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Resumen

La temperatura media del aire y los regimenes de precipitacion seguirdn
cambiando de acuerdo a los escenarios de cambio climatico y las deposiciones de
Nitrogeno atmosférico continuaran incrementando globalmente. Los ecosistemas aridos
como las estepas estdn fuertemente limitados por la disponibilidad de agua y de
nutrientes. Particularmente las estepas patagdnicas, ademas, presentan limitaciones
dadas por la asincronia entre la disponibilidad de agua y las temperaturas favorables
para el crecimiento y por las altas intensidades y frecuencias de viento. A esto se le
suman signos graves de deterioro ambiental como consecuencia del sobrepastoreo y la
actividad petrolera y minera. Dado que los pastizales son en general la base de la
actividad economica de la Region Patagonica a través de su uso para pastoreo
esencialmente ovino, es importante conocer como las modificaciones en las entradas de
agua y de Nitrogeno podrian afectar a este ecosistema. El objetivo principal de esta tesis
fue evaluar las respuestas ecofisiolégicas de pastos y arbustos y de procesos ecoldgicos
que ocurren en el suelo en una estepa patagonica arbustiva-graminosa ante un aumento
en las entradas de agua por precipitacion y de Nitrogeno al suelo. Se utilizé un abordaje
experimental a través de ensayos a campo bajo condiciones controladas de
disponibilidad de agua y nutrientes, a gran escala y largo plazo en el SO de Chubut,
iniciado en 2013 y que continda en la actualidad. La adicién de N (100 kg ha™ afio)
estimulo las pérdidas de C desde el suelo por respiracién, mientras que un incremento
entre el 20-25% en la precipitacion media anual solo produjo pulsos de emision de CO,
a corto plazo. La fertilizacion provoc6 una fuerte inmovilizacion del N en el suelo. En
general, el incremento en las precipitaciones y en la disponibilidad de N incrementé el
consumo de agua por planta pero sin afectar su estado hidrico. A nivel de las hojas hubo
un incremento de la resistencia a la perdida de la capacidad de transportar agua tanto
con la fertilizacion como con la irrigacion. La fertilizacion con o sin adicion de agua,
aunque no la irrigacion por si sola, incrementaron el estado nutricional de las hojas de
pastos y arbustos aumentando el contenido de N, pero no necesariamente el contenido
de clorofilas y la fotosintesis. Sin embargo, la irrigacion estimuld la tasa de fotosintesis
debido al aumento en la difusion estomatica de CO,. La fertilizacion redujo la
resistencia a las bajas temperaturas de los pastos, sin embargo manteniendo aun grandes
margenes de seguridad en su tolerancia al congelamiento. Aunque la fertilizacion no

modificd la tasa de fotosintesis de los pastos, aumento la productividad primaria area
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pero con un recambio de especies que consistio en una disminucion de la especie con
alta palatabilidad, Poa ligularis y en un aumento de Pappostipa humilis, menos
palatable. Los arbustos incrementaron su crecimiento aéreo solo en el afio
excepcionalmente himedo debido a un evento extremo natural de precipitacion y la
adicion de nutrientes potencié este efecto, pero a su vez la fertilizacion aumento6 la

mortalidad de los arbustos.

Palabras clave: crecimiento - eficiencia hidraulica - fertilizacion — fotosintesis
irrigacion — mineralizacion — potencial hidrico - respiracion edafica —tolerancia a bajas

temperaturas — transpiracion.
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Abstract

Mean air temperature and precipitation regime will increase according to
climatic changes sceneries as well as atmospheric Nitrogen deposition. Arid
ecosystems, like steppes, are strongly limited by water availability and nutrient. Also
and particularly patagonian steppes, are controlled by the asynchrony between water
availability and favorable temperatures to plant growth and by strong and frequently
winds around the year. In addition, patagonian steppes exhibit signals of degradation as
consequence of overgrazing by sheep and oil activity. Domestic grazing is the most
ubiquitous land use practice and constitutes one of the most important economic
activities in the Patagonia Region. Thus it is crucial to know how changes in
precipitation and N availability could affect the ecosystem functioning. The main
objective of this thesis was to evaluate grasses and shrubs ecophysiological responses
and soil ecological processes under increases in precipitation and soil N in a patagonian
steppe. A large and long-term field manipulative experiment under water and N
controlled conditions was carried out in a shrubby-grass steppe in the SO of Chubut
since 2013 to present. Nitrogen addition (100 kg ha™ year™) stimulated soil C loss
through respiration while an increment of 20 to 25% in mean annual precipitation only
led to strong and short term soil CO; efflux immediately after water pulses. Fertilization
produced soil N-immobilization. In general, irrigation and N fertilization increased plant
water use but plant water status was not affected. However, leaves increased the
resistance to loss of water transport capacity under N and water addition. Nitrogen
addition increased leaf N in grasses and shrubs although only in some species
chlorophyll content and photosynthesis increased. On the other hand, irrigation
increased photosynthetic rate due to higher stomatal conductance. Grasses exposed to
higher soil N were more vulnerable to freezing temperature although they maintained
large safety margins. Higher grass aboveground net primary productivity was observed
under N addition but there was a change in species composition such that Poa ligularis,
a palatable species, was partially replaced by Pappostipa humilis, a less palatable
species. Shrubs only exhibited higher growth during a year exceptionally wet and N
addition maximized the effect of higher water availability. Fertilization without water

addition increased mortality of shrubs.
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Capitulo 1
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Capitulo |

Introduccion general

1.1. MARCO CONCEPTUAL

Aproximadamente 1/3 de la superficie terrestre global estd ocupada por
ecosistemas aridos y semiaridos (Verstraete & Schwartz 1991), y 2/3 de la superficie de
Argentina, entre la que se encuentra la Region Patagonica, es arida o semiarida. Dentro
de la Patagonia, las estepas de arbustos y pastos con 750000 km? de superficie ocupan
la mayor extensién, pero mas de un 80% de la misma presenta signos graves de
deterioro ambiental, en parte como consecuencia del sobrepastoreo por ovejas que ha
ocurrido desde fines del siglo XIX (Aguiar & Sala 1998; Soriano & Sala 1983). En los
ultimos afios la desertificacion ha aumentado significativamente en todas las regiones
aridas y semiaridas de Argentina, especialmente en la Region Patagonica (SAyDS
2002). A los problemas ambientales relacionados con el uso no sustentable de sus
recursos naturales renovables y a las consecuencias de la intensiva explotacion petrolera
y minera, se suman las limitaciones relacionadas con las escasas precipitaciones y su
alta variabilidad temporal, la asincronia entre la disponibilidad de agua y las
temperaturas favorables para el crecimiento, la baja disponibilidad de nutrientes y las
altas intensidades y frecuencias de viento. Del mismo modo, la aridez debido a la baja
disponibilidad de agua en la porcion superior del suelo y al limitado uso que las plantas
hacen del agua en profundidad, esta acentuada por la elevada demanda de agua de la
atmosfera durante el verano. Si bien la productividad primaria neta de pastos y arbustos
de la estepa patagonica es consistente con las precipitaciones medias anuales, la baja
productividad de la vegetacion no estaria relacionada con la escasez de agua ya que
habria suficiente agua aparentemente disponible a los 2 o 3 metros de profundidad
(Bucci et al. 2009, 2011; Pereyra et al. 2017; Schulze et al. 1996).

