N retranslocable en la planta. Las hojas afectadas se vuelven un fuerte
destino de N evitando que ese N sea dirigido a tejidos en crecimiento. Ademads, las hojas

afectadas caen prematuramente y con un contenido mayor de N.

Con respecto a las raices finas, la concentracién de N sélo disminuyd en el clon Onda
entre plantas sanas y enfermas en un 10 % (Figura 4). En las raices gruesas también existio una
disminucién en la concentracidon de N sélo en el clon Onda, en este caso del 20 % (Figura 6).
Una disminucion en la concentracién de N del 70 % se observd en raices de plantas de

estaquero de ambos clones (Cortizo, 2014), resultados bastante superiores a los encontrados

90



Capitulo 4: Alteraciones en la retraslocacién de nutrientes

por nosotros, aunque en ese ensayo las concentraciones de N fueron al menos un 50 %

mayores que las de nuestro ensayo.

La mayor disponibilidad de N en el suelo sélo produjo cambios en la concentraciéon de
N de las raices gruesas en el clon ‘Australiano 106/60’, produciendo un aumento del 23 % en la
concentracion. Se han reportado aumentos de hasta un 200 % en la concentracidn de N de las
raices de P. deltoides en plantas fertilizadas (Li et al., 2014). Por otro lado, la mayor
concentracion de N en las raices gruesas en comparacion con las raices finas, 1,60 % Ny 1,30 %
N respectivamente, nos sugiere que las raices gruesas cumplen un rol como érgano de reserva.
La funcidn de las raices finas es principalmente la de absorber nutrientes, y tienen una vida
media mucho mas corta que la de las raices gruesas. Existe un recambio anual en las raices
menores a 2 mm superior al 100 % mientras que cuando se considera raices hasta 10 mm el

recambio no llega al 10 % (Gill & Jackson, 2000).

En cuanto a los contenidos totales de N en raices finas y gruesas, el contenido total de
N fue notoriamente mayor en ambos clones cuando la disponibilidad de nitrégeno aumenté
(Figura 5y 7). Es importante remarcar, que como las concentraciones fueron similares con baja
y alta disponibilidad de N (Figura 4 y 6) estos cambios en contenidos se deben a un aumento
en la biomasa de raices (Capitulo 2, Figura 9). Si bien no hubo diferencias significativas debido
a la roya en el contenido de N de raices finas, el contenido de N se reduce cuando las plantas
gue se encuentran con alta disponibilidad de N son afectadas por la roya. La caida es menor en
el clon ‘Australiano 106/60’ (20 %) que en el clon Onda (40 %) (Figura 5). En cuanto al
contenido de N en raices gruesas, en el clon ‘Australiano 106/60’ la disminucién en plantas
enfermas es del 80 %, independientemente de la disponibilidad de N. En el clon Onda, la
disminucién es del 30 % cuando la disponibilidad de N es baja y casi del 90 % con alta
disponibilidad de N (Figura 7). En cuanto a los tallos, en las plantas del clon Onda con baja
disponibilidad de N se produjo una reduccién mayor al 30% en la concentracién de N en las
plantas con roya, mientras que para el resto de los tratamientos no hubo diferencias de
importancia (Figura 8). El efecto de la roya en los contenidos totales de N es muy fuerte. Los
tratamientos con roya siempre tienen menor cantidad de N (Figura 9). Como es de esperar, al
no haber diferencias en las concentraciones de N, la produccién de biomasa aérea determina
en gran medida la cantidad de N acumulado (Capitulo 2, Figura 10). La particularidad la
tenemos en las plantas del clon Onda con baja disponibilidad de N, donde no hubo diferencias
en la produccién de biomasa aérea pero si en la concentracion de N, dando como resultado

que la acumulacién de N en tallo sea menor en las plantas enfermas. Estos resultados
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demuestran que la roya reduce las reservas de N, porque reduce el crecimiento y en algunos

casos porque se reduce la concentracién con o sin cambios en el crecimiento.

La forma en que se acumula el nitrégeno hasta la préxima temporada de crecimiento
es mediante proteinas de almacenaje vegetativas (VSP, por su sigla en inglés) (Rennenberg et
al., 2010). En Populus sp., esta demostrado que el 70 % del nitrégeno presente en los tallos en
la temporada de reposo se encuentra en forma de VSP, que se concentran mayormente en
células parenquimaticas de la corteza por lo que reciben el nombre de proteinas de
almacenaje de la corteza (BSP, por sus siglas en ingles)(Cooke & Weih, 2005). De nuestros
resultados se desprende que la concentracién de proteinas en la corteza es menor en plantas
enfermas, encontrandose las concentraciones en el rango de lo reportado para el género
(Langheinrich & Tischner, 1991). La reduccién es del 30 % en plantas del clon Onda fertilizadas
y enfermas con respecto a las sanas (Figura 10). Esta reduccidn en la concentracidon de
proteinas también se observa en el xilema, con una disminucién de entre un 10 % y 30 %. Si
bien encontramos proteinas tanto en el xilema secundario como en la corteza, la
concentracion de proteinas en la corteza es 20 veces mayor a la del xilema secundario,
demostrando el caracter de la corteza también como tejido de reserva. Cuando se analiza
separadamente la concentracién de N en corteza y xilema secundario, el resultado es similar al
obtenido midiendo proteinas, la concentracidn de N en corteza es del 1 % mientras que en el
xilema secundario es del 0,2 % para plantas del clon ‘Australiano 129/60’ de entre 12 y 19 afios

(Ceballos, 2003).

La concentracion de N en el tallo sélo varié entre las plantas sin roya y con roya del
clon Onda con baja disponibilidad de nitrégeno. Sin embargo, la concentracién de proteinas
BST disminuyd en todos los casos cuando las plantas presentaban roya. Esto permite suponer
que la presencia de la roya, si bien no tiene un efecto marcado sobre la concentracion de N en
el tallo (sélo hubo diferencias en el Onda con baja disponibilidad de N), cambia la forma en que
el nitrégeno es almacenado. Posiblemente se reduzca la sintesis de proteinas BST, y éstas sean
parcialmente remplazadas por otras formas de almacenamiento de nitrégeno menos costosas
en términos de biosintesis, tales como aminodcidos , por ejemplo arginina, glutamina y
asparagina (Rennenberg et al., 2010). Estos resultados, indicarian también que la enfermedad
tiene alto impacto en las reservas de carbono, tal como lo refleja que en algunos tratamientos
hay marcada disminucién de la materia seca, sin cambios o incluso con un leve aumento en la

concentracién de N (clon ‘Australiano 106/60" con alta disponibilidad de N).
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El almacenaje interno de nitrogeno durante los meses de reposo, permite que los
procesos de desarrollo durante la primavera siguiente se vuelvan marcadamente
independientes de las condiciones ambientales, principalmente de las temperaturas del suelo,
siendo ésta una caracteristica ecoldgica importante ante condiciones adversas (Rennenberg et
al., 2010). En nuestro caso, en un balance general, el contenido total de N acumulado en la
biomasa disminuye considerablemente cuando las plantas presentan roya, existiendo una
reduccion del N almacenado que como minimo es del 30 % y puede llegar a ser superior al 70
% (Tabla 1). En manzanos (Malus domestica) estd demostrado que el nitrégeno removilizado
hacia los nuevos drganos en la primavera esta relacionado positiva y linealmente con el
contenido de nitrégeno en los érganos de reserva resultado de la temporada de crecimiento
anterior. Por otra parte, al aumentar el contenido de nitréogeno, almacenado disminuye el
aporte por parte de las raices en la primavera siguiente (Cheng & Fuchigami, 2002). En
estaqueros de Populus deltoides se determind que en las plantas que habian tenido roya en la
temporada anterior, el rebrote fue menor (por ejemplo, disminuyé el nimero de hojas y el
tamarnio de las guias) al compararlo con plantas que habian crecido sin roya (Cortizo, 2014). Por
lo tanto, si bien el rebrote en la temporada siguiente no ha sido medido en esta tesis, es de
esperar que en la temporada siguiente, la disminucién en el almacenamiento de N cuando las

plantas han tenido roya, tendra una influencia negativa sobre la capacidad de brotacion.
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4.6- Conclusiones.

La presencia de roya hace que las hojas de ambos clones abscindan prematuramente y
con una concentracién de nitrégeno mayor, el cual es probablemente retenido por la masa

fungica.

En el clon Onda, la presencia de roya produce una reduccidn en la concentracién de N
de las raices finas, raices gruesas y del tallo (sélo en las plantas con baja disponibilidad de N).
Como consecuencia el contenido de N acumulado en la planta se reduce, tanto en la parte

aérea como subterranea.

En el clon ‘Australiano 106/60’, si bien no hubo cambios en las concentraciones de N
para ninguno de los compartimentos debido a la presencia de la roya, se produce una
reduccion en el contenido de N acumulado en la planta, porque la enfermedad reduce el

crecimiento tanto del tallo como de las raices.

La concentracién de proteinas en el xilema secundario y en la corteza es menor en las

plantas con roya en ambos clones.

Si las plantas de ambos clones crecen con mayor disponibilidad de N, el N contenido en
los tejidos de reserva aumenta. Sin embargo, la roya produce una disminucion en el contenido

de este nutriente similar, bajo las diferentes disponibilidades de N.
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Capitulo 5: Interaccion entre estrés hidrico y roya.
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5.1- Introduccion.

Las plantas del género Populus sp. crecen a tasas relativamente altas comparadas con
otros géneros utilizados en plantaciones forestales. Esta productividad esta estrechamente
relacionada con la disponibilidad de agua y el grado de tolerancia de los clones al estrés hidrico

(Marron et al., 2003).

En las plantaciones de alamos del Delta del Parana las plantas pueden estar expuestas
a estrés hidrico por exceso de agua (inundacidn) o por falta de agua (sequia) (Luquez et al.,
2012) como asi también en el resto de las zonas de produccidn en el pais. Las respuestas de las
plantas a la inundacidn varian de acuerdo a la duracién del periodo de estrés, el grado de
cobertura por el agua vy si la inundacidn ocurre durante el periodo de crecimiento o de reposo
(Kozlowsky, 1997). En plantas de Populus sp. sometidas a inundacién se produce una rapida
disminucién en la actividad fotosintética, la conductancia estomdtica (gs), el rendimiento
cuantico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm) y el contenido de clorofilas. Como consecuencia,
cuando el estrés es prolongado, se observa una disminucion en el crecimiento y area foliar,
aumento en la relacién tallo/raiz, defoliacidn anticipada e incluso muerte de las plantas. Estas
consecuencias de la inundacidn son mads notorias en los clones menos tolerantes (Bejaoui et
al.,, 2006; Du et al., 2012; Francis et al., 2005; Luquez et al., 2012; Peng et al., 2013;
Vreugdenhil et al., 2006).

Cuando las plantas del género Populus sp. se encuentran bajo situaciones de estrés por
sequia, rapidamente se produce una disminucién de la actividad fotosintética y la
conductancia estomatica. Esto da como resultado una menor biomasa total, disminucion del
area foliar y del drea foliar especifica, pérdida de hojas o incluso defoliacidn total, disminucidn
en la relacion tallo/raiz y aumento en la eficiencia de uso del agua (Marron et al., 2003;
Monclus et al., 2006; Tschaplinski et al., 1998; Yin et al., 2004; Yin et al., 2009; Yin et al., 2005;
Zhang et al., 2004).

Las condiciones de humedad ambiental, ademas de afectar a las plantas, también
pueden modificar el desarrollo de las enfermedades fungicas foliares. Por lo general, los
hongos patdgenos suelen tener mayor desarrollo y ocasionar mayores dafos en ambientes
himedos. Esta demostrado que el grado de infeccion por roya es altamente dependiente de

las condiciones climaticas durante la estacion de crecimiento (Das et al., 2007; Dowkiw et al.,
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2003; Robert et al., 2002). En este sentido, se observd mayor infeccion por Melampsora

medusae en plantas de Populus deltoides irrigadas que en las no irrigadas (Coyle et al., 2006).

Como la roya afecta los mismos mecanismos fisioldgicos que son alterados por el
exceso y el déficit de agua, pero la sequia y la inundaciéon a su vez pueden afectar el desarrollo
de la enfermedad, es importante evaluar los efectos conjuntos de la ocurrencia de estrés
hidrico y roya. Los efectos de los dos estreses combinados pueden ser sinérgicos, aditivos o
antagonicos (Bansal et al., 2013). Esto significa que el impacto de la enfermedad foliar puede
ser mayor, igual o menor en caso de que la planta esté creciendo bajo estrés por sequia o
inundacién. Sin embargo, es poca la informacidn disponible sobre cuanto afecta al crecimiento
de los adlamos, la interaccion entre el estrés hidrico por falta o exceso de agua y el dafio por

roya, factores que suelen darse en simultdneo en los sistemas productivos.

Si la disponibilidad de agua para la planta afecta el nivel de severidad de la
enfermedad, es dificil evaluar experimentalmente niveles de roya similares en plantas que
estan creciendo bajo sequia, capacidad de campo o inundacién. Dado que la defoliacidn es uno
de los efectos principales de la roya, una manera de simular un nivel de ataque similar en
plantas que estan creciendo en diferentes condiciones hidricas es realizar una defoliacion
similar en todos los tratamientos. Con esta aproximacién experimental se podra inferir si
niveles de defoliacion similares afectardan el crecimiento en igual magnitud en plantas
expuestas a estrés hidrico. Posiblemente la defoliacién en plantas que crecen a capacidad de
campo reducird mas el crecimiento que la defoliacion en plantas bajo estrés hidrico porque se
removeran hojas con alta actividad fisiolégica que estan sosteniendo una alta tasa de
crecimiento. Por el contrario, las hojas de las plantas estresadas posiblemente ya iniciaron el
proceso de senescencia con la consecuente disminucion en la actividad metabdlica y

removilizacién de nutrientes hacia otros tejidos (Keskitalo et al., 2005).
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5.2- Objetivos e hipétesis.

Objetivo 4.1: Evaluar la magnitud de la reduccidn en el crecimiento y acumulacion de
nutrientes debidos a la defoliaciéon, de dos clones de alamo, en interaccion con la

disponibilidad hidrica.

Hipdtesis 4.1: La disminucién en el crecimiento y en la acumulacién de nutrientes por

efecto de la defoliacidon es mayor en plantas con buena disponibilidad hidrica.

Objetivo 4.2: Analizar a nivel foliar la interaccidn entre estrés hidrico (por inundacién y

por sequia) y grado de infeccion por roya.

Hipdtesis 4.2: El grado de infeccion por roya es mayor en condiciones de buena
disponibilidad hidrica. En consecuencia, el dafio y la caida de hojas seran mas marcados en

plantas a capacidad de campo.
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5.3- Materiales y métodos.

5.3.1- Ensayo 3 (temporada 2011-2012).

En la temporada 2011-2012 se establecié un ensayo en las instalaciones del INFIVE. Se
utilizé el clon Onda, susceptible a roya y medianamente tolerante a la inundacién. Se utilizaron
36 estacas de 50 cm de largo que, a finales de agosto del 2011, se plantaron en contenedores
de 100 litros rellenos con una mezcla de arena y tierra (relacién 10 a 1), a razén de una estaca
por contenedor. Las plantas crecieron en condiciones de buena disponibilidad de agua hasta la
primera semana de enero de 2012, donde se aplicaron tres diferentes condiciones hidricas. Un
grupo de plantas se dejé en las mismas condiciones en las que venian creciendo, es decir, a
capacidad de campo, recibiendo tres riegos semanales (CC). A otro grupo de plantas se le
restringié el riego a 1/3 del volumen aplicado cada dia a las plantas CC y con frecuencia de uno
semanal (1/3 de frecuencia), tratamiento con estrés por sequia (S). Al dltimo grupo de plantas
se las inundd, reponiendo el agua para mantener un nivel de 5 cm de agua sobre el suelo (l).
Estos tratamientos se mantuvieron hasta finalizar el ensayo, luego de la abscision otoial. Para
caracterizar los tratamientos hidricos se colocaron 4 sensores de humedad en los tratamientos
a capacidad de campo y sequia, y se comprobd que en el suelo del tratamiento sequia el
contenido de humedad se encontraba en el 50 % del contenido de humedad del suelo a

capacidad de campo.

Desde el comienzo del ensayo, se mantuvo a la mitad de las plantas libres de roya
mediante la pulverizacién quincenal con tebuconazole (como se detalla en el capitulo 2),
quedando el resto de las plantas expuestas a la infeccidon natural por roya. Sin embargo, el
verano de la temporada 2011-2012 fue particularmente calido y seco, por lo que a mediados
de marzo de 2012 y como no se observaba evidencia de la presencia de la enfermedad, se
procedid a realizar una defoliacion del 50% del nimero de hojas simulando un ataque de roya
severo (Cortizo et al., 2006). Por lo tanto, el ensayo consistié en 6 tratamientos con 6 plantas
por tratamientos: plantas a capacidad de campo defoliadas (CC D+), plantas a capacidad de
campo sin defoliar (CC D-), plantas con sequia defoliadas (S D+), plantas con sequia sin defoliar

(S D-), plantas inundadas defoliadas (I D+) y plantas inundadas sin defoliar (I D-).
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Previo al tratamiento de defoliacidon se realizaron mediciones de fotosintesis neta,
conductancia estomatica y concentracién de clorofilas mediante Spad (siguiendo las mismas
metodologias explicadas en el capitulo 3). Con las hojas procedentes de la implementacién del
tratamiento de defoliacion se estimo el area foliar para cada uno de los tratamientos hidricos.
Para ello, se procedid a pesar el total de las hojas extraidas. Luego se tomd una sub-muestra
de 10 hojas a las cuales se les tomd una fotografia, midié el area foliar (con la ayuda del
programa ImageTool) y se pesaron. Posteriormente, con la relacidon que se establecid entre el
area foliar y el peso de la sub-muestra se estimd el area foliar del resto de las hojas en funcidn
del peso. Al extraer el 50 % de las hojas se asumid que representaban el 50 % del area foliar.
También, muestras de esas hojas verdes se colocaron en estufa a 60 °C hasta peso contante y
se almacenaron para la determinacidon de nutrientes en hoja verde(N y P).Posteriormente, a
medida el resto de las hojas fueron cayendo de forma natural, se recolectaron (al menos 10
hojas por tratamiento), se secaron en estufa a 60 °C hasta peso constante y también se
almacenaron para la determinacién de nutrientes en hojas senescentes (N y P). La
determinacidon de N se realizé de la misma forma que se describe en el capitulo 4. La
determinacion de P mediante una digestion acida y la posterior lectura por espectrometria de
emisiéon de plasta inducido. Nuevamente, estas determinaciones fueron realizadas por el

LANAIS N-15, CONICET-UNS (Agronomia), 8000 Bahia Blanca, Argentina.

Una vez que las plantas perdieron la totalidad de las hojas se midi6 altura y didmetro a
la altura del cuello (DAC). Se cortd la parte aérea y luego se procedidé a la extraccién de las
raices. Para limpiar las raices se pasé todo el contenido de los contenedores (suelo mas raices)
por una zaranda para separar manualmente las raices, y posteriormente se lavaron con
abundante agua. Tanto la parte aérea como las raices obtenidas se colocaron en estufa hasta
peso constante y luego se pesaron para determinar la acumulacién de biomasa total, biomasa
aérea (tallo y estaca) y biomasa subterranea (raices finas <5mm, raices gruesas <5mm vy raices
inducidas por la inundacién). Se tomd una muestra de tallo (los primeros de 10 cm), raices
finas y raices gruesas de cada planta para la determinacidon de nutrientes (N y P), como se

explica en el parrafo anterior.

5.3.2- Ensayo 4 (temporada 2013-2014).

Este ensayo se realizé también en el INFIVE y consistié en un ensayo muy similar al

ensayo 3 (tamafo de las estacas, tamano de los contenedores, sustrato). Se utilizaron los
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clones Onda y ‘Australiano 106/60’. Se mantuvieron las tres condiciones hidricas (capacidad de
campo, inundacién y sequia) y el momento de aplicacion de los mismos que en el ensayo 3, y
dos condiciones de roya (libres de roya y con roya). Se asignaron 6 plantas por tratamiento. A
diferencia del ensayo anterior no se realiz6 la defoliacion del 50 % ya que los primeros signos
de la enfermedad se registraron a partir del 10 de febrero de 2014. La evolucién de la
enfermedad se estimd registrando periddicamente la incidencia y la severidad. La incidencia
fue definida como el numero de hojas con sintomas de la enfermedad sobre el nimero total
de hojas de cada planta y a la severidad como el drea afectada por la enfermedad en cada
hoja. Luego, se estimd el grado de severidad de cada planta mediante el promedio de la

severidad de cada una de las hojas que componen la planta.

Desde los 150 dias desde el equinoccio de primavera hasta que las plantas se
encontraron totalmente defoliadas se registr6 el nimero total de hojas por planta

regularmente.

Por un lapso de 30 dias (desde el dia 185 hasta el 215 desde el equinoccio de
primavera) se marcaron hojas y se midié el rendimiento cudntico maximo del fotosistema |l
(Fv/Fm, como se detalla en el capitulo 3) sobre las mismas hojas para poder estimar una

evolucidn del dafio a medida que pasaba el tiempo.

En resumen, el ensayo consistido en 12 tratamientos con 6 plantas por tratamiento:
plantas a capacidad de campo sin roya (CC R-), plantas a capacidad de campo con roya (CC R+),
plantas con sequia sin roya (S R-), plantas con sequia con roya (S R+), plantas inundadas sin
roya (I R-) y plantas inundadas con roya (I R+), tanto para el clon Onda (O) como para el clon

‘Australiano 106/60’.

5.3.3- Andlisis estadistico y presentacion.

Para el andlisis estadistico se utilizé el Analisis de la Varianza (ANOVA) vy el test de
Duncan, ambos con una significancia del 95%. En el ensayo 3 los factores fueron defoliacion
(D) y tratamiento hidrico (TH). En el ensayo 4 los factores considerados fueron roya (R) y
tratamiento hidrico (TH), para cada clon por separado. En todos los casos se analizaron las

interacciones entre los factores.

Para la realizacion de las figuras se tomaron las medias provenientes de los ANOVA

realizados con sus respectivos errores estandar. Ademas, los valores de p derivados del ANOVA
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se muestran en cada figura resaltandose en negrita el factor o los factores estadisticamente

significativos. Cuando fue necesario, se agregd a la figura el/los test de Duncan.
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5.4- Resultados.

5.4.1- Ensayo 3: Caracterizacion de los tratamientos hidricos.

Con las mediciones realizadas previo a la defoliacién del 50% fue posible describir los
tratamientos hidricos a los que se sometieron las plantas. Hubo un efecto del estado hidrico
del suelo sobre la fotosintesis neta. La fotosintesis neta fue similar para las plantas a CCy S
respectivamente, mientras que en las plantas inundadas disminuydé marcadamente (Figura 1a).
Hubo un pequefio aumento en la concentraciéon de clorofilas (Spad) en las plantas S con
respecto a la plantas en CC, mientras que las plantas | no se diferenciaron del tratamiento CC

ni del S (Figura 1b).

El area foliar por planta disminuyd con respecto al tratamiento CC por ambos estreses
hidricos, pero la reduccién fue mayor en el tratamiento S que en el tratamiento | (Figura 2a).
Los cambios también fueron apreciables en la conductancia estomatica (gs), donde hubo una
reduccion muy fuerte en el tratamiento | con respecto a CC, pero no se modifico en el

tratamiento S (Figura 2b).