Las precipitaciones de primavera y verano se manifiestan a través de discretos e
impredecibles eventos y permiten humedecer solo la parte superior del suelo (Paruelo &
Sala 1995; Sala et al. 1989). Esta aleatoriedad en las entradas de agua al ecosistema
podria conducir a la utilizacién de complejas y diferentes estrategias de uso de agua por

parte de las distintas especies de plantas. Las herbaceas (gramineas y dicotileddneas) y



arbustos son los grupos de plantas dominantes de las estepas del Distrito Occidental
sensu Soriano (1956) de la Provincia Patagdnica. Gramineas y arbustos presentan
caracteristicas bien distintivas en cuanto a fenologia, arquitectura y distribucion de los
sistemas radicales y consecuentemente en los patrones de utilizacion del agua (Paruelo
& Sala 1995; Pereyra et al. 2017; Soriano & Sala 1983). Mientras que las gramineas
poseen sistemas radicales superficiales y presentan hojas activas durante todo el afio, los
arbustos son siempreverdes o caducifolios y tienen raices mas profundas (Bertiller,
Beeskow, & Coronato 1991; Bucci et al. 2009; Fernandez & Paruelo 1988; Sala et al.
1989; Soriano, Golluscio, & Satorre 1987). Usando un modelo de dindmica de agua en
el suelo para la estepa patagonica (DINAQUA), Paruelo & Sala (1995) mostraron que la
precipitacion de primavera y verano tiene gran influencia sobre la transpiracion anual de
los pastos, mientras que la precipitacion de otofio-invierno afectaria la transpiracion de
los arbustos. Aunque algunas especies de arbustos tienen acceso a fuentes de agua
permanentes (2 o 3 metros de profundidad; Bucci et al. 2009; Pereyra et al. 2017
Schulze et al. 1996), éstas aparentemente no utilizan eficientemente este recurso
(Schulze et al. 1996). Probablemente el “no uso” del agua disponible en profundidad
esté relacionado a que el sistema de transporte de agua de los arbustos es poco eficiente
(Bucci et al. 2009) o porque otros factores exdgenos dificultan el movimiento de agua
entre el suelo y las hojas.

Ademas de este “cuello de botella” de la economia de agua de las plantas de la
estepa patagénica, debe ser considerada la posibilidad de que el crecimiento en los
ecosistemas patagonicos esté limitado por el asincronismo que existe entre la
disponibilidad de los recursos hidricos y nutricionales (Austin et al. 2004; Lauenroth et
al. 1978; Yahdjian, Gherardi, & Sala 2011; Yahdjian, Gherardi, & Sala 2014). Aunque
el agua es considerada el recurso limitante que determina la estructura de las
comunidades en los ecosistemas aridos, la disponibilidad de nutrientes puede también
ejercer un fuerte y codominate rol (Hall et al. 2011; Hooper & Johnson 1999; LeBauer
& Treseder 2008), dado que en muchos casos los nutrientes y el agua estan fuertemente
interrelacionados; cuando aumenta la disponibilidad de agua en general incrementa la
limitacién por N (Epstein et al. 2006). Mientras que la disponibilidad de nutrientes
puede limitar las respuestas de la vegetacion a la precipitacién y humedad del suelo, el
agua en el suelo afecta a la fijacion de N por la actividad de los microorganismos y la

mineralizacion de la materia organica (Bertiller et al. 2006; Burke, Lauenroth, & Parton



1997; Mazzarino et al. 1998). EI N es uno de los elementos mas deficientes en
ecosistemas aridos, que limita la produccion primaria (Yahdjian, Gherardi, & Sala
2011), y ademas tiene un patron de distribucion espacial y temporal altamente
heterogéneo (Schlesinger et al. 1996). En la estepa patagénica en los afios secos la
demanda por parte de las plantas es menor y se produce una acumulacion de nutrientes
inorganicos, como el N, en el suelo (Austin et al. 2004), el cual en esta forma es mucho
mas vulnerable al lavado y volatilizacién. Cuando la disponibilidad de agua aumenta, la
productividad podria estar restringida por el desequilibrio entre la demanda y oferta de
nutrientes debido a las pérdidas de N producidas en los afios secos. Experimentos de
adicioén de nutrientes (N y P) en el norte de la Patagonia han indicado un incremento en
la biomasa aérea, en particular de pastos perennes, sin cambios sobre la biomasa de
raices, la actividad de microorganismos y la cantidad de materia organica del suelo
(Kowaljow et al. 2010). Por otro lado, experimentos realizados en la misma area de
estudio donde se desarrolld esta tesis indicaron que los pastos responden mas
efectivamente a la adicion de N que los arbustos, como consecuencia de sus diferentes
estrategias para absorber y retraslocar el N (Yahdjian, Gherardi, & Sala 2014). Mientras
que los pastos estan adaptados para incorporar N inorganico principalmente como
amonio Yy tienen mayor eficiencia de reabsorcion del N foliar, los arbustos incorporan
preferencialmente nitrato y tienen menor eficiencia de reabsorcion del N (Carrera, Sain,
& Bertiller 2000; Gherardi, Sala, & Yahdjian 2013). Las bajas tasas de mineralizacion
netas y las bajas concentraciones de N inorgénico en el suelo encontradas en las estepas
patagdnicas sugieren que el crecimiento de las plantas podria estar también limitado por

este recurso.

Las bajas temperaturas del aire que ocurren en invierno cuando la disponibilidad
de agua en el suelo es mayor también pueden afectar el uso de los recursos del suelo por
parte de las plantas. Aunque muchas especies de arbustos de la estepa toleran el
congelamiento extracelular (Scholz et al. 2012; Zhang et al. 2016), otras especies evitan
el congelamiento a través de super-enfriamiento permanente (Zhang et al. 2016). El
congelamiento y descongelamiento del agua extracelular puede ocasionar la perdida en
la eficiencia en el transporte de agua debido a la formacion de embolismos, con
consecuencias en los procesos de absorcion de agua e intercambio de gases, y en ultima
instancia sobre el crecimiento de la planta. Mientras que las hojas de los arbustos

pueden tolerar temperaturas inferiores a -20°C y no experimentar dafos graves (Scholz



et al. 2012; Zhang et al. 2016), las raices podrian ser méas sensibles al dafio por frio
(Arias et al. 2015). En general las raices tienen vasos de conduccién de mayor didmetro
que otros organos de la planta, lo cual favorece la formacion de embolismos durante el
invierno (Cavender-Bares 2005; Feild & Brodribb 2001; Martinez-Vilalta & Pockman
2002). Para las especies arbustivas de las estepas patagonicas se ha observado que
aquellas que presentan mayor rigidez en las paredes celulares experimentan el 50% de
dafio en sus tejidos a temperaturas méas bajas (Scholz et al. 2012; Zhang et al. 2016).
Asimismo, en los arbustos con vasos del sistema de conduccion de agua de mayor
diametro la formacién del nacleo de hielo ocurre a temperaturas mas altas (Zhang et al.
2016).

La mayoria del Carbono organico en ambientes aridos y semiaridos se encuentra
en el suelo (Peri 2011). El flujo de CO, desde el suelo, involucrado en el ciclo global de
C (Bolstad et al. 2004; Euskirchen, Pregitzer, & Chen 2006), es uno de los principales
procesos de pérdida de C a la atmdésfera (Conant, Klopatek, & Klopatek 2000) y es muy
sensible a cambios en la humedad y en el contenido de nutrientes del suelo (Butterbach-
Bahl & Gundersen 2011; Cabrera 2007; Davidson, Belk, & Boone 1998; Hu et al. 2009;
Hursh et al. 2017; Kelliher et al. 2004; Zhang et al. 2011). Un cambio en la relacion
fuente-sumidero de las plantas cuando se aumenta la disponibilidad de agua y nutrientes
favoreceria la asignacion de foto-asimilados a la parte aérea de las plantas en detrimento
del crecimiento de raices (Boot & Dubbelden 1990), de modo que podria disminuir el

sustrato para la liberacion de CO, proveniente de la actividad de las raices.

Ademéas de las restricciones de agua y nutrientes caracteristicos de los
ecosistemas aridos en general, hay que tener en cuenta que estos ecosistemas son
sensibles al cambio climatico global y a otros cambios globales (Niu & Wan 2008). Se
prevé que la deposicion de N global aumentard como consecuencia de las actividades
antropicas intensivas (actividad agricola, petrolera, produccion de gas, entre otras)
incluso en regiones aridas, depositandose mayormente sobre vegetacion natural (Baez et
al. 2007; Dentener et al. 2006; Gruber & Galloway 2008). La deposicién de N esta
relacionada con un aumento en la disponibilidad de N del suelo y en las concentraciones
de N foliar (Baron et al. 2000; Boggs et al. 2005), y consecuentemente podria estimular
el crecimiento de las plantas en un ambiente limitado por este nutriente. Para algunas
regiones del mundo se espera que las deposiciones de N atmosférico lleguen a ser de 40
a 60 kg N ha™ afio™ durante el préximo siglo (Galloway et al. 2008; Galloway &
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Cowling 2002; Lamarque et al. 2005) Por otra parte, para la Patagonia se prevé un
aumento de la temperatura media anual de entre 0,5y 1 °C para el periodo 2021-2040
(Camilloni 2018). Las precipitaciones medias anuales no se han modificado
significativamente en el periodo 1960-2010 para esta region, pero se han observado
fuertes disminuciones sobre la cordillera mientras que aumentos significativos de las
precipitaciones se han registrado en algunas zonas del este y sur de la Patagonia (CIMA
2015; Saurral, Camilloni, & Barros 2017). Consistente con lo que ocurre a nivel global,
incrementos mayores en la temperatura media del aire en Argentina ocurrirdn en
regiones a altas latitudes como Patagonia (Camilloni 2018). Asimismo, y siguiendo la
tendencia global, los eventos andmalos con periodos cortos de temperaturas extremas,
tanto altas como bajas, o periodos de sequia o de lluvias intensas se registraran en toda
la Region Patagonica (Barros & Camilloni 2016). EI aumento del N atmosférico y los
regimenes de precipitacion alterados pueden tener impactos importantes sobre el ciclado
del Carbono, del agua y de los nutrientes (Gruber & Galloway 2008; Harpole, Potts, &
Suding 2007). Ademas, estos dos factores pueden interactuar en modos complejos, no
necesariamente teniendo efectos aditivos, por lo que es importante estudiar sus efectos
por separado y en conjunto. Flombaum, Yahdjian, & Sala (2017) resaltan la importancia
de desarrollar mas estudios que permitan comprender los efectos de conductores de
cambio global, como las precipitaciones y el Nitrogeno, sobre el funcionamiento del

ecosistema.

La presente tesis contribuye a responder preguntas relacionadas con los efectos
de la fertilizacion e irrigacion sobre un conjunto de variables fisioldgicas y ecoldgicas
de especies vegetales dominantes y de procesos ecoldgicos de la estepa patagonica. En
términos generales, esta tesis aporta al conocimiento del funcionamiento del ecosistema
en términos de los controles de la productividad primaria, la cual estd vinculada a los
flujos de energia y a los ciclos de nutrientes y Carbono. Asimismo, pretende aportar
herramientas que ayuden a mejorar los pronésticos actuales de desertificacion y las
posibles respuestas de este ecosistema a cambios globales. El estudio se realizo en una
tipica estepa arbustiva-graminosa localizada en el suroeste de Chubut, por lo cual se
propone que los resultados obtenidos pueden aplicarse a otras estepas 0 ecosistemas con

caracteristicas similares.



1.2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo general de esta tesis consistio0 en evaluar las respuestas
ecofisioldgicas de la vegetacion y de procesos ecoldgicos ante cambios en la
disponibilidad de agua y nutrientes en el suelo en la estepa patagonica. La hipotesis
general asociada a este objetivo fue que el aumento en la disponibilidad de recursos
(agua y N) favorece la respiracion del suelo y la mineralizacion del Nitrogeno e
incrementa el crecimiento de la vegetacion dado que la vegetacion presenta menor
estrés hidrico, mayores tasas de asimilacion de CO, y mayor resistencia a las bajas
temperaturas. Se utilizd6 un abordaje experimental con ensayos a campo bajo
condiciones controladas de disponibilidad de agua y Nitrogeno a largo plazo y gran

escala.

Los objetivos especificos y las hipotesis asociadas consistieron en:

Objetivo especifico 1 (Capitulo I1): Determinar el patron estacional de las emisiones
de CO, del suelo en la estepa patagénica, teniendo en cuenta la heterogeneidad espacial
de este ecosistema. Determinar ademas los efectos de la temperatura y de la humedad
del suelo y la densidad de las raices sobre la respiracion del suelo, y estudiar la
respuesta de un pequefio pulso de lluvia sobre los flujos de CO; del suelo durante la
estacion seca. La hipdtesis | plantea que la variabilidad estacional en la respiracion del
suelo se atribuye a la variacion en la temperatura y la humedad del suelo. Dado que
mayor temperatura y mayor humedad estimulan la actividad metabolica para el
mantenimiento y crecimiento de las raices y de las comunidades microbianas del suelo,
se espera un aumento de la respiracion del suelo con un aumento de tales variables. La
hipdtesis 11 propone que los parches de suelo desnudo liberan una menor cantidad de
CO, que los parches con vegetacion. Ya que los parches con vegetacion poseen mayor
cantidad de raices y de microorganismos del suelo que los parches de suelo desnudo, se
espera mayor flujo de CO; en esos parches. Por otro lado, y dado que el agua es uno de
los principales factores impulsores de la actividad bioldgica en los ecosistemas aridos y
semiaridos, se plantea la hipodtesis 111, la cual propone un aumento en la respiracion del

suelo después de un pulso de lluvia en ambos tipos de parches.

Objetivo especifico 2 (Capitulo I11): Determinar el impacto del aumento en la

disponibilidad de nutrientes y agua sobre las emisiones de CO, desde el suelo y de las
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tasas de mineralizacion de Nitrogeno en la estepa patagonica, teniendo en cuenta la
heterogeneidad espacial y la variabilidad estacional de este ambiente. La hipdtesis |
propone que la respiracion autétrofa (raices) disminuye en los tratamientos fertilizados e
irrigados, ya que un cambio en la relacion fuente-sumidero de las plantas cuando se
aumenta la disponibilidad de agua y nutrientes favoreceria la asignacion de foto-
asimilados a la parte aérea de la vegetacion en detrimento del crecimiento de raices
(Boot & Dubbelden 1990), de modo que disminuiria el sustrato para la liberacion de
CO, autétrofo desde el suelo. La hipoétesis Il plantea que la mineralizacion de
Nitrogeno aumenta con la adicion de agua y de nutrientes, dado que incrementan los

recursos para que tal proceso ocurra.

Objetivo especifico 3 (Capitulo 1V): Determinar si el aumento de las precipitaciones y
de la disponibilidad de N en el suelo promueve la aclimatacién a través de plasticidad
fenotipica de caracteristicas hidraulicas y de pardmetros hidricos en especies de pastos y
de arbustos que exploran diferentes fuentes de agua en el suelo en la estepa patagonica.
La hipdtesis propone que la eficiencia hidraulica aumenta y el estado hidrico mejora en
las plantas bajo los tratamientos de irrigacion y de fertilizacion. La mayor tasa de
crecimiento asociada produciria conductos de transporte de agua en el xilema con
mayor didmetro (Hacke et al. 2010) y asi con mayor conductividad hidraulica. Por otro
lado, la mayor disponibilidad de agua en el suelo evitaria o reduciria la acumulacién de
embolismos. Junto con la mayor eficiencia hidraulica, la mayor biomasa foliar y la
conductancia estomatica tipicamente asociadas con la fertilizacion e irrigacion

incrementaria las pérdidas de agua por transpiracion (Bucci et al. 2006).

Objetivo especifico 4 (Capitulo V): Determinar el efecto de adicion de N y/o agua
sobre las tasas de intercambio gaseoso y la eficiencia de uso de recursos de pastos y
arbustos de la estepa patagonica. La hipotesis propone que la adicion de agua y/o
nutrientes incrementa la tasa de fotosintesis, pero la pérdida de agua seria
proporcionalmente menor con adicion de nutrientes y mayor con el incremento en la
disponibilidad de agua. La mayor disponibilidad de agua y nutrientes favoreceria la
absorcion de nutrientes desde el suelo por parte de las raices incrementando su
contenido en las hojas, principalmente aquellos destinados al aparato fotosintético. Al
mismo tiempo que se alivia el déficit hidrico se reduciria el control estomatico

favoreciendo la difusion del CO, para su asimilacion.



Objetivo especifico 5 (Capitulo VI): Evaluar el impacto de la fertilizacion e irrigacion
sobre la resistencia a las bajas temperaturas de arbustos y pastos. La hipotesis establece
que la adicion de nutrientes incrementa la tolerancia a las bajas temperaturas, mientras
que la adicion de agua disminuye la resistencia a las bajas temperaturas. Principalmente
la adicion de N podria proveer los recursos necesarios para incrementar la cantidad de
compuestos orgdnicos como aminoacidos o proteinas solubles que modifican el umbral
de temperatura a la cual las plantas exhiben dafios celulares. En cambio, un mayor
contenido de agua en los tejidos incrementaria la probabilidad de formacion del nucleo

de hielo a mas altas temperaturas.