Factor P Factor p
16 - (a) 40

TH 0,038
b

TH 0,001

r 20

Fotosintesis neta ( umol CO2 m2 5'1)
Concentracion de clorofilas (Spad)

Figura 1: Fotosintesis neta (a) y contenido de clorofilas (b) en el clon Onda en el ensayo 3 con
sus respectivos errores estandar. Inundacidn (1), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Dentro
de cada grafico se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los
factores estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias significativas
entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).
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Figura 2: Area foliar (a) y conductancia estomatica (gs) (b) en el ensayo 3 con sus respectivos
errores estandar. Inundacion (), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Dentro de cada gréfico
se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores
estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias significativas entre los
tratamientos (test de Duncan, p<0,05).

5.4.2- Ensayo 3: Cambios en el crecimiento debido a la interaccién entre defoliacién y
estrés hidrico.

La altura de las plantas fue modificada por la defoliacion y por el estrés hidrico. La
defoliacién produjo una reduccién en la altura de entre el 5 - 10 % al comparar las plantas
defoliadas y no defoliadas dentro de cada tratamiento hidrico. Las plantas del tratamiento |
presentaron una altura mayor a la de los tratamientos CC y S (Figura 3). El DAC sdlo fue
modificado por el tratamiento hidrico. El DAC fue mayor en las plantas del tratamiento |,

intermedio en CC, y menor en el tratamiento S (Figura 4).
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Figura 3: Altura (cm) de las plantas del clon Onda para los diferentes tratamientos con sus
respectivos errores estandar. Defoliadas (D+), sin defoliar (D-), inundacién (lI), capacidad de
campo (CC) y sequia (S). Sobre el margen superior derecho se observan los valores de p
derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores estadisticamente significativos
Diferentes letras significan diferencias significativas entre los tratamientos (test de Duncan,

p<0,05).

201 Factor P
TH 0,038
- 0,857
1 < THxD 0894
15 A
’é TH (Test de Duncan)
S
5 | 17,19 a
2 10 CC 16,50 ab
[a) S 15,67 b
5 -
0 T T T

| D- | D+ CC D- CC D+ S D- S D+

Figura 4: Diametro del cuello (DAC) (mm) de las plantas del clon Onda para los diferentes
tratamientos con sus respectivos errores estandar. Defoliadas (D+), sin defoliar (D-),
inundacién (), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Sobre el margen superior derecho se
observa los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores
estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias significativas entre los

tratamientos (test de Duncan, p<0,05).
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La acumulacién de biomasa aérea (tallos y estaca) fue modificada por la defoliacion y
por el estrés hidrico. Hubo una disminuciéon aproximada del 9 % al comparar las plantas no
defoliadas y defoliadas de cada tratamiento hidrico. Las plantas del tratamiento CC
acumularon mds biomasa aérea que las plantas del tratamiento S pero menos que el
tratamiento I. Los cambios en la acumulacién de biomasa debido al estrés hidrico se
produjeron tanto en la estaca como en las guias producidas ese afo (tallos), mientras que los

debidos a la defoliacion sdlo se registraron en los tallos (Figura 5).

En la acumulacion de biomasa subterranea, sin embargo, hubo una interaccion entre la
defoliacién y el estrés hidrico. La mayor acumulacion de biomasa subterranea se encontrd en
las plantas no defoliadas del tratamiento CC, evidencidandose una fuerte reduccién cuando las
plantas del tratamiento CC fueron defoliadas. Sin embargo, la biomasa subterranea en los
tratamientos S e | fue inferior al tratamiento CC, y sin diferencias entre plantas D+ y D-. Por
ultimo, las plantas del tratamiento | presentaron los valores mds bajos de acumulacién de
biomasa subterrdnea. En este tratamiento hidrico la acumulaciéon de biomasa subterranea
presentd raices finas inducidas por la inundacién que corresponden al 20% del peso de raices.
La interaccion entre la defoliacion y el estrés hidrico se mantiene si se analizan por separado

las raices finas y gruesas (Figura 6).
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Figura 5: Acumulaciéon de biomasa aérea (g) de las plantas del clon Onda para los diferentes
tratamientos con sus respectivos errores estandar. Se diferencia la estaca y el tallo producido
ese afio (guias). Defoliadas (D+), sin defoliar (D-), inundacion (), capacidad de campo (CC) y
sequia (S). Sobre el margen superior derecho se observan los valores de p derivados del
ANOVA, resaltados en negrita los factores estadisticamente significativos. Diferentes letras
significan diferencias significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).
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Figura 6: Acumulacién de biomasa subterrdnea (g) de las plantas del clon Onda para los
diferentes tratamientos con sus respectivos errores estandar. Defoliadas (D+), sin defoliar (D-),
inundacion (1), capacidad de campo (CC), sequia (S), raices gruesas (R. gruesas), raices finas (R.
finas) y raices inducidas por la inundacion (R. IPl). Sobre el margen superior derecho se
observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en negrita los factores
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estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias significativas entre los
tratamientos (test de Duncan, p<0,05).

5.4.3- Ensayo 3: Cambios en la dinamica de los nutrientes debido a la interaccion entre
la defoliacidn y el estrés hidrico.

La concentracidn de N en hojas verdes, previo a la defoliacidn, varié en respuesta a los
tratamientos hidricos. La concentracion de N fue similar en las plantas | y las plantas CC,
mientras que aumentod en las plantas S (Figura 7a). Cuando se produjo la abscisidn de las hojas
hubo interaccidn entre el tratamiento hidrico y la defoliacién. Las hojas de plantas D- y D+ de
los tratamientos CC e | cayeron con una concentracién de N similar. Las hojas del tratamiento S

D- cayeron con una mayor concentracién de N que las S D+ (Figura 7b).

La concentracion de P presentd un comportamiento similar al de la concentracién de
N, tanto en hojas verdes como en las que presentaron abscision natural. En las hojas verdes no
hubo diferencias entre los tratamientos CC e |, mientras que en el tratamiento S la
concentracion de P fue mayor (Figura 8a). En cuanto a las hojas al caer, las concentraciones

fueron similares en plantas D+ y D- en los tres tratamientos hidricos, y mayor en S que en CCe

| (Figurar 8b).
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Figura 7: Concentracién de N en hojas verdes en verano (a) y senescentes en otofio (b) en el
clon Onda para los diferentes tratamientos del ensayo 3 con sus respectivos errores estandar.
Defoliadas (D+), sin defoliar (D-), inundacién (1), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Sobre el
margen superior derecho de cada grafico se observan los valores de p del ANOVA, resaltados
en negrita los factores estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias
significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).
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Figura 8: Concentracidn de P en hojas verdes (a) y senescentes (b) en el clon Onda para los
diferentes tratamientos del ensayo 3 con sus respectivos errores estandar. Defoliadas (D+), sin
defoliar (D-), inundacién (1), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Sobre el margen superior
derecho de cada grafico se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en
negrita los factores estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias
significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).

La concentracion y el contenido (i.e., concentracion x masa) de N en tallos fueron
modificados tanto por el tratamiento hidrico como por la defoliaciéon, pero no hubo
interaccion. La concentracion y el contenido de N fueron similares en los tratamientos CCy S,
aumentando considerablemente en el tratamiento I. Los tratamientos D+ presentaron
concentraciones y contenidos mas bajos que los tratamientos D- (Figura 9a y 9b). En cambio, la
concentracion de P en tallos sélo varié en funcidn del tratamiento hidrico mientras que el
contenido de P en la parte aérea fue modificado tanto por el tratamiento hidrico como por la
defoliacién, no existiendo interaccion. La concentracién de P en el tratamiento CC fue menor
que en el tratamiento S, mientras que el tratamiento | presentd un valor intermedio (Figura
10a). El contenido de P fue similar en los tratamientos CCy S, pero menor al del tratamiento I.
En cuanto al efecto de la defoliacién, las plantas defoliadas presentaron un contenido de P en

la biomasa aérea menor a las plantas no defoliadas (Figura 10b).
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Figura 9: Concentracion de N en tallos (a) y contenido de N en la biomasa aérea (b) en el clon
Onda para los diferentes tratamientos del ensayo 3 con sus respectivos errores estandar.
Defoliadas (D+), sin defoliar (D-), inundacién (1), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Sobre el
margen superior derecho de cada grafico se observa el valor de p derivado del ANOVA,
resaltados en negrita los factores estadisticamente significativos. Diferentes letras significan
diferencias significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).
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Figura 10: Concentracién de P en tallos (a) y contenido de P en la biomasa aérea (b) en el clon
Onda para los diferentes tratamientos del ensayo 3 con sus respectivos errores estandar.
Defoliadas (D+), sin defoliar (D-), inundacién (1), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Sobre el
margen superior derecho de cada grafico se observan los valores de p derivados del ANOVA,
resaltados en negrita los factores estadisticamente significativos. Diferentes letras significan
diferencias significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).

La concentracion de N en las raices finas sélo fue modificada por el tratamiento
hidrico. Las plantas de tratamiento CC presentaron una concentracidén de N significativamente
menor a la de los tratamientos S e | (Figura 11a). En cambio, en el contenido de N en raices

finas existido interaccion entre la defoliacion y el tratamiento hidrico. Las plantas del
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tratamiento CC D- tuvieron el mayor contenido de N, mientras que el contenido de N en las
plantas CC D+ fue menor. El contenido de N de las plantas S fue similar en D- y D+. Las plantas

de los tratamientos | D- e | D+ presentaron los contenidos mas bajos de N (Figura 11b).

La concentracién de P en las raices finas no fue modificada ni por la defoliacion ni por
el tratamiento hidrico (Figura 12a). En cambio, el contenido (i.e., concentracidn x masa) de P
de las raices finas fue modificado por la defoliacidn y el tratamiento hidrico. El contenido de P
en las raices finas del tratamiento | fue muy inferior a los contenidos en los tratamientos Sy
CC. La defoliacién sélo causd una reduccion en el contenido de P en los tratamientos CCy S

(Figura 12b).
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Figura 11: Concentracion (a) y contenido (b) de N en raices finas en el clon Onda para los
diferentes tratamientos del ensayo 3 con sus respectivos errores estandar. Defoliadas (D+), sin
defoliar (D-), inundacién (1), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Sobre el margen superior
derecho de cada grafico se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en
negrita los factores estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias
significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).
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Figura 12: Concentracién (a) y contenido (b) de P en raices finas en el clon Onda para los
diferentes tratamientos del ensayo 3 con sus respectivos errores estandar. Defoliadas (D+), sin
defoliar (D-), inundacién (1), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Sobre el margen superior
derecho de cada grafico se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en
negrita los factores estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias
significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).

Las concentraciones de N y P en raices gruesas soélo fueron modificadas por el
tratamiento hidrico. La concentracién de N y P en las plantas de los tratamientos CC fue menor
a los tratamientos | y S (Figura 13a). Hubo interaccion entre la defoliacién y los tratamientos
hidricos en los contenidos de N y P. El contenido de N de las plantas CC D- fue un 50 % mayor
al de las plantas CC D+. Los contenidos mas bajos de N los presentaron las plantas | D- e | D+.
En cambio, los tratamientos S D- y S D+ tuvieron contenidos intermedios (Figura 13b). El
contenido de P presenta un comportamiento similar al contenido de N. Las plantas del
tratamiento CC D- tuvieron el mayor contenido de P y se observd una reduccion en el
contenido de P del 50 % en las plantas del tratamiento CC D+. Las plantas de los tratamientos S
D- y S D+ tuvieron un contenido de P similar entre si. Los contenidos de P mas bajos se

encontraron en los tratamientos | D- e | D+ (Figura 14b).
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Figura 13: Concentracién (a) y contenido (b) de N en raices gruesas en el clon Onda para los
diferentes tratamientos del ensayo 3 con sus respectivos errores estandar. Defoliadas (D+), sin
defoliar (D-), inundacién (1), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Sobre el margen superior
derecho de cada grafico se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en
negrita los factores estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias
significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).
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Figura 14: Concentracién (a) y contenido (b) de P en raices gruesas en el clon Onda para los
diferentes tratamientos del ensayo 3 con sus respectivos errores estandar. Defoliadas (D+), sin
defoliar (D-), inundacién (1), capacidad de campo (CC) y sequia (S). Sobre el margen superior
derecho de cada grafico se observan los valores de p derivados del ANOVA, resaltados en
negrita los factores estadisticamente significativos. Diferentes letras significan diferencias
significativas entre los tratamientos (test de Duncan, p<0,05).

El contenido de N total acumulado fue mayor en las plantas inundadas que en las
plantas a capacidad de campo y sequia (p=0,006). Las plantas defoliadas acumularon menor
cantidad de N en todos los tratamientos hidricos (p=0,003). El contenido de P total acumulado
fue menor en las plantas defoliadas que en las no defoliadas para todos los tratamientos

(p>0,001) (Tabla 1).
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Tabla 1: Contenidos totales de N (g) y P (mg) por planta del clon Onda para los diferentes
tratamientos del ensayo 3 y sus respectivos errores estandar. Defoliadas (D+), sin defoliar (D-),
inundacién (1), capacidad de campo (CC) y sequia (S).

Tratamiento N (g) P (mg)

| D- 2,22+0,4 128,7+4,6

| D+ 1,44+0,1 107,846,3

CCD- 1,69+0,2 142,4+7,0

CC D+ 1,05+0,1 104,1+6,6

S D- 1,26+0,1 122,146,4

S D+ 0,99+0,1 99,2+12,2
| 1,83+0,22 a 118,2+4,8 a
cC 1,3440,15 b 121,5+7,5 a
S 1,13+0,09 b 110,6+7,4 a
D- 1,72++0,18 a 130,4+3,8 a
D+ 1,17+0,06 b 103,7+4,8 b

5.4.4-Ensayo 4. Interaccidn entre roya y estrés hidrico. Evolucién de la roya y cambios

asociados a nivel foliar.

El nivel de incidencia de la enfermedad no fue modificado por las condiciones hidricas

ensayadas, alcanzando una incidencia cercana al 100 % en ambos clones. Sin embargo, en el

clon ‘Australiano 106/60’ este nivel de incidencia se alcanzé mas tardiamente que en el clon

Onda (Figura 15a y 15b). En cuanto a la severidad de la enfermedad, en el clon ‘Australiano

106/60’ no sobrepasd el 20 % para ninguno de los tratamientos hidricos, sin diferencias entre

los tratamientos. En cambio, en el clon Onda la severidad alcanzé valores del 30 % en las

plantas del tratamiento |, mientras que en los tratamientos Sy CC llegé a valores del 50 % y 60

%, respectivamente (Figura 16ay 16b).
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Figura 15: Incidencia de la roya (% de hojas afectadas por planta) a lo largo del tiempo en el
ensayo 4 para el clon Onda (a) y el clon ‘Australiano 106/60’ (b) con sus respectivos errores
estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano 106/60’ (A), plantas con roya (R+), plantas sin roya
(R-), inundacion (l), capacidad de campo (CC) y sequia (S). En el eje de las ordenas se
representan dias desde el equinoccio de primavera.
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Figura 16: Severidad de la roya (% del aérea foliar afectada por planta) a lo largo del tiempo en
el ensayo 4 para el clon Onda (a) y el clon ‘Australiano 106/60’ (b) con sus respectivos errores
estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano 106/60’ (A), plantas con roya (R+), plantas sin roya
(R-), inundacion (l), capacidad de campo (CC) y sequia (S). En el eje de las ordenas se
representan dias desde el equinoccio de primavera.

En el ensayo 4, para el clon Onda, el nimero de hojas por planta estuvo fuertemente
influenciado por el tratamiento hidrico al comienzo de las mediciones. En el tratamiento CC el

numero de hojas fue del orden de las 60 por planta cuando aparecieron los primeros sintomas
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de la roya, sin diferencias entre las plantas R- y R+. El nimero de hojas por planta disminuyo
constantemente hasta que las plantas quedaron sin hojas, siendo esta caida mas marcada en
las plantas R+ (las diferencias se hicieron notables a partir del dia 200). En el tratamiento | el
numero de hojas al comienzo fue menor a las 35, sin diferencias entre las plantas R- y R+,
situacién que se mantuvo hasta que las plantas quedaron sin hojas. En el tratamiento S el
numero de hojas al comienzo fue menor a 50 en cada planta, sin diferencias entre las planas R-
y R+. Las diferencias entre las plantas R- y R+ comenzaron a ser notables a partir del dia 215

(Figura 17).

En el ensayo 4, para el clon ‘Australiano 106/60’, el nimero de hojas por planta estuvo
fuertemente influenciado por el tratamiento hidrico al comienzo de las mediciones. En este
sentido en el tratamiento CC el nimero de hojas fue superior a 100, en el tratamiento | varid
entre las 80-90 hojas por planta y en el tratamiento S fue de 60. A partir del momento en que
se comenzd a registrar el nimero de hojas se observé una caida constante en el nimero de
hojas a lo largo de tiempo, existiendo diferencias entre las plantas R- y R+ sélo en los ultimos
dias del tratamiento CC. Para los tratamientos | y S no hubo diferencias en el nimero de hojas

entre las plantas R- y R+ (Figura 18).

La evolucion del dafio en el fotosistema Il (Fv/Fm) a lo largo de 30 dias (desde el dia
185 hasta el dia 216 desde el equinoccio de primavera) del clon Onda, fue muy similar en los
tratamientos CC y S. Por un lado, las hojas R- de ambos tratamientos presentaron un valor de
Fv/Fm elevado y practicamente constante a lo largo del periodo de mediciones. Sin embargo,
en las hojas R+ puede apreciarse una continua disminuciéon de Fv/Fm, llegando a valores
menores a 0,6. En los tratamientos | se produjo una constante disminucién de Fv/Fm, tanto en
las plantas R- como R+, y las mediciones debieron interrumpirse en el dia 21 debido a la

abscision de todas las hojas marcadas (Figura 19).

Para el clon ‘Australiano 106/60’, en este mismo ensayo, el comportamiento en la
evolucion de Fv/Fm fue similar al del clon Onda aunque las caidas en Fv/Fm fueron sutiles. Las
hojas R- de los tratamientos CC y S presentaron un valor de Fv/Fm practicamente constante,
cercano a 0,9. Por el contrario, en las hojas R+ puede apreciarse una continua disminucién de
Fv/Fm, llegando a valores menores a 0,8. En cambio, en los tratamientos | se produjo una
constante disminucién de Fv/Fm, tanto en las plantas R- como R+, llegando a valores de 0,8 a

los 30 dias (Figura 20).
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Figura 17: Numero de hojas a lo largo del tiempo para los diferentes tratamientos hidricos del
clon Onda con sus respectivos errores estandar (Ensayo 4). Plantas con roya (R+) y plantas sin
roya (R-). En el eje de las ordenas se representan dias desde el equinoccio de primavera.
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Figura 18: Numero de hojas a lo largo del tiempo para los diferentes tratamientos hidricos del
clon ‘Australiano 106/60’ con sus respectivos errores estandar (Ensayo 4). Plantas con roya
(R+) y plantas sin roya (R-). En el eje de las ordenas se representan dias desde el equinoccio de
primavera.
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Figura 19: Evolucion del dafio en el fotosistema Il (Fv/Fm) en hojas del clon Onda con sus
respectivos errores estandar (Ensayo 4). Plantas con roya (R+) y plantas sin roya (R-). En el eje
de las ordenas se representan los dias desde el equinoccio de primavera a través de los cuales
se realizé el seguimiento de Fv/Fm.
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Figura 20: Evolucion del dafio en el fotosistema Il (Fv/Fm) en hojas del clon ‘Australiano
106/60’ con sus respectivos errores estandar (Ensayo 4). Plantas con roya (R+) y plantas sin
roya (R-). En el eje de las ordenas se representan los dias desde el equinoccio de primavera a
través de los cuales se realizd el seguimiento de Fv/Fm.
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5.5- Discusion.

5.5.1- Caracterizacion de los tratamientos hidricos.

En el clon Onda, la inundacién produjo una reduccion en la fotosintesis neta (Figura
1a), en la conductancia estomatica (gs, Figura 2b) y en el drea foliar (Figura 2a). Sin embargo, el
contenido de clorofilas no cambié (Figura 1b). Resultados similares se observaron en otros
clones de dlamo y con diferente duracidn de la inundacién. Por ejemplo, luego de dos semanas
bajo inundacién, la fotosintesis se redujo en un 60 % en los clones 1-488, Rimini y D-64 (Bejaoui
et al., 2006). Sobre 14 clones ensayados, luego de 30 dias de inundaciéon, se encontré una
disminucién de gs en todos los clones mientras que el contenido de clorofilas se redujo sélo en
8 clones (Luquez et al., 2012). La disminucidon en la fotosintesis neta esta fuertemente
relacionada con gs, y posiblemente la fotosintesis en estos eventos de inundacidn esta limitada
por gs. En los clones Alton, 149-82 y Stoneville 67, con 20 dias de inundacion, se encontrd una
fuerte reduccion tanto en la fotosintesis neta como en gs, con una correlacion positiva entre
ambos parametros (Rodriguez, 2014). En cuanto a la disminucidn en el area foliar, nuestros
resultados van en el sentido de lo reportado en la bibliografia. En los 14 clones de Populus
deltoides utilizados por Luquez et. al. (2012) se observd una disminucion en el area foliar por la

inundacién.

En el caso de la sequia, no se produjeron cambios en la fotosintesis (Figura 1a) ni gs
(Figura 2b) pero se observaron cambios en el contenido de clorofilas (Figura 1b) y en el area
foliar (Figura 2a). La falta de cambios en la fotosintesis y gs es contraria a lo reportado para P.
cathayana, especie en la que se observé una reduccion en la fotosintesis del 30 - 35 %
asociado a una reduccion en gs del 40 - 50 % en plantas expuestas a sequia (Xu et al., 2008). En
dos clones de Populus x canadensis (clones Dorksamp y Luisa Avanzo) se produjo una
disminucién muy marcada de gs inmediatamente después a la imposicién de la sequia (Marron
et al., 2003). En el mismo sentido, en tres poblaciones diferentes de P. davidiana se demostrd
una disminucién de entre el 30 y 70 % en la fotosintesis debido a la sequia (Zhang et al., 2004).
Sin embargo, en dos poblaciones de P. cathayana luego de tres meses de sequia se encontrd
que la fotosintesis se redujo en un 35 % cuando la poblacién provenia de una zona humeda
mientras que en la otra poblacién proveniente de una zona menos humeda la fotosintesis no

cambid (Huang et al., 2009). El area foliar se redujo considerablemente en nuestro ensayo(75
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%), de igual forma que en P. cathayana y P. przewalskii luego de 5 meses bajo sequia, aunque
la reduccién en el area foliar fue superior al 90 % en ambos clones (Yin et al., 2005). Sobre otro
ensayo en P. cathayana, luego de 5 meses, también se observé una reduccidn del area foliar
del 85-90 % (Xu et al., 2008). De lo anterior podemos decir, que bajo eventos de sequia
prolongados, el clon Onda reduce fuertemente el area foliar, esto permite mantener un
minimo de hojas en condiciones hidricas semejantes a las de una planta con buena
disponibilidad de agua (esto es, mantener la fotosintesis, gs y el nivel de clorofilas).
Posiblemente si las observaciones se realizan inmediatamente luego de la imposicidn de la
sequia, como el area foliar no se reduce instantdneamente, se podria observar una reduccion
en la tasa de intercambio gaseoso. Esta reduccién en la tasa de fotosintesis neta y gs debido a
la baja disponibilidad de agua en el suelo se observd en las mediciones realizadas a campo y
son la causa de la mayor variabilidad en el intercambio gaseoso para niveles similares de la

enfermedad (capitulo 2).