Objetivo especifico 6 (Capitulo VII): Determinar los efectos de la adicion de agua y
de N al suelo sobre el crecimiento de la biomasa aérea y subterrdnea de pastos y
arbustos en la estepa patagonica. La hipdtesis propone que las plantas expuestas a
mayor disponibilidad de agua y de nutrientes tienen mayores tasas de crecimiento de la
biomasa aérea y reduccion en el crecimiento de la biomasa subterranea. El estrés
nutricional e hidrico son los principales limitantes de la productividad. Mayor fertilidad
y oferta de agua incrementaria el area foliar, la concentracion de nutrientes y la
asimilacion total de carbono, incrementando la fraccidn fotosintética asignada a la parte

aérea y reduciendo la fraccion asignada a las raices.

1.3. SITIO DE ESTUDIO

1.3.1. Area de estudio

El estudio se realiz6 en el Campo Experimental Rio Mayo (CERN) del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA 45°24'11"S 70°17'37"W) en el suroeste de
la provincia de Chubut, préximo a la localidad de Rio Mayo (Figura 1.1). El sitio
corresponde a una estepa arbustiva-graminosa del extremo sur del Distrito Occidental
de la Provincia Patagénica (Oyarzabal et al. 2018; Soriano 1956). La temperatura media
anual histdrica del sitio de estudio (1982-2018) es de 9,4°C, con una temperatura media
mensual de 15°C en enero y de 2°C en julio, con un periodo de heladas entre mayo y
agosto (Figura 1.2). La precipitacion media anual histérica (1982-2018) es de 130 mm
(Figura 1.2), con rango entre 55 y 250 mm anuales. La mayoria de las precipitaciones
ocurren durante el otofio y el invierno, y los eventos de lluvia durante el verano son

aislados e impredecibles (Paruelo et al. 1998a). Los vientos (media anual de 15 km/h)
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soplan predominantemente del oeste (Beltran 1997). Los suelos son de textura gruesa
(arenosos), con un contenido alto de grava de didmetro variable, muy bajo contenido de
materia orgénica y con presencia de una capa calcérea a una profundidad de entre 45 y
150 cm, dependiendo del sitio (Bucci et al. 2009; Paruelo et al. 1998b). El contenido de
agua del suelo varia estacionalmente en las capas mas superficiales hasta 1 m de
profundidad, aumentando entre mayo y septiembre de 5 a 20% aproximadamente,
mientras que a mayor profundidad (2 m) el contenido de agua permanece relativamente

constante a través del afio y cercano al 10% (Cristiano et al. 2016; Pereyra et al. 2017).

0 100 200 300 400m
—— —

-70.30

Figura 1.1. A-B) Mapa con la ubicacién de la Campo Experimental Rio Mayo (CERM)
perteneciente al INTA, Chubut. C) Ubicacion de la clausura delimitada para la realizacion de la

tesis.
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Figura 1.2. Temperatura mensual minima, media y méaxima del aire y lluvias mensuales
historicas (1982-2018) en el Campo Experimental Rio Mayo (INTA). (Fuente:
http://sipas.inta.gob.ar/).

En 2012, previo al inicio de los experimentos, se colectaron muestras de suelo a
5, 10, 20 y 40 cm de profundidad en las 20 parcelas de 25 m x 25 m utilizadas para este
estudio (ver 1.3.3-Disefio experimental) y se analiz6 el contenido de materia organica y
de nutrientes. Los resultados se detallan en la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Materia Organica (MO, %), Nitrégeno total (N, %), Fosforo (P, mg kg™), Calcio
(Ca™, mg kg™), Magnesio (Mg*?, mg kg™), Potasio (K™, mg kg™) y Sodio (Na**, mg kg™) del
suelo a 5, 10, 20 y 40 cm de profundidad en una estepa patag6nica en 2012 (condiciones

iniciales del experimento). Cada valor representa la media + EE (n = 5).

Profundidad MO N P Ca* Mg*? K* Na™
(cm) (%) (%)  (mgkg") (mgkg') (mgkg®) (mgkg!)  (mgkg™)

. 0,63 0,039 11,75 888,0 170,4 284.8 3,40

(011) (0003)  (080)  (6813)  (1473)  (1520) 020)

10 0,76 0,040 8,15 12532 206,48 297,6 7,40

(0,19)  (0,002) (1,44) (30,64) (28,85) (12,04) (0,79)

20 092 0,039 6,94 12376 156,32 276,8 8,84

(0,13)  (0,001) (0,92) (112,77) (18,93) (8,31) (1,80)

10 0,98 0,049 6,02 1435,2 293,20 283,2 20,08

(0.22)  (0,006)  (0,31) (93,90) (57,63) (29,70) (4,68)
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La principal actividad en la estacion experimental es la ganaderia ovina
extensiva, con una carga media de 0,14 ovejas por hectarea. De mayo a octubre los
animales se distribuyen en las diferentes parcelas del campo, mientras que durante el
resto del afio son transportados a sitios con abundante forraje (mallin).

1.3.2. Descripcion del sistema y especies seleccionadas

Las estepas patagonicas son ecosistemas aridos/semiaridos caracterizados por
una vegetacion de baja densidad de plantas y diversidad de especies, con una cobertura
vegetal de entre 30 y 40% (Pereyra et al. 2017). La vegetacion estad distribuida en
parches compuestos de arbustos y pastos en una matriz de suelo desnudo (Soriano, Sala,
& Perelman 1994). La actividad econémica principal de la region ha sido la ganaderia
ovina desde fines del siglo XI1X (Golluscio, Sala, & Lauenroth 1998).

Las especies de plantas lefiosas dominantes de la estepa patagonica del suroeste
de Chubut donde se desarrollo este estudio son Azorella prolifera (Cav.) G.M. Plunkett
& AN. Nicolas (ex. Mulinum spinosum), Adesmia volckmannii Phil., Berberis
microphylla G. Forst. y Senecio filaginoides DC (Figura 1.3). Entre las especies de
gramineas dominantes, las cuales son Cs, se presentan Pappostipa speciosa (Trin. &
Rupr.) Romasch., Pappostipa humilis (Cav.) Romasch. y Poa ligularis Nees ex Steud.
(Figura 1.3), y hierbas perennes y anuales (p.ej. Cerastium arvense L. y Polygala
darwiniana A.W. Benn.). La tabla 1.2 muestra la forma de vida, fenologia foliar, altura
de las plantas y profundidad maxima de los sistemas radicales de las especies estudiadas

en esta tesis.

Los arbustos tienen sistemas de raices dimorficos con varias raices laterales y
una raiz pivotante (Bucci et al. 2009). De las especies de arbustos que se muestran en la
Tabla 1.2, B. microphylla es la que presenta sistemas radicales mas profundos (Figura
1.4), superando los 2 m, seguido por A. volckmannii con raices que exploran
profundidades menores a 2 m (Figura 1.5), mientras que A. prolifera (Figura 1.6) y S.
filaginoides (Figura 1.7) son las especies que tienen raices menos profundas, alcanzando
1 m en el perfil del suelo (Bucci et al. 2009). Los pastos tienen sistemas de raices

fibrosas y la biomasa subterrdnea disminuye desde el centro de su base hacia la
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periferia. Algunas raices se expanden fuera del area basal (Soriano, Golluscio, &
Satorre 1987), por lo que la zona de influencia de una herbécea esta colonizada por las
raices de las especies herbéaceas vecinas (Reyes & Aguiar 2017b). Las especies de
pastos se caracterizan por presentar sistemas radicales poco profundos, menores a 50
cm, y concentrando la mayoria de sus raices por encima de los 30 cm (Golluscio & Sala
1993; Soriano, Golluscio, & Satorre 1987; Figura 1.8). Mientras que P. ligularis es una
especie mas mesofitica, es decir, poco tolerante a la sequia, P. speciosa es mas
xerofitica, es decir, muy tolerante a la sequia (Couso & Fernandez 2012), aunque ambas
especies tienen hojas verdes todo el afio, tolerando la sequia de verano (Soriano & Sala
1983). Las especies mesofiticas son las preferidas por el ganado, a diferencia de las
especies xerofiticas, que en general tienen hojas mas escleromdrficas, menos palatables
para el ganado. Mientras que los arbustos absorben agua y nutrientes de capas de suelo
profundas, los pastos absorben la mayor parte del agua y los nutrientes de las capas méas
superficiales del suelo (Fernandez & Paruelo 1988; Golluscio, Sala, & Lauenroth 1998;
Sala et al. 2012; Soriano, Golluscio, & Satorre 1987), aunque algunas especies
arbustivas, como S. filaginoides, presentan sistemas dimdrficos, con un alto porcentaje
de sus raices superficiales (Fernandez & Paruelo 1988; Leva, Aguiar, & Oesterheld
2009).

e

Figura 1.3. Imagenes de las especies dominantes de la estepa patagdnica estudiada. Se muestran
las especies arbustivas Azorella prolifera, Adesmia volckmannii, Berberis microphylla y
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Senecio filafinoides, y las especies de gramineas Poa ligularis, Pappostipa speciosa y

Pappostipa humilis (solo presente en las parcelas fertilizadas).