5.5.2- Cambios en el crecimiento y en la dindmica de nutrientes debido a la interaccién
entre defoliacion y el estrés hidrico.

No hubo interaccién entre defoliacidn y estrés hidrico sobre el crecimiento en altura
(Figura 3) y DAC (Figura 4) ni sobre la acumulacidn de biomasa aérea (Figura 5). El estrés por
inundacién produjo un aumento en altura, DAC y biomasa aérea en relacién a las plantas a
capacidad de campo, mientras que el estrés por sequia tuvo el efecto contrario. La defoliacidn
produjo una reduccion en altura (Figura 3) y biomasa aérea (Figura 5), independientemente de
la condicion hidrica. Sin embargo, el efecto del estrés hidrico fue mas marcado que la
defoliacién. El aumento en el crecimiento aéreo cuando las plantas estaban inundadas fue
contrario a lo reportado para los clones Alton, 149-82 y Stoneville 67, en los que no hay
cambios (clon Alton) o se produjo una reduccion luego de 20 dias bajo inundacion (Rodriguez,
2014). Asimismo, en los clones Alton, A106-60, A129-60, Catfish 2, Stoneville 67, Carabelas
INTA, 2-82, 20-82, 21-82, 89-82, 149-82, 150-82, Conti 12 y SIA 22-85, se produjo una
reduccion en la altura de entre el 20 % y el 70 % segun la susceptibilidad, luego de 30 dias de
inundacién (Luquez et al., 2012). Posiblemente, el tiempo en el cual las plantas se encuentran
inundadas explique la respuesta encontrada. La inundacién produce un aumento en la relacién
tallo-raiz, la cual se maximiza luego de un periodo prolongado de estrés como el nuestro
donde practicamente todo el carbono asimilado se acumula en la parte aérea. Si bien no hay

reportes similares en dlamos, en sauces se observan estos resultados. Luego de un periodo de
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100 dias de inundacidn, la altura de las plantas fue levemente mayor bajo inundacién de los
clones ‘Ragonese 131-27 INTA’ y 395-112 (Cerrillo et al., 2013). También se observd un
aumento de la altura en plantas de sauce sometidas a inundacién durante toda la temporada
de crecimiento al compararlas con plantas que tenian entre 10 y 30 cm de suelo no saturado

(Stromberg, 1997).

En cambio, la disminuciéon en crecimiento debido a la sequia encontrada va en el
sentido de lo reportado por otros autores. En P. cathayana y P. przewalskii se produjo una
reduccion en altura superior al 85 % y en la acumulaciéon de biomasa aérea superior al 90 %
(Yin et al., 2005). También se observd reduccidon en altura de un 55 % y 80 % en plantas macho
y hembras respectivamente de P. cathayana (Xu et al., 2008). En ambos ejemplos, el nivel de
sequia representaba un 25 - 30 % de la capacidad de campo cuando en nuestro ensayo fue del
50 %, es decir, el estrés impuesto fue mas leve al igual que la reduccién en crecimiento. La
reduccion en crecimiento debido a la defoliacion depende del nivel de defoliacion. Por
ejemplo, en plantas de Populus alba una defoliacion del 25 % produjo una reduccion del
crecimiento del 20 %, mientras que una defoliacion del 100 % redujo el crecimiento mas del 80
% (Rubio et al., 2013). Observaciones similares se realizaron en plantas de Populus
tremuloides, en las que la reduccién en el diametro a la altura del cuello fue del 50 % en el
primer afo luego de la defoliacién y del 75 % al segundo afio luego de una defoliacién por afo
(Moulinier et al., 2014). En Populus x canadienses también se observé una reduccién en el
crecimiento en plantas defoliadas, la cual se acrecentd a medida que pasan los afios (Kosola et

al., 2001).

Este mismo comportamiento observado en la biomasa aérea se reprodujo con los
niveles de nutrientes. Existi6 un efecto muy marcado de los tratamientos hidricos y de la
defoliacién sobre la concentracién y contenido de N y P en tallos, sin interaccion entre los
tratamientos (Figura 9 y Figura 10). Observamos un aumento en la concentracién de N bajo
inundacién, dando como resultado que el contenido de N acumulado en la biomasa aérea

fuera mayor en este tratamiento.

Contrariamente a lo que ocurre en la biomasa aérea, en la acumulacion de biomasa
subterradnea existié una interaccién entre los factores defoliacidn y estrés hidrico (Figura 6). La
defoliacién produjo una reduccién del 40 % en la acumulacién de biomasa subterranea en las
plantas a capacidad de campo, mientras que la reduccidon fue minima para las plantas en
sequia y no hubo cambios cuando las plantas se encontraban inundadas. Sin embargo, las

plantas bajo inundacion presentaron una reduccién mayor al 75 % en la acumulacién de
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biomasa subterranea, mientras que en las plantas con sequia la reduccién fue del orden del 50
%, ambas con respecto a las plantas a capacidad de campo. La disminucién en la acumulacién
de biomasa subterranea por estrés hidrico, ya sea por inundacion o sequia, se encuentra ya
reportada por otros autores. La reduccién debida a la inundacion fue del 25 %, 50 % y 66 % en
los clones Alton, 149-89 y Stoneville 67, respectivamente (Rodriguez, 2014). En P. cathayana y
P. przewalskii la reduccién en la acumulacién de biomasa subterranea debido a la sequia fue
mayor, del 75 % y 95 % respectivamente (Yin et al., 2005). Asimismo, la reduccién en la
acumulacién de biomasa subterrdnea debido a la defoliacidon se encuentra documentada. En
Populus x canadienses se produce una reduccidn superior al 50 % en el crecimiento de nuevas
raices cuando las plantas son defoliadas (Kosola et al., 2001), mientras que en Populus
tremuloides la reduccion en el crecimiento de raices se acentlda al aumentar el nivel de

defoliacién (Erbilgin et al., 2014).

A nivel de raices, la concentracion de N y P sélo fue modificada por los tratamientos
hidricos (excepto la concentracion de P en raices finas) mientras que para los contenidos de
nutrientes hubo interaccidn entre los tratamientos hidricos y la defoliacion (Figuras 11 a 14).
Las plantas bajo sequia tuvieron concentraciones de N y P mayores a la de las plantas a
capacidad de campo. Sin embargo, estd reportado en Populus x canescens (P. alba x P.
tremula, INRA clon 717-1B4) que una sequia de 20 dias no produce cambios en las
concentraciones de estos nutrientes (Danielsen & Polle, 2014). La falta de respuesta a la
defoliacién, en la concentracion de N, también fue observada en Populus tremuloides

independientemente de las condiciones nutricionales del suelo (Stevens et al., 2014).

No hay estudios en la bibliografia sobre la combinacion (y posible interaccidn) entre
estrés hidrico y defoliacién para Populus sp., sin embargo comparaciones con otras especies
arbdreas son posibles. En Quercus petrea 'y Quercus robur, la defoliacidén seguida de estrés por
sequia no producen cambios en el peso de raices, pero ambas especies la reduccion causada
por la defoliacion es muy marcada bajo las dos condiciones hidricas (Gieger & Thomas, 2002).
En Taxodium distichum y Nyssa aquatica, se encontré que la inundacién produce una
reduccion en la altura y en la acumulacién de biomasa total, produciendo la defoliacién del
100 % una reduccidn adicional (Effler & Goyer, 2006). Siguiendo la idea planteada en la
introduccion (Capitulo 1) se puede describir el efecto de ambos factores de estrés como
sinérgico, aditivo o antagodnico, de acuerdo a la magnitud de los cambios de los dos estreses en
conjunto en relacién al efecto aislado de cada factor (Bansal et al., 2013). En nuestro caso
podemos decir que en el componente aéreo (altura, biomasa, concentracién y contenido de

nutrientes) ambos factores de estrés se comportan como aditivos, donde el efecto de la
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defoliacién es similar bajo las diferentes condiciones hidricas. Sin embargo, en el componente
subterraneo (biomasa y contenido de nutrientes) el efecto es antagdnico, donde la reduccion

adicional aportada por la defoliacidn es minima (sequia) o nula (inundacién).

La concentracion de N y P fue mayor en las hojas verdes en el tratamiento de sequia
(Figura7a y 8a). En clones de P. balsamifera, P. trichocarpa y el hibrido P. trichocarpa x P.
deltoides fue encontrado un aumento en la concentracion de N cuando las plantas se
encontraban con baja disponibilidad de agua se (Karacic & Weih, 2006). En Quercus ilex se
observd un aumento en la concentracion de P, luego de un estrés prolongado por sequia
(Sardans & Pefiuelas, 2007). Este aumento en los niveles de nutrientes refuerzan la respuesta
encontrada a la sequia del clon Onda, que consiste en menor area foliar pero con tasas de
fotosintesis y gs similares a las hojas de las plantas a capacidad de campo. Es decir, que la
reduccion en el consumo de agua en situacion de sequia provoca una reduccién del area foliar

transpirante, y no por cambios de las tasa de intercambio gaseoso por unidad de area foliar.

En cuanto a las concentraciones de nutrientes en hojas caidas, encontramos
interaccidn entre los tratamientos hidricos y la defoliacién (Figura 7b y Figura 8b), de donde
podemos sacar algunos comportamientos generales. Primero, la concentracion de N en el
tratamiento CC D- es similar a la de los tratamientos O R-N- y O R-N+ (Cap. 4, Figura 2),
dandonos una idea de la capacidad de reabsorcion de N y P para el clon, la cual se encuentra
en el rango de lo reportado para P. deltoides, P. nigra 'y P. tremuloides (Killingbeck, 1996). Esta
capacidad de reabsorcion de N se reduce considerablemente cuando las plantas experimentan
inundacién y es nula en el caso del P. Resultados similares se observan en Populus sp. en un
gradiente de inundacidn, al aumentar la duracidn de la inundacion, las hojas caen con mayor
contenido de N y P (Gonzélez et al., 2010). Segundo, la concentracion de nutrientes de las
hojas senescentes en el tratamiento S D- es mayor a la concentracion de las hojas S D+ e
incluso a las de hojas verdes. Esto se debe a que si bien las plantas S D- se fueron adaptando a
la falta de agua (reduciendo el drea foliar y aumentando la concentracidn de nutrientes en las
hojas verdes remanentes). Al momento en que comienza la caida otofial de las hojas, el nivel
de estrés por sequia era mds marcado en las plantas intactas que en las defoliadas, porque las
intactas tenian mas area foliar remanente. Por lo tanto, el proceso de retraslocacién en las
plantas intactas fue mas corto o no existid, quedando mas N remanente en las hojas caidas.
Este comportamiento fue observado en diferentes especies de Populus bajo condiciones de
estrés por sequia contrastantes, donde se observd que un estrés por sequia severo inhibid la

retranslocacion de nutrientes (Harvey & van den Driessche, 1999).
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Como consecuencia de los cambios en los contenidos analizados a nivel de érganos, la
defoliacién del 50 % redujo el Ny P acumulado en tallos y raices que estaran disponibles para
sostener el crecimiento inicial en la temporada siguiente de crecimiento. La reduccion se
produjo independientemente de la condicion hidrica en que estaba creciendo la planta. Sin
embargo, las plantas inundadas acumularon mas N total que las plantas a capacidad de campo
o bajo sequia. Esto indica que la inundacion estimuld la capacidad de absorber N que
finalmente se acumuld en los tejidos de reserva. Este comportamiento ha sido reportado en
varias especies tolerantes a la inundacidn (Kozlowsky, 1997). Sin embargo, la defoliacién en las
plantas | reduce en mas del 100 % la acumulacidn de N (Tabla 1). En el caso de las plantas CC la
defoliacién reduce las reservas de N en un 50 % aproximadamente, mientras que en el caso de
las plantas S, la defoliacidn sélo reduce un 20 % las reservas de este nutriente. En el caso del P,
los dos estreses reducen el 20 % la acumulacién de P, mientras que en las plantas CC la
reduccion es del 40 % (Tabla 1). Esto significa que la pérdida del 50 % de las hojas es mas
costosa en términos de N en las plantas inundadas, seguido por las que crecen a capacidad de
campo y es menor en las plantas bajo sequia. Esto se refleja en la menor concentracién de N
en hojas senescentes de plantas expuestas a la sequia y defoliadas, con respecto a las no
defoliadas (Figura 7). Las diferencias en la capacidad de retranslocacion, la materia seca
acumulada en cada érgano y la concentraciéon en los tejidos redundan en que, en caso de
ocurrir defoliacién, el contenido total de N y P en las plantas es muy similar en las tres

condiciones hidricas.

5.5.3- Interaccidén entre roya y estrés hidrico. Evolucién de la roya y cambios asociados
a nivel foliar.

El nivel de incidencia de roya no fue modificado por la disponibilidad de agua en el
suelo en ninguno de los clones (Figura 15 a y b). La severidad tampoco fue modificada por el
estrés hidrico en el clon ‘Australiano 106/60° (Figura 16b), sin embargo, en el clon Onda la
severidad dependid de las condiciones hidricas (Figura 16a). La severidad de la enfermedad fue
mayor en las plantas a capacidad de campo, levemente menor bajo sequia y se redujo un 50 %
aproximadamente en las plantas bajo inundacidn. En este sentido, en un ensayo realizado
sobre 31 clones de Populus sp. se observé un aumento en el nivel de roya cuando las plantas
eran irrigadas al compararlas con plantas que no recibian riego durante los tres afios en que se
realizd el ensayo (Coyle et al., 2006). Si bien nuestros resultados estdn de acuerdo con lo

reportado por Coyle y colaboradores (2006) ciertas consideraciones deben ser tenidas en
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cuenta. Por un lado, la imposicion del estrés hidrico en nuestro ensayo se realizé en el
contenedor por lo que no fue controlada la humedad relativa del aire, factor que cambia
considerablemente cuando se produce estrés hidrico en condiciones naturales. Es decir,
situaciones de sequia en el suelo van acompafiadas de una humedad relativa baja en el aire y
situaciones de inundacién en el suelo van acompafiadas de una humedad relativa alta en el
aire. Estd comprobado que para que la infeccidn por roya prospere es necesario al menos 6
horas de humedad relativa cercana al 100 % sobre la hoja. Ademas, al variar la humedad
relativa en cada tratamiento hidrico, es de esperar que la conductancia estomatica sea
modificada, caracteristica principal en el éxito de la infeccién que se realiza de forma pasiva a
través de los estomas (Laurans & Pilate, 1999; Spiers & Hopcroft, 1988). Seguramente si
hubiéramos acompafiado la imposicion del estrés hidrico en el contenedor de una humedad
relativa del aire acorde a la condicidn hidrica se hubieran incrementado las diferencias de

severidad entre los tratamientos.

Las variaciones en el nimero de hojas y Fv/Fm estuvieron asociadas a los niveles de
severidad descriptos, debido a la interaccidn entre el estrés hidrico y roya. En los tratamientos
a capacidad de campo se observé mayor severidad de roya y caida anticipada de las hojas. La
defoliacién anticipada fue levemente menor en las plantas bajo sequia, y desaparecidé bajo
inundacién. Este comportamiento fue observado en ambos clones, pero mas evidentemente
en el clon Onda (Figura 17 y Figura 18). Los tratamientos a capacidad de campo y sequia se
comportaron de igual forma, en la dindmica de Fv/Fm. A medida que el nivel de roya aumentd,
el dafio al aparato fotosintético (reflejado en menor Fv/Fm) fue mayor, mientras que en los
tratamientos inundados el nivel de dafio no fue afectado por roya pero si por el exceso de

agua (Figura 19y Figura 20).
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5.6- Conclusiones.

La altura y la acumulacion de biomasa en érganos aéreos se reduce fuertemente por el
estrés por sequia, mientras que la inundacién produce un aumento del crecimiento aéreo. La
defoliacién produce una reduccién del crecimiento aéreo similar en todos los tratamientos
hidricos. Sin embargo, existe interaccion entre el estrés hidrico y la defoliacién en la
acumulacién de biomasa subterrdnea. Se produce una fuerte reduccién en la acumulacion de
biomasa debido a la defoliacidn cuando las plantas crecen sin limitaciones hidricas, es minima
cuando las plantas se encuentran bajo sequia y desaparece cuando las plantas estan bajo

inundacién.

La acumulacién total de N y P se reduce con la defoliacién en todos los tratamientos
hidricos. Las plantas inundadas acumulan mas N que las plantas a capacidad de campo o bajo

sequia, pero la defoliacion reduce a la mitad esta acumulacion.

Por lo tanto, si la enfermedad produjera niveles de defoliaciéon similar bajo las 3
condiciones hidricas, el crecimiento aéreo se reduciria de manera similar mientras que el
crecimiento radical seria mas afectado en las plantas a capacidad de campo que en plantas

estresadas.

A nivel foliar, la capacidad de las hojas de retranslocar el N y P antes de la abscisién
estd determinada por el estrés hidrico. Esta capacidad disminuye fuertemente en las hojas

bajo inundacién o sequia en comparacién con las hojas de las plantas a capacidad de campo.

En el clon Onda, las severidad de la roya es menor cuando las plantas se encuentran
bajo estrés hidrico (tanto sequia como inundacion). Como consecuencia, la caida anticipada de
hojas y el dafio en el aparato fotosintético son mayores cuando las plantas se encuentran con
buena disponibilidad de agua. En el clon ‘Australiano 106/60’, el nivel de severidad es mas bajo
y las diferencias entre los tratamientos hidricos son minimas. Por lo tanto, la magnitud en la
caida anticipada de hojas y el nivel de dafio son menores. En ambos clones, cuando las plantas

estan inundadas, la roya no produce cambios en estas variables.
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6.1-Discusion general.

La roya es considerada una de las enfermedades mas importantes de los dlamos en el
mundo porque produce importantes pérdidas de rendimiento en las plantaciones comerciales.
La magnitud de estas pérdidas dependen de la susceptibilidad diferencial de los clones
utilizados y del ambiente en el cual se desarrollan. En el marco de esta tesis se utilizaron dos
clones que presentan un comportamiento diferente ante la roya. Por un lado el clon Onda, el
cual ‘a priori’ se considerd el clon mas susceptible y por el otro, el clon ‘Australiano 106/60’,

considerado el clon menos susceptible.

En plantas a campo bajo secano que sufrieron la enfermedad durante 4 estaciones de
crecimiento la roya redujo el crecimiento del clon Onda, mientras que el crecimiento del clon
‘Australiano 106/60’ no fue afectado (ensayo 1). Esta reduccidn en el crecimiento se refleja en
la reduccién en altura, DAP, densidad basica de la madera y, como consecuencia, menor
biomasa acumulada. Sin embargo, en plantas de un afo, la roya redujo el crecimiento en
ambos clones en igual magnitud si la disponibilidad de N era alta, mientras que cuando la
disponibilidad de N era baja la reduccidn en crecimiento sélo se produjo en el clon ‘Australiano
106/60’, incluso cuando los niveles de severidad en el clon Onda fueron mayores (ensayo 2).
Este comportamiento puede deberse a las condiciones ambientales y experimentales en que
crecieron las plantas, principalmente al reducido distanciamiento entre las plantas, que facilité
el desarrollo de la enfermedad y produjo en las plantas fuerte competencia por luz. Por lo
tanto, si entendemos la susceptibilidad en funcion de la severidad de la enfermedad, el clon
Onda es el mas susceptible, pero si la entendemos en funcion de los dafios ocasionados, bajo
ciertas condiciones ambientales, ambos clones son igualmente susceptibles o incluso el

‘Australiano 106/60’ es mas susceptible.

La menor acumulacion de biomasa debido a la roya puede explicarse en funcién de los
cambios que se producen tanto en la fisiologia foliar como en la dindmica foliar y nutrientes. La
roya afecta la fisiologia de la hoja en diferente magnitud segun el grado de infeccion. La
fotosintesis neta se reduce en hojas enfermas, asi como el contenido de clorofilas, la tasa de
transporte de electrones y el rendimiento cuantico del fotosistema Il. Por el contrario, la
respiracion aumenta. Todos estos cambios son mas acentuados en el clon Onda. Si bien la
reduccion en la fotosintesis neta esta fuertemente asociada a la pérdida de la integridad del

aparato fotosintético, la reduccion en la fotosintesis es notoria antes de que comiencen los
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dafios de la enfermedad en la integridad del aparato fotosintético. Esto se debe a que la
enfermedad reduce la capacidad de intercambio gaseoso, reflejado en la reduccion de
conductancia estomatica. Asimismo, la reduccion en la conductividad hidraulica de las hojas
enfermas, refleja que la enfermedad altera la estructura interna de la hoja, de tal manera que

también se reduce la movilidad del agua en fase liquida.

El otro mecanismo fisioldgico que explica la reduccién en el crecimiento, es debido a
que la roya reduce el numero de hojas presentes en las plantas, ya que produce defoliacidn
anticipada. En el clon Onda la defoliacion se observé en todos los ensayos donde fue medida
(ensayos 2 y 4). Sin embargo, en el clon ‘Australiano 106/60’ la roya produjo defoliacién
anticipada sdlo en el ensayo 2, en el que el nivel de infeccidn de la enfermedad fue mayor. En
los dos clones, las hojas caen con mayor concentracién de nitrégeno (ensayo 2), contenido en
la masa fungica o en metabolitos foliares que no fueron completamente desmantelados en el
proceso de senescencia. Las hojas no sélo caen con mayor contenido de N sino que también lo

hacen con un mayor contenido de P (ensayo 3, plantas a capacidad de campo).

Las consecuencias de la enfermedad en la fisiologia foliar y la removilizacién de
nutrientes reducen la acumulacidn de nitrégeno en los tejidos de reserva (raices y tallos) en
ambos clones. Sin embargo, el comportamiento en cada clon es diferente. En el clon
‘Australiano 106/60’ la menor acumulacién de N estd fuertemente asociada a un menor
crecimiento, ya que las concentraciones de N en los tejidos de reserva no son modificadas por
la enfermedad. En cambio, en el clon Onda se produce una reduccién en la concentracién de
N. En este ultimo clon, cuando la roya produce una reduccidn de crecimiento, la reduccion en
la concentracion de nutrientes es moderada y se evidencia sélo a nivel radical. Sin embargo,
cuando no se observan cambios en el crecimiento, la reduccién en la concentracion de N es

muy marcada, tanto a nivel radical como aéreo.

La fertilizacidon con N estimuld el crecimiento y las concentraciones de este nutriente
en los tejidos de reserva de ambos clones. Sin embargo, no hay interaccion entre la roya y la
disponibilidad de N. La mayor disponibilidad de N no modificé la incidencia y severidad de la
enfermedad, por lo que la reduccidon porcentual en crecimiento debido a la enfermedad fue
similar en plantas con alta y baja disponibilidad de N. Estos resultados indican que la mejora en
el estado nutricional de la plantas no aumentd la capacidad de defensa de la planta ni

exacerbo el crecimiento del hongo.

En el caso en que la enfermedad se combind con estrés hidrico por sequia o

inundacién, el desarrollo de la enfermedad fue menor que cuando las plantas se encontraban
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a capacidad de campo en ambos clones. Como consecuencia, la caida anticipada de las hojas y
el dafio en el aparato fotosintético debidos a la enfermedad son mayores cuando las plantas se
encuentran con buena disponibilidad de agua, se vuelven minimos cuando las plantas estan
bajo sequia y no hay efectos de la enfermedad bajo inundacién (ensayo 4). La falta de efecto
de la enfermedad en plantas estresadas se debe a que ambos estreses reducen la produccion
de hojas, aumentan la caida foliar y producen un dafio importante en la integridad del aparato

fotosintético. Es asi que la enfermedad no tiene un efecto aditivo sobre el estrés hidrico.