Tabla 1.2. Formas de vida, fenologia foliar, altura de las plantas (cm) y profundidad maxima de

los sistemas radicales (cm) de los especies estudiadas en la estepa patagdnica. Los valores

representan la media = EE (n = 15). La profundidad de los sistemas radicales fue extraida de

Bucci et al. (2011).

Alturade Profundidad
] . Forma ) )
Especie Familia ) Fenologia foliar la planta maxima de
de vida

(cm) raices (cm)
Azorella prolifera Apiaceae Arbusto Deciduo 40,8 (1,8) <100
Adesmia volckmannii Fabaceae Arbusto Deciduo 76,2 (4,5) <200
Berberis microphylla ~ Berberidaceae  Arbusto Siempreverde 96,3 (3,5) >200
Pappostipa speciosa Poaceae Pasto Siempreverde 33,2 (1,6) <50
Poa ligularis Poaceae Pasto Siempreverde 29,7 (1,5) <50
Senecio filaginoides Asteraceae Arbusto Siempreverde 36,1 (1,4) <100

Figura 1.4. Imagen del sistema radical de Berberis microphylla en el sitio de estudio.
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Figura 1.6. Imagen del sistema radical de Azorella prolifera en el sitio de estudio.
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Figura 1.8. Imagen del sistema radical de Poa ligularis en el sitio de estudio.

1.3.3. Disefio experimental

Para testear las hipotesis y responder a los objetivos planteados se instalé un
experimento que incluyd tratamientos de irrigacion y fertilizacion (Figura 1.9). En
2013, se delimitd una clausura de 4 hectareas para exclusion de herbivoros grandes, y se
definieron 20 parcelas de 625 m? cada una: 5 parcelas control (C), 5 irrigadas (1), 5
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fertilizadas (F) (Figura 1.10) y 5 irrigadas y fertilizadas (I+F) (Figura 1.11). La
delimitacion de las parcelas se establecio de forma semi-aleatoria, tomando en cuenta
que las mismas fueran homogéneas en cuanto a cobertura de especies vegetales y que
existiera una separacion de al menos 10 m entre parcelas. Las parcelas con el
tratamiento de irrigacion estan equipadas con un sistema semi-automatico de riego por
aspersion con el cual se aumenta la cantidad de precipitacion anual historica para el sitio
en un 20-25% aproximadamente, distribuida en eventos de ~5mm cada uno (Figura
1.12, Figura 1.13). El agua de riego es extraida de un pozo de 6 m de profundidad
ubicado proximo a la clausura y excavado especificamente para abastecer a las parcelas.
La irrigacion es anulada durante el invierno que es el periodo més humedo, y ademés
para evitar dafios en el sistema de riego por congelamiento del agua en las tuberias. La
fertilizacion es realizada dos veces por afio aplicando fosfato diamdnico y urea al voleo,
en una cantidad de 100 kg/ha/afio de N. Una de las adiciones se realiza al inicio del
invierno y la otra al final del invierno, de modo de favorecer la disolucion del
fertilizante en el suelo al haber mayor contenido de humedad. La cantidad de N
adicionada por afio esta en concordancia con estudios previos en otros sistemas aridos
(Allen et al. 2009; Brooks 2003; Gutierrez et al. 1988; Ladwig et al. 2012; Rao & Allen
2010). La adicién de P con el fosfato diamonico se realiz6 para evitar cualquier posible
limitacion de este nutriente que interfiera con el efecto de la adicion de N. La aplicacion

de los tratamientos comenzo en 2013 y continla hasta la actualidad (2019).

17



Parcela control
Parcela fertilizada

I

I

I

I

I

I

|

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

| Parcela irrigada
I Parcela irrigada+fertilizada
1 Logger

| Sensores de humedad
| Tanques de agua
Bomba

: Pozo de agua
I

I

I

I

I

I

I

I

I

|

I

I

I

es0OoO=mEEBEO

Figura 1.9. Esquema del experimento instalado en el campo.
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Figura 1.10. Imagen de una parcela fertilizada en el sitio de estudio en octubre de 2017.

Figura 1.11. Imagen de una parcela irrigada y fertilizada en el sitio de estudio en octubre de
2017.
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Figura 1.12. Imagen del sitio de estudio con los aspersores del sistema de irrigacion durante un

evento de riego en marzo de 2016.

Figura 1.13. Detalle de uno de los aspersores del sistema de irrigacion.

En noviembre de 2015, se colectaron 3 muestras de suelo al azar de cada

tratamiento y se realizaron determinaciones fisico-quimicas. La metodologia de
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muestreo y analisis estadisticos se pueden ver en detalle en el Capitulo Ill. Los
resultados se muestran en la Tabla 1.3. El pH disminuyé y la conductividad eléctrica
aumentd en las parcelas F e I1+F con respecto a las C. La materia orgénica no fue
diferente entre los tratamientos. El nitrogeno total aumentd en las parcelas I+F y el

fosforo disponible aumentd en las parcelas F e 1+F con respecto a las parcelas C.

Tabla 1.3. pH, conductividad eléctrica (CE, dS m™), materia orgénica (MO, %), Nitrdgeno total
(N, %), Fésforo disponible (P, ppm), amonio (mg Kg™) y nitrato (mg Kg™) en los primeros ~5
cm del suelo en una estepa Patago6nica, en parches de suelo desnudo y en parches con
vegetacion en cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (I) e irrigacion-
fertilizacién (I+F). Cada valor representa la media + IC (n = 3). Los datos corresponden a
muestras colectadas en noviembre de 2015, luego de dos afios del inicio de los tratamientos.
Para mayor detalle sobre la metodologia de muestro y los analisis estadisticos aplicados ver
Capitulo VII.

Parches de suelo desnudo Parches con vegetacion
C F I I+F C F | I+F
oH 7,17 6,27 7,27 6,37 7,13 6,53 6,93 6,60
0,12) 0,12) 0,12) 0,12) (0,24) (0,24) (0,24) (0,24)
CE 0,14 0,31 0,13 0,31 0,24 0,76 0,21 0,54

(dS m™) (0,06) (0,09) (0,05) (0,09) (0,08) (0,20) (0,07) 0,13)

MO (%) 0,50 (0,13) 1,08 (0,13)
N %) 0,022 0,031 0,021 0,034 0,057 0,066 0,056 0,069
(o)
(0,006)  (0,006)  (0,006)  (0,006)  (0,012)  (0,012)  (0,012)  (0,012)
11,5 51,9 12,1 57,1 18,1 58,6 18,8 63,7
P (ppm)
(253)  (1581)  (266)  (17.91)  (3.88)  (1593) (398  (17.99)
Amonio 41 101,7 3,0 52,6 5,1 102,7 4,0 53,6

(mgkgy  (051)  (20,18)  (043)  (861)  (0.64)  (20,18)  (0,59)  (8,62)

Nitrato 2,97 19,57 1,46 7,48 4,84 22,11 2,79 27,05
(mgkg") (095 (469 (052 (242 (L4 (479 (075  (507)
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Desde el inicio del experimento, se determind continuamente el contenido
volumeétrico de agua en el suelo, empleando sensores que hacen uso de la reflectometria
de dominio de frecuencia (ECHO, Dielectric aquameter, Decagon Devices, Inc) y que
realizan una integracion a lo largo de los 10 cm de su longitud (Figura 1.14). Cada
parcela cuenta con sensores instalados a 10, 40, 100 y 200 cm de profundidad en
excavaciones de 1x1x2 m, que fueron realizadas manualmente de modo de ocasionar el
menor grado de perturbacion del ambiente posible, previo al inicio de los tratamientos.
Los sensores se instalaron en forma horizontal introduciéndolos sobre una de las
paredes de la excavacion de modo tal que cada sensor quedo en total contacto con suelo
no perturbado. La trinchera se rellen6 luego con el suelo removido tratando de respetar
su composicion original. Los sensores estan conectados a sistemas automaticos de
adquisicion de datos CR1000 (Campbell Scientific) alimentados por baterias, que a su

vez son cargadas por un panel solar, los cuales registran los datos cada 30 minutos.