Al evaluar la interaccion entre la defoliacién del 50 % vy el estrés hidrico, que simula
ataques de roya de intensidad similar en las 3 condiciones hidricas, el crecimiento se reduce
mas en plantas a capacidad de campo que en plantas bajo estrés hidrico. Por otro lado, a
capacidad de campo la severidad de la enfermedad es mayor (ensayo 4). En consecuencia, las
plantas con buena disponibilidad hidrica probablemente seran mas afectadas por la roya,
porque la severidad de la enfermedad serd mayor y las consecuencias de la defoliacion seran

mas graves que en plantas que sufren algun estrés hidrico.

La reduccién en el crecimiento que produce la roya no se debe principalmente a la
pérdida de area foliar, sino que los efectos de la enfermedad en la fisiologia de la hoja y en la
removilizacién de nutrientes explican un porcentaje elevado de esta reduccién. Esta afirmacion
se respalda en que la defoliacion del 50 % sin roya reduce el crecimiento un 25 % (ensayo 3,
plantas a capacidad de campo) mientras que con una defoliacidon similar producida por la
enfermedad se reduce el crecimiento un 50 % (ensayo 2). Posiblemente, la diferencia se debe
a que cuando se reduce el area foliar experimentalmente la planta sélo pierde los nutrientes
contenidos en las hojas que fueron removidas. Por el contrario, en las plantas enfermas el
crecimiento del hongo demanda nutrientes que son abastecidos durante todo el ciclo de la
roya. Parte de estos nutrientes se pierden a través de la liberacién de esporas y otra queda
retenida al caerse las hojas enfermas. Es por eso que el efecto de la enfermedad es mayor a

una defoliacién puntual de igual magnitud.
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6.2- Contraste de hipotesis.

Hipotesis 1.1: La roya produce una disminucion en el crecimiento y en la densidad de

la madera, de mayor magnitud en el clon mas susceptible.

En plantas de 1 afio la roya produce una reduccion en la acumulacién de biomasa
similar en ambos clones del orden del 50 %, si la disponibilidad de N en el suelo es alta. Sin
embargo, si la disponibilidad de N es baja, en las plantas del clon Onda no hay reduccidn en el

crecimiento por la enfermedad.

En plantas del clon Onda, luego de 4 afios creciendo con roya a campo bajo secano, se
produce una reduccién en altura y DAP del orden del 50 % acompaiiado de una reduccién en la
densidad basica de la madera y como consecuencia una reduccién en la acumulacién de
biomasa del 75 %. Por el contrario, en el clon ‘Australiano 106/60’ sélo se producen diferencias

en altura entre plantas sanas y enfermas.

Teniendo en cuenta estos resultados, la hipotesis planteada se rechaza, porque la

susceptibilidad de los clones a la enfermedad estd condicionada por el ambiente.

Hipotesis 1.2: Al aumentar la disponibilidad de nitrégeno por la fertilizacién, las
diferencias en el crecimiento entre plantas sanas y enfermas es menor, porque mejora la

capacidad de las plantas para defenderse de la roya.

La mayor disponibilidad de nitréogeno produce un aumento del crecimiento (altura,
DAP y acumulacién de biomasa) en ambos clones. Sin embargo no hay interaccion entre la
mayor disponibilidad de nitrégeno y la afeccidn por roya: la reduccién en crecimiento

producida por roya es de magnitud similar bajo las diferentes disponibilidades de nitrégeno.

Teniendo en cuenta estos resultados, la hipdtesis planteada es rechazada.

Hipotesis 2: La magnitud de los cambios ocurridos en los parametros fisiologicos a

nivel foliar se relaciona con el grado de infeccidn.
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La roya produce una reduccion en la fotosintesis neta, en la tasa de transporte de
electrones y en el rendimiento cuantico maximo del fotosistema I, en el contenido de
clorofilas, en la conductancia estomatica y en la conductancia hidraulica de la hoja. Al mismo
tiempo, se produce un aumento en la respiraciéon. La mayoria de estos cambios son mas

notorios en el clon Onda que en el clon ‘Australiano 106/60’.

Al analizar la magnitud de los cambios con el nivel de infeccidn, estimado a través de la
concentracion de glucosamina, encontramos correlaciones negativas a nivel general para la
fotosintesis, la tasa de transporte de electrones y el rendimiento cudntico del fotosistema Il y
correlacién positiva para la respiracion. Estas correlaciones se hacen mdas fuertes cuando se
analizan para el clon Onda y practicamente se pierden en el clon ‘Australiano 106/60’, debido

al bajo grado de infeccion.

Teniendo en cuenta estos resultados, la hipdtesis planteada no es rechazada.

Hipotesis 3.1: Las hojas atacadas por roya abscinden antes y con mayor contenido de

nutrientes que hojas libres de roya.

En ambos clones se observa que las hojas de las plantas con roya comienzan a
abscindir anticipadamente al compararlas con las hojas de plantas sin roya. Asociado a esta
caida anticipada, las hojas de las plantas enfermas caen con una concentracién de nitrégeno
mayor, que es retenido por la masa fungica o metabolitos de las plantas que no alcanzan a ser

removilizados.

Teniendo en cuenta estos resultados, la hipdtesis planteada no es rechazada.

Hipdtesis 3.2: Las concentraciones y los contenidos de nutrientes en los tejidos de

reserva son menores en las plantas que han tenido roya.

En el clon Onda, la concentracidon de nitrégeno en el periodo de reposo otofial es
menor en los tejidos de reserva (raices finas, raices gruesas y el tallo) en plantas que
presentaron roya durante la estacién precedente en comparacion con las plantas que no
tuvieron roya. En el clon ‘Australiano 106/60° no se manifestaron cambios en las
concentraciones de nitrégeno. Sin embargo, en ambos clones se reduce la acumulacién total

de nitrégeno debido a la reduccién en el crecimiento.
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Teniendo en cuenta estos resultados, la hipdtesis planteada es rechazada

parcialmente.

Hipétesis 3.3: Si la disponibilidad de N en el suelo es mayor, la roya tiene menor

impacto negativo en la acumulacién de este nutriente en los tejidos de reserva.

Al aumentar la disponibilidad de nitrégeno en el suelo se produce, en ambos clones,
un aumento en las concentraciones de nitrégeno en los tejidos de reserva. El aumento es mas
marcado en raices que en tallos. Sin embargo, bajo las diferentes disponibilidades de

nitrégeno el efecto de la roya es similar.

Teniendo en cuenta estos resultados, la hipétesis planteada es rechazada.

Hipdtesis 4.1: La disminucion en el crecimiento y en la acumulacion de nutrientes por

efecto de la defoliacion es mayor en plantas con buena disponibilidad hidrica.

Una defoliacién del 50 % (simulacidn de roya) produjo una reduccién en el crecimiento
aéreo similar en los diferentes tratamientos hidricos. Sin embargo, la reduccion en el
crecimiento subterrdneo estd fuertemente influenciada por las condiciones hidricas. La
reduccion en el crecimiento radical producida por la inundacién y la sequia es tan fuerte que
no hay efecto de la defoliacidn. Cuando las plantas se encuentran con buena disponibilidad de

agua la defoliacién produce una reduccién del crecimiento radical muy marcada.

La defoliacion reduce la acumulacién de nutrientes en todas las condiciones hidricas.
La acumulacién de P se reduce en igual magnitud en los dos tratamientos de estrés hidrico. La
reduccion de la acumulacion de N es mayor en las plantas inundadas que en las plantas a

capacidad de campo, y es menor aun en las plantas bajo sequia.

Teniendo en cuenta estos resultados, la hipdtesis planteada es parcialmente

rechazada.

Hipétesis 4.2: El grado de infeccion por roya es mayor en condiciones de buena
disponibilidad hidrica. En consecuencia, el dafio y la caida de hojas seran mas marcados en

plantas a capacidad de campo.
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El nivel de severidad de la enfermedad depende del clon como de las condiciones
hidricas. Los niveles de severidad mas elevados se presentan, en ambos clones, cuando las
plantas se encuentran a capacidad de campo. Como consecuencia, la caida anticipada de hojas
y el dafio en el aparato fotosintético son mayores bajo esta condicién hidrica, son menores
cuando las plantas presentan estrés por sequia y no se aprecian cuando las plantas estan

inundadas.

Teniendo en cuenta estos resultados, la hipdtesis planteada no es rechazada.
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6.3- Conclusion final.

La roya afecta la fisiologia de la hoja desde el inicio de la infeccién ya que reduce el
intercambio gaseoso. A medida que la enfermedad se desarrolla, se produce dano en el
aparato fotosintético y la posterior abscisidn foliar. Las hojas que caen lo hacen con mayor
concentracion de nutrientes y por lo tanto se reduce la acumulacidn de nutrientes en los
tejidos de reserva de la planta. Como consecuencia de estos procesos el crecimiento se
reduce, aunque en diferente magnitud dependiendo del clon y de las condiciones ambientales.
Por ejemplo, bajo los efectos de la inundacidn la roya no produce pérdidas de crecimiento y

son minimas cuando las plantas sufren estrés por sequia.

El clon Australiano 106/60 posee mecanismos que frenan el desarrollo flngico
posiblemente asociados a una mayor tasa respiratoria, mayor particion de fotoasimilados a la
raiz y concentraciones de nutrientes en los tejidos mas estables. Bajo algunas condiciones
ambientales y niveles de indculo elevados, estos mecanismos producen una reduccién en el
crecimiento a pesar de que los niveles de severidad son relativamente bajos. Por el contrario
en el clon Onda, la severidad es mayor y la fisiologia de la hoja es mds afectada que en el clon
Australiano 106/60. Sin embargo, la magnitud en la reduccién en el crecimiento por la

enfermedad puede ser similar en ambos clones bajo determinadas condiciones ambientales.

La informacion derivada de esta tesis puede aportar conceptos importantes para la
evaluacion de mecanismos de control quimico de la enfermedad, por ejemplo, tener en cuenta
las condiciones ambientales para recomendar o no la aplicacién de fungicidas. Por otro lado,
en los planes de mejoramiento genético que tengan como objetivo encontrar genotipos mas
tolerantes a la inundacién o a la sequia seria poco relevante considerar la susceptibilidad a la
roya. Asimismo, es poco probable que se produzcan dafios severos por la enfermedad en
ambientes en los que es frecuente que las plantas sufran sequia o inundacidn, porque la
severidad de la enfermedad serd baja en esos ambientes y los efectos en la fisiologia y

crecimiento de los dlamos seran leves.

Finalmente, esta tesis aporta una evaluacién fisiologica integral del patosistema
alamo-roya que incluye evaluaciones a distintas escalas (desde el nivel de hoja hasta
plantacion) que dan sustento y un marco conceptual a las investigaciones que se realizan a

niveles menores de integraciéon (gendmica, protedmica y metaboldmica).
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Figura 1: Fotosintesis neta (A sat) de hojas de los diferentes tratamientos en el ensayo 1 en la
temporada 2011-2012 con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano
106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el margen superior derecho del gréfico se
observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente

significativos.
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Figura 2: Respiracion de hojas de los diferentes tratamientos en el ensayo 1 en la temporada
2011-2012 con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A),
con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el margen superior derecho del grafico se observa el valor
de p derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente significativos.
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Figura 3: Contenido de clorofilas a través de las unidades arbitrarias del Spad de los diferentes
tratamientos en el ensayo 1 en la temporada 2011-2012 con sus respectivos errores estandar.
Clon Onda (0), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el margen
superior derecho se observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en negrita los
factores estadisticamente significativos.
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Figura 4: Conductancia estomatica de la hoja (gs) de los diferentes tratamientos en el ensayo 1
en la temporada 2011-2012 con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon
‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+) y sin roya (R-). Sobre el margen superior izquierdo se
observa el valor de p derivado del ANOVA, resaltado en negrita los factores estadisticamente
significativos.
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Figura 5: Contenido de clorofila total (ug cm™) de los diferentes tratamientos del ensayo 2 con
sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), Clon ‘Australiano 106/60’ (A), con roya (R+),
sin roya (R-), con nitrégeno (N+) y sin nitrégeno (N-). En negro se muestra la proporcién de
clorofila a y en gris la proporcidn de clorofila b. Sobre el margen superior derecho se observan
los valores de p derivados del ANOVA (p<0,05).

A1l.2- Figuras complementarias al capitulo 4.
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Figura 6: Concentracion de proteinas (mg BSA g PF) en raices finas para los diferentes
tratamientos con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano 106/60’
(A), con roya (R+) y sin roya (R-), sin nitrogeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen
superior izquierdo se observan los valores de p derivados del ANOVA (p<0,05).
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Figura 7: Concentracidn de proteinas (mg BSA g PF) en raices gruesas para los diferentes
tratamientos con sus respectivos errores estandar. Clon Onda (O), clon ‘Australiano 106/60’
(A), con roya (R+) y sin roya (R-), sin nitrogeno (N-) y con nitrégeno (N+). Sobre el margen
superior izquierdo se observan los valores de p derivados del ANOVA (p<0,05).
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A2.1-Introduccion.

La forma de cuantificar el avance de las enfermedades foliares frecuentemente se basa
en la observacién visual de los signos de la enfermedad o, alternativamente, del avance de los
sintomas. Esas formas de cuantificar la enfermedad son subjetivas y requieren gran
experiencia por parte del observador para que sean significativas, existiendo la posibilidad de
confundir sintomas de estrés abidtico como si fuesen causados por la enfermedad (Ayliffe et

al., 2013).

Cuando hablamos de la roya del dlamo, el recuento del nimero de pustulas es el
pardmetro que suele analizarse para cuantificar el grado de infeccién (Pei et al., 2003). Sin
embargo, este parametro es afectado por condiciones ambientales como temperatura, luz,
humedad, edad de la hoja y presencia de hiperparasitos (Dowkiw et al., 2003). Ademas, el
recuento de pustulas lleva implicito la finalizacidn del ciclo de la enfermedad (Ayliffe et al.,
2013). Dicho ciclo comienza con la infeccién por Melampsora sp. a través de los estomas,
aunque la penetracidn directa a través de la cuticula es posible. Pocos dias después de la
formacién de una vesicula subestomatica, las hifas ocupan gran parte de la cavidad
subestomatica (Spiers & Hopcroft, 1988). Posteriormente se produce la aparicion en el envés
de la hoja de los urediniosoros (pustulas). Por lo tanto, es de esperar que disminuya la tasa
fotosintética debido al entorpecimiento en el intercambio gaseoso de la cdmara subestomatica
y al dafo a células del mesdfilo mucho antes de que aparezcan las pustulas (Spiers & Hopcroft,
1988). Como consecuencia, el nimero de pustulas probablemente sea un indicador tardio y
poco sensible para detectar el grado de infeccion por roya en plantas que crecen en

condiciones de campo (Boyle et al., 2005).

Sin embargo, existe una gran variedad de métodos alternativos para cuantificar el
grado de infeccidn, los cuales no han sido probados en las interacciones entre Populus sp-
Melamposra sp. pero si para otros patosistemas. Estos métodos se basan en la cuantificacidn

de ciertas moléculas que se encuentran en los hongos y no en los tejidos de las hojas.

Una de estas metodologias alternativas es la estimacion del grado de infeccién de la
roya a través de la cuantificacion de ergosterol. El ergosterol es un componente principal de la
membrana celular de los hongos y permite estimar el contenido vivo de masa fungica, ya que

se degrada rapidamente luego de la muerte celular (Lau et al., 2006). La forma mas utilizada
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para cuantificar el ergosterol es mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y

deteccidn en ultravioleta (Jedlickova et al., 2008) .

Otra forma de cuantificar la roya es a través de la cuantificacién de quitina. La quitina
es un polisacarido compuesto por unidades de N-acetilglucosmina que forma parte de la pared
celular de los hongos. El método mas utilizado es una digestién fuerte, acida o alcalina, y la
subsecuente medicién de la glucosamina producida por colorimetria o HPLC (Ekblad &

Nasholm, 1996).

A2.2- Objetivo e hipétesis.

Objetivo 1: Cuantificar el grado de ataque de roya a nivel foliar por métodos
alternativos al recuento de nimero de pustulas, que permitan conocer el grado de infeccidn

antes de la visualizacion de las pustulas.

Hipétesis 1: El recuento del nimero de pustulas es un indicador tardio del grado de
ataque, ya que cuando se visualizan las pustulas el micelio ya se expandié dentro de la cdmara
subestomatica y el meséfilo. La determinacion de ergosterol o glucosamina son indicadores

mas precisos de la infeccién porque son independientes del ciclo del hongo.

A2.3- Materiales y métodos.

Como paso previo, y aunque los clones de Populus deltoides son menos susceptibles a
Septoria musiva (el agente causal de otra enfermedad de importancia en los alamos, la
cancrosis) se confirmdé que el material en estudio estaba libre de este patégeno por

observacion macroscdpica de la sintomatologia de esta enfermedad.

Para cuantificar el grado de ataque de roya se tomaron muestras de hojas (discos de
17,5mm de didmetro) con distinto nimero de pustulas del ensayo 1, de ambos clones. Sobre
dichos discos se contd el nimero de pustulas por unidad de area (mediante el uso de
fotografias de gran resolucion y del programa Image Tool) y luego se colocaron en freezer a -
8029C para posteriormente realizar la determinacion de ergosterol mediante HPLC (de Sio et al.,

2000; Verma et al., 2003; Yuan et al., 2007) o para realizar la determinacidn de quitina por el
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método colorimétrico (Aidoo et al, 1981; Ride & Drysdale, 1972). Se adaptaron las

metodologias detallas en los trabajos citados y se llegd a los siguientes protocolos:

Protocolo para la determinacién de ergosterol por HPLC:

-Tomar 1 disco (17,5 mm de diametro) y molerlo en mortero con nitrégeno liquido.
-Homogeneizar con 5 ml de metanol.

-Homogeneizar en vortex durante 1 min.

-Sonicar 1 min.

-Incubar 30 min en agitacion.

-Centrifugar a 5000 g, durante 20 min.

-Tomar 3,5 ml del sobrenadante.

-Agregar 1,3 ml KOH (40 g/l en etanol 95 %).

-Agregar 3 ml de hexano e incubar a 70 2C, durante 30 min.

-Agregar 0,8 ml agua y recuperar el hexano (1,8 ml).

-Repetir la extraccidén 2 veces mas y juntar las 3 porciones.

-Evaporar en rotovapor y resuspender en 0,5 ml de metanol.

-Colocar la muestra sobre un cartucho SPE, agregar 5 ml de metanol y recuperar los 3 ml
finales.

-Inyectar 40 pl de esos 3 ml en el HPLC.

-La separacién se realiza en columna Microspher C18 (Varian) con gradiente de solventes,
siguiendo la siguiente corrida a 1 ml por minuto: comenzar con 100 % de soluciéon A (80 %
metanol y 20 % agua) para llegar a los 20 min con 50 % de solucién A y 50 % de solucién B
(cloruro de metilo), mantener dicha mezcla hasta el minuto 30, luego 10 minutos con 100 % de
solucion A.

-La lectura se realiza a 282 nm, con un tiempo de retencién de 17 minutos.

Protocolo para la determinacidon de glucosamina:

-Tomar 1 disco (17,5 mm de didametro) y molerlo en nitrégeno liquido.

-Homogeneizar con 5 ml de acetona.

-Centrifugar (durante 10 min, a 1500 g, a 2 2C) y eliminar el sobrenadante.

-Agregar 10 ml de agua. Centrifugar (durante 10 min, a 1500 g, a 2 2C) vy eliminar el

sobrenadante.
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-Agregar 3 ml de KOH y calentar (durante 60 min, a 130 2C). Dejar enfriar.

-Mezclar con 8 ml de etanol 75 % y dejar 15 min en agua helada.

-Agregar 0,9 ml de la suspension de celite en la parte superior. Centrifugar (durante 10 min, a
1500 g, a 2 2C) y eliminar el sobrenadante.

-Agregar 8 ml de etanol 40 %. Centrifugar (durante 10 min, a 1500 g, a 22 C) y eliminar el
sobrenadante.

-Repetir dos veces mas el proceso pero con 8 ml de agua fria.

-El residuo final se diluye 1,5 ml con agua.

-Agregar 1,5 ml de NaNO, y 1,5 ml de KHSOQ,, agitar por 15 min y centrifugar (durante 4 min, a
1500 g, a 2 2C).

-Tomar 1,5 ml del sobrenadante.

-Agregar 0,5 ml de NH,SO;NH, y agitar por 5 min.

-Agregar 0,5 ml de MBTH, calentar por 3 min en bafo de agua y dejar enfriar.

-Agregar 0,5 ml FeCl; y dejar reposar por 30 min.

-Medir a 650nm en el espectrofotémetro.

A2.4- Resultados comentados.

La correlacidon para ambos clones entre el numero de pustulas y la concentracién de
ergosterol es positiva y estadisticamente significativa (p<0,001, R=0,700) (Figura 1). La
correlacién entre el nimero de pustulas y la concentracién de glucosamina también es positiva
(p<0,001, R=0,811) (Figura 2). Se puede observar en ambas figuras (mas claramente en la
Figura 3) que cuando el nimero de pustulas es 0 la concentracién de ergosterol o glucosamina
no son constantes, sino que hay una gran variabilidad en la concentracion de estos
compuestos. Esto nos estaria diciendo que, aunque no se observen las pustulas, el proceso de

infeccién por parte de la roya ya se esta desarrollando.
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Figura 1: Correlacidon entre nimero de pustulas (n2 de pustulas cm?) y ergosterol (ug cm?)
para los clones Onda y ‘Australiano 106/60’. R=0,700 y p<0,001.
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Figura 2: Correlacion entre nimero de pustulas (n de pustulas cm™) y glucosamina (ug cm™)
para los clones Onda y ‘Australiano 106/60’. R=0,811 y p<0,001.

Por otro lado, cuando analizamos la relacidn entre los dos componentes del hongo,
existe una correlacién entre la concentracidn de ergosterol y la concentracidn de glucosamina
positiva y estadisticamente significativa (p<0,001, R=0,826) (Figura 3). Esto nos permite

suponer que se puede utilizar cualquiera de las metodologias indistintamente. Sin embargo, la
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magnitud de los cambios es mayor en la concentracién de glucosamina que en la
concentracion de ergosterol, lo que nos permitiria encontrar diferencias mas facilmente con la

determinacidn de glucosamina, especialmente a niveles bajos de infeccidn.

Ademas, luego de ajustar ambas técnicas, la determinacién de ergosterol es un
proceso altamente demandante de tiempo (son necesarias 2 jordanas de 8 horas para
determinar 8 muestras) mientras que mediante la determinacidon de glucosamina se pueden

analizar 24 muestras en una jornada.
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Figura 3: Correlacidn entre ergosterol (ug cm™) y glucosamina (pg cm™) para los clones Onda y
‘Australiano 106/60’. R=0,826 y p<0,001.

A2.5- Conclusiones.

Con estos métodos alternativos al conteo de pustulas (determinacidn de ergosterol o
glucosamina) se puede cuantificar el nivel de desarrollo de la masa flungica antes de que

aparezcan las pustulas. Ademas, nos permiten cuantificar el nivel de la enfermad de forma

objetiva.

Sin embargo, la determinacién de ergosterol consume mucho tiempo y la correlacion

tiene un coeficiente de correlacién menor en comparacion a la determinacién de glucosamina.
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En consecuencia, para los objetivos de esta tesis se utilizd la determinacion de

glucosamina.
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