Figura 1.14. Imagen de una de las excavaciones realizadas en el sitio de estudio con los

sensores ECHO que se instalaron a 10, 40, 100 y 200 cm de profundidad en 2013 para
determinacion del contenido volumétrico de agua del suelo.
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Durante el periodo de estudio, el contenido volumétrico de agua del suelo a 10
cm de profundidad vari6 entre 4 y 20%, con una dinamica estacional marcada, con
mayor humedad durante el otofio y el invierno y muy baja humedad durante la
primavera y el verano (Figura 1.15A). Los picos en el contenido de agua del suelo
correspondieron a eventos de precipitaciones y a eventos de riego (en los tratamientos |
e I+F). Como los eventos de riego se realizaron en diferentes dias en cada parcela, en la
Figura 1.16A se muestra el contenido de agua del suelo a 10 cm de profundidad de una
parcela de cada tratamiento en particular, donde se puede visualizar un aumento
transitorio en el contenido de agua del suelo durante los eventos de riego en las parcelas
| e I+F. Como se puede ver, los primeros 10 cm del suelo fueron muy sensibles a los
pulsos de lluvia, y de riego en el caso de los tratamientos con irrigacion, aumentando la
humedad del suelo inmediatamente después de cada evento. A 40 cm de profundidad, el
contenido de agua del suelo tuvo una dindmica estacional semejante a la observada a los
10 cm, pero los picos correspondientes a los eventos de riego que se observaban a los 10
cm no se visualizaron a los 40 cm (Figura 1.15B y Figura 1.16B). Es decir, el contenido
de humedad del suelo en el tratamiento de irrigacion solo aumento, transitoriamente, en
las capas mas superficiales, sin afectar el contenido de agua a 40 cm de profundidad. A
los 100 y 200 cm de profundidad, el contenido de agua del suelo fue estable en el
tiempo, con valores entre 5 y 10 %, excepto a fines de marzo de 2017, cuando un evento
de lluvia excepcional (de 60 mm) provocd un aumento considerable en el contenido de
agua del suelo a los 100 cm de profundidad (Figura 1.15C) y un pequefio aumento a los
200 cm, aunque con retraso en el efecto (Figura 1.15D). Este evento de lluvia convirtio
al 2017 en un afio himedo.
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Figura 1.15. Contenido volumétrico de agua del suelo (%) a (A) 10 cm, (B) 40 cm, (C) 100 cm
y (D) 200 cm de profundidad de 01/01/2015 a 10/05/2019, para cada tratamiento: control (C),
fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (I+F), en una estepa patagénica. Las
lineas representan la media diaria de cada tratamiento (n= 5). En (A) se indican también las
precipitaciones diarias (barras negras), obtenidas de una estacion meteorolégica localizada a 2
km. del sitio del estudio (Fuente: http://sipas.inta.gob.ar/).
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Figura 1.16. Contenido volumétrico de agua del suelo (%) a (A) 10 cm y (B) 40 cm de
profundidad de 01/01/2015 a 10/05/2019, para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F),
irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (1+F), en una estepa patagonica. Cada linea corresponde a
los valores diarios de una parcela en particular.

1.4. ORGANIZACION DE LA TESIS

La tesis se organizo a partir de los objetivos y de las hipdtesis asociadas a cada
uno de ellos. El presente capitulo (Capitulo 1) establece el marco conceptual, presenta
los objetivos especificos e hipdtesis generales, y detalla el disefio experimental. De esta
manera cada capitulo presenta el marco conceptual, la metodologia y el analisis
estadistico particulares de cada estudio. Cada uno de los capitulos experimentales (11 al
VII) incluye secciones propias de introduccion, métodos (sin mencionar el disefio
experimental, que es comun a todos y fue explicado en el presente capitulo (Capitulo 1),
resultados y discusion. En los capitulos Il y 111 se estudian las emisiones de CO, del

suelo; en el primero de ellos se hace referencia solo a las parcelas control para explicar
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la variabilidad espacial y temporal de este proceso y las variables que lo regulan, y en el
siguiente capitulo se indaga en el efecto de la irrigacion y fertilizacion sobre este
proceso y la mineralizacion del N. En el Capitulo IV se presentan los resultados
referidos al efecto de la irrigacion y fertilizacion sobre la eficiencia en el transporte de
agua, consumo de agua y estado hidrico de pastos y arbustos de la estepa patagonica. En
el Capitulo V se exploran los efectos de la fertilizacion e irrigacion sobre las tasas
fotosintéticas y la eficiencia en el uso de los recursos. El Capitulo VI menciona los
resultados de los cambios en la resistencia a bajas temperaturas en arbustos y pastos en
respuesta al aumento experimental de las precipitaciones y del N del suelo. EI Capitulo
VII explora las modificaciones en el crecimiento aéreo y subterrdneo como producto de
la fertilizacion e irrigacion. En el altimo capitulo (Capitulo VIII) se presentan las
conclusiones generales de la tesis integrando los resultados de los capitulos anteriores,
la contribucion de la misma al conocimiento general y las perspectivas para futuras

investigaciones.
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Capitulo II

Emision de CO, desde el suelo

en la estepa patagonica

Publicado en: Carbonell Silletta LM, Cavallaro A, Kowal R, Pereyra DA, Silva RA,
Arias NS, Goldstein G, Scholz FG, Bucci SJ. (2019) Temporal and spatial variability in
soil CO, efflux in the patagonian steppe. Plant and Soil. https://doi.org/10.1007/s11104-

019-04268-7



Capitulo 11

Emisién de CO, desde el suelo en la estepa patagonica

2.1. INTRODUCCION

El flujo de carbono entre el suelo y la atmdsfera ocurre principalmente en forma
de dioxido de carbono (COy) que se origina a partir de la respiracion autétrofa (raices) y
heterotrofa (microbiana). Este proceso es una de las vias principales por la cual el CO,
fijado por la vegetacion retorna a la atmésfera (Bolstad et al. 2004; Borken et al. 2006;
Euskirchen, Pregitzer, & Chen 2006). En general, aproximadamente la mitad de la
respiracion del suelo se deriva de la actividad metabolica para el mantenimiento y
crecimiento de las raices y de los organismos de la rizésfera asociados (Hanson et al.
2000; Hogberg et al. 2001). El resto del flujo de CO, esta asociado con la respiracion de
las comunidades microbianas (Giardina et al. 2004; Trumbore 2000). Sin embargo, la
proporcion de la respiracion del suelo proveniente de la contribucion autotrofa y
heterotrofa varia estacional y espacialmente dentro de un ecosistema y entre

ecosistemas (Hanson et al. 2000; Wang et al. 2014).

El flujo de CO, desde el suelo suele ser mencionado también como "respiracion
del suelo™ (Xu & Shang 2016). Varios factores afectan la respiracion del suelo, incluida
la temperatura (Davidson & Janssens 2006), y humedad (Bao et al. 2016; Zhang et al.
2010), la cantidad y calidad de broza (Han et al. 2015), la salinidad (Lai et al. 2012) y la
materia organica (Lai et al. 2013). En ecosistemas sin una marcada estacionalidad en las
precipitaciones, la temperatura del suelo es un buen estimador de la respiracion del
suelo (Bolstad et al. 2004; Fang & Moncrieff 2001), sin embargo, en ciertos biomas la
humedad y el carbono del suelo emergen como estimadores dominantes de la
respiracion del suelo (Hursh et al. 2017). En condiciones de sequia, la cantidad y
distribucion de las precipitaciones constituyen también factores clave que controlan la

respiracion del suelo (Deng et al. 2012).

Las regiones aridas y semiaridas representan casi un tercio de la superficie
terrestre global y la respiracion del suelo es el proceso principal para la emision de
carbono en estas regiones (Conant, Klopatek, & Klopatek 2000). En general, estos

ecosistemas se caracterizan por bajas tasas de respiracion del suelo (Cable et al. 2011) y
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muestran una alta variabilidad estacional e interanual en las precipitaciones. Durante el
periodo seco ocurren algunos pulsos de lluvia pequefios y erraticos (Collins et al. 2008;
Reynolds et al. 2004). Estos eventos discretos e impredecibles de precipitacion
impulsan la actividad metabolica de las raices y de los microorganismos hasta que el
agua disponible se agota, lo que afecta las emisiones de CO, del suelo (Davidson, Belk,
& Boone 1998; Jarvis et al. 2007; Kelliher et al. 2004). Los efectos de los pulsos de
lluvia sobre los flujos de CO, del suelo generalmente se intensifican por la condicion
seca precedente del suelo, y estos son menos evidentes si el suelo estd humedo previo al
evento de lluvia (Cable et al. 2008).

En ambientes aridos y semiaridos la vegetacion estd distribuida en forma
heterogénea, con micrositios de suelo desnudo (expuesto, sin vegetacion) y micrositios
de vegetacion. Este patron de distribucion genera heterogeneidad en la disponibilidad de
recursos y en la densidad de raices y microorganismos que puede tener efectos
relevantes en la respiracion del suelo (Cable et al. 2008; Han et al. 2017; Han et al.
2014b; Helmuth, Kingsolver, & Carrington 2005; Martin & Bolstad 2009). Por lo tanto,
aumentar la resolucion temporal y espacial de las estimaciones de la respiracion del
suelo puede ayudar a reducir la incertidumbre al cuantificar los flujos de carbono de los
ecosistemas (Martin & Bolstad 2009). Los ambientes aridos han recibido menos
atencion en el estudio de la respiracion del suelo que otros ecosistemas alrededor del
mundo (Xu & Shang 2016). Particularmente para la estepa patagénica, los flujos de CO,
son desconocidos (pero ver Peri, Bahamonde, & Christiansen (2015) para las estepas
magallanicas). La estepa patagonica es una region fria y arida/semiarida con un
asincronismo entre la disponibilidad de agua y las temperaturas favorables para la
actividad bidtica (Austin et al. 2004; Bertiller et al. 2006; Scholz et al. 2012). Ademas,
estos son ambientes muy heterogéneos donde los arbustos y las gramineas se agrupan
formando islas de fertilidad (Garner & Steinberger 1989; Mazzarino et al. 1998;
Soriano, Sala, & Perelman 1994). Los suelos en los parches con vegetacion contienen
méas humedad y nutrientes que los parches de suelo desnudo que los rodean (Austin et
al. 2004). Por lo tanto, se espera que la tasa de respiracion del suelo presente también un
marcado patron espacial. En este estudio se evaluo el patrén estacional de las emisiones
de CO, desde el suelo en la estepa patagonica, teniendo en cuenta la heterogeneidad
espacial de este ecosistema. También se analizaron los efectos de la temperatura y de la

humedad del suelo y la densidad de las raices sobre la respiracion del suelo. Ademas, se
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estudio la respuesta de un pequefio pulso de lluvia sobre los flujos de CO, desde el
suelo durante la estacion seca. La hipotesis | planteada fue que la variabilidad
estacional en la respiracion del suelo se atribuye a la variacion en la temperatura y la
humedad del suelo. Dado que mayor temperatura y mayor humedad estimulan la
actividad metabdlica para el mantenimiento y crecimiento de las raices y de las
comunidades microbianas del suelo, se espera un aumento de la respiracion del suelo
con un aumento de tales variables. Ademas, se planted la hipotesis 11 de que los parches
de suelo desnudo liberan una menor cantidad de CO, que los parches con vegetacion.
Ya que los parches con vegetacion poseen mayor cantidad de raices y de
microorganismos del suelo que los parches de suelo desnudo, se espera mayor flujo de
CO;, en esos parches. Por otro lado, y dado que el agua es uno de los principales factores
impulsores de la actividad biologica en los ecosistemas aridos y semiaridos, se
establecio la hipdtesis 111, que predice un aumento en la respiracion del suelo después
de un pulso de lluvia en ambos tipos de parches. El estudio fue desarrollado en las
parcelas control del experimento de irrigacion y fertilizacion descripto en el Capitulo |.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Variables ambientales

Se registraron las precipitaciones mensuales y las temperaturas medias
mensuales desde junio de 2015 a mayo de 2016. Los datos fueron obtenidos de una
estacion meteoroldgica localizada a 600 m del sitio del estudio (Fuente:
http://sipas.inta.gob.ar/).

2.2.2. Propiedades fisico-quimicas del suelo

Se determinaron las propiedades fisico-quimicas del suelo en tres de las cinco
parcelas control que conformaron el disefio experimental aplicado en la presente tesis.
En noviembre de 2015, se tomaron al azar tres muestras (5 cm de diametro y hasta 5 cm
de profundidad) de la capa superior del suelo en dos tipos de parches (suelo desnudo y
parches con vegetacion) y en cada parcela. Luego se mezclaron adecuadamente para
producir una muestra compuesta de cada parcela y tipo de parche. Los parches con

vegetacion fueron definidos como los sitios que tenian una mezcla de arbustos y pastos
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representativos del area de estudio. Los parches de suelo desnudo fueron definidos
como sitios lo mas alejados posible (al menos 50 cm) de los parches con vegetacion o
de cualquier planta individual. Las muestras fueron secadas al aire y tamizadas con una
malla de 2 mm previo a los analisis. Para todas las muestras de suelo se determin6 pH,
conductividad eléctrica, materia organica, Nitrogeno total y Fosforo disponible. La
salinidad se determiné en un extracto saturado, corregido posteriormente por la
temperatura (Richards 1954) y los valores se informaron en dS m™ a 25°C. El pH del
suelo se determind en una solucion 1:2.5 de H,O destilada y deionizada. La materia
organica del suelo, el Nitrégeno total y el Fdsforo disponible se analizaron en el
Laboratorio de Suelos del INTA (EEA, Chubut, Argentina). La materia organica del
suelo se determind utilizando el método de oxidacion hiumeda (Walkley & Black 1934).
El Nitrégeno total del suelo se determind con el método Kjeldahl (Bremner 1996). El

Fésforo disponible se midio utilizando el método de Olsen (Olsen et al. 1954).

2.2.3. Flujo de CO,, temperaturay contenido de humedad del suelo

El flujo de CO; desde el suelo se determiné en ambos tipos de parches, mensual
0 bimestralmente durante todo el afio, desde junio de 2015 a mayo de 2016 en tres
parcelas. Se us6 una camara cerrada portatil para determinar la respiracion del suelo
(6400-09, LI-COR), conectada a un sistema de intercambio de gases (L1-6400, LI-COR)
(Figura 2.1). La camara cubre un é&rea de 80 cm® y en el caso de los parches con
vegetacion las mediciones fueron realizadas lo méas cerca posible de la base de los
arbustos que conformaban la corona. Collares de PVC de 10 cm de diametro y 4,4 cm
de altura se insertaron en el suelo a 2,2 cm de profundidad un dia antes de cada fecha de
medicion para permitir la estabilizacion del flujo de CO; previo a las mediciones. En
cada periodo de medicion se instalaron nuevos collares en otros sitios dentro de cada
parcela. Para cada medicion fueron necesarios entre 5 y 20 minutos, dependiendo de la
época del afio (en invierno las mediciones tomaron mas tiempo porque las tasas de
respiracion del suelo son relativamente bajas), y cada una incluyé tres ciclos
promediados consecutivos. Para evitar los efectos de las fuertes fluctuaciones diurnas de
la temperatura del aire sobre la respiracion del suelo, las mediciones se realizaron entre
las 11:00 y las 15:00 hs, durante dos dias consecutivos con condiciones climaticas

similares en cada fecha de medicién.
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Durante cada medicion de respiracion se midio la temperatura del suelo a una
profundidad de 0 a 10 cm con una sonda de temperatura del suelo del LI-6400. De
manera similar, se midi6 el contenido volumétrico de agua del suelo (%) a una
profundidad de 0 a 10 cm, cerca de los collares instalados utilizando sondas de
capacitancia ECH20 (Decagon Devices, Inc.). Las sondas tienen una resolucion de
0,1% y una sensibilidad de temperatura maxima de 0,003 m®m?® por 1°C. Las sondas se
calibraron en el laboratorio con muestras de suelo obtenidas del sitio de estudio (Pereyra
etal. 2017).

Figura 2.1. Sistema de intercambio de gases (LI-6400, LI-COR) conectado a una camara
cerrada portatil para la determinacion de la respiracion del suelo (6400-09, LI-COR).

2.2.4. Respuestas del flujo de CO, del suelo a un pulso de lluvia

En enero de 2015 se determind el flujo de CO, desde el suelo previo a un evento
de lluvia de 3,5 mm, un dia y tres dias después del evento. Las mediciones del flujo de
emision de CO, del suelo se realizaron siguiendo el mismo procedimiento que fue
explicado anteriormente, en tres parcelas y cuatro medidas por parcela. Del mismo
modo, el contenido de agua del suelo se midié a una profundidad de 0 a 10 cm, cerca de
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los collares instalados en el suelo, utilizando las mismas sondas ECH20O mencionadas

anteriormente.

2.2.5. Densidad de raices y recuento de bacterias del suelo

Al final de cada medicion de respiracion del suelo se recolectaron muestras de
suelo de 10 cm de diametro y 10 cm de profundidad de cada collar instalado y se
transportaron al laboratorio para su analisis. Las raices fueron separadas
cuidadosamente del suelo fresco tamizando con una malla de 0,5 mm. Luego las raices
se lavaron y se secaron en estufa a 70°C hasta peso constante. La densidad de raices se

determin6 como masa seca de raices por unidad de volumen de suelo.

Las bacterias heterétrofas cultivables de suelo superficial (0-5 cm) se
determinaron en noviembre mediante el método de recuento de dilucion en placa (ver
Pepper & Gerba 2015). Se recogié una muestra de suelo (cada una de ellas consistio en
un conjunto de 3 submuestras) en los dos tipos de parches en cada parcela. Para cada
muestra, se pesd 1 g de suelo y se colocd en botellas de dilucion que contenian 20 ml de
solucion salina estéril. Las botellas se agitaron a 1000 rpm durante 5 minutos, y luego se
diluyo en serie 1 ml de la suspension y se extendieron 0,1 ml sobre agar nutritivo. Las
placas se incubaron a 25°C durante 4 dias. Luego se contaron las colonias y se
determinaron las unidades formadoras de colonias (UFC). Sélo las placas que contenian

entre 30 y 300 colonias se consideraron para el recuento.

2.2.6. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software R version 3.4.4 (R
Development Core Team, 2018). Se utilizaron modelos lineales (ML) con test-F para
evaluar el efecto del tipo de parche (variable explicativa) sobre las caracteristicas
quimicas del suelo y el recuento de bacterias del suelo (variables dependientes). Se
usaron modelos lineales ajustados de minimos cuadrados (GLSs) con test-F para evaluar
el efecto del tipo de parche (variable explicativa) sobre la densidad de raices y sobre la
respiracion del suelo (variable dependiente), con estructura de correlacion temporal
(corAR1). También se utilizaron GLSs para evaluar el efecto de la interaccion entre el

tipo de parche y el mes (variables explicativas) sobre el contenido de agua del suelo, la
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temperatura del suelo, la densidad de raices y la respiracion del suelo (variables
dependientes), utilizando corAR1. Para evaluar el efecto del pulso de lluvia sobre el
contenido de agua del suelo y el flujo de CO, del suelo, se realizaron GLSs con el factor
tiempo con tres categorias (antes de la lluvia, 1 dia después de la lluvia y 3 dias después
de la lluvia) y el factor tipo de parche y su interaccion como variables explicativas. En
ambos GLSs, se utilizd la estructura de correlacion de simetria compuesta
(corCompSym), pero este factor no fue significativo (prueba REML: 5* = 0.029, df = 1,
p = 0.86 para el GLS con contenido de agua en el suelo como variable dependiente, y y?
= 0.2, df = 1, p = 0.65 para el GLS con flujo de CO, del suelo como variable
dependiente), por lo cual se elimind este factor de los modelos. El analisis post-hoc de
Tukey se utiliz6 para evaluar las diferencias en el contenido de agua del suelo y el flujo
de CO, del suelo después de la lluvia con respecto a antes de la lluvia. Se tested un
modelo de regresién mdltiple, utilizando GLS, para evaluar el efecto de la interaccion
entre la temperatura del suelo y el contenido de agua del suelo (variables explicativas),
con el tipo de parche como covariable, sobre el flujo de emisién de CO, del suelo
(variable dependiente), utilizando corAR1. Se probd una regresion lineal entre la
densidad de raices (variable explicativa), con el tipo de parche como covariable, y el
flujo de emision de CO, del suelo (variable dependiente), utilizando corAR1. El R? de
Cox y Snell (Cox & Snell 1989) fue calculado con la funcion “nagelkerke” del paquete
de R “rcompanion” version 2.1.7 (Mangiafico 2015). Los GLSs se llevaron a cabo
utilizando la funcion "gls" del paquete de R "nlme" versién 3.1-131.1 (Pinheiro & Bates
2000). Cuando fue necesario, todos los modelos se ajustaron mediante modelos de
varianza; la seleccion del modelo se baso en el criterio de informacion de Akaike (AIC)
(Burnham & Anderson 2002). La simplificacion de los efectos fijos de todos los
modelos para alcanzar el modelo minimo adecuado se llevé a cabo mediante una prueba
de hipotesis (test-F). El andlisis post-hoc de Tukey se utilizd para comparaciones
multiples en todos los modelos cuando el test-F fue significativo, utilizando la funcion
"glht" del paquete de R "multcomp™ version 1.4-8 (Bretz et al. 2010). Para graficar los
resultados del modelo mejor ajustado, se utilizé el paquete de R “visreg” version 2.5-0
(Breheny & Burchett 2017).
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2.3. RESULTADOS

La precipitacion acumulada en el sitio de estudio desde junio de 2015 a mayo de
2016 fue de 101.9 mm. Alrededor del 70% de la precipitacion ocurrié entre junio y
septiembre (invierno) (Figura 2.2 A). La temperatura del aire media mensual vari6 entre
3°C eninvierno y 16°C en verano (Figura 2.2 B).
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Figura 2.2. (A) Precipitaciones mensuales (mm) y (B) temperatura del aire media mensual (°C)

durante el periodo de estudio (junio de 2015 a mayo de 2016) en una estepa patagdnica. Los
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datos fueron obtenidos de una estacion meteorolégica localizada a 600 m del sitio del estudio

(Fuente: http://sipas.inta.gob.ar/).

Las propiedades quimicas del suelo variaron entre los tipos de parche, excepto el
pH (Tabla 2.1). La materia organica y el P disponible fueron significativamente
mayores en los parches con vegetacion que en los parches de suelo desnudo (p = 0,005
y p = 0,006, respectivamente). La conductividad eléctrica del suelo y el contenido de N
fueron marginalmente maés altos (p = 0.087 y p = 0.07, respectivamente) en los parches

con vegetacion gue en los parches de suelo desnudo.

Tabla 2.1. pH, conductividad eléctrica (dS m™), materia organica (%), Nitrdgeno total (%),
Fésforo disponible (ppm), densidad de raices media anual (mg cm™), flujo de CO, medio anual
(umol CO, m?s™) y bacterias heterétrofas totales (UFC x 10° g™ suelo) del suelo en parches de
suelo desnudo y con vegetacién. Cada valor representa la media + IC (n = 3). Se muestran el

valor estadistico F, los grados de libertad (Df) y el valor de probabilidad p.

Parches de
Parches con
suelo vegetacion F f P
desnudo
pH 7,17 £0,24 713+0,24 0,07 (1,4 0,8
Conductividad eléctrica (dS m™) 0,14+0,08 024+008 508 (1,4) 0,087
Materia organica (%) 0,48 £0,18 1,01+0,18 323 (1,4 0,005
Nitrégeno total (%) 0,021 +£0,04 0,067+0,04 5,97 1,4 0,07
Fésforo disponible (ppm) 115+24 18,1+24 284 (1,4) 0,006
Densidad de raices media anual 1,14 + 0,25 2,31+042 30,6 (1,71) <0,0001
(mg cm’®)
Flujo de CO, medio anual 0,21 £ 0,05 0,31+£0,08 134 (1,83) 0,0004
(umol CO, m?s™)
Bacterias heterotroficas totales 198+236 21,0 £236 0,01 1,4 0,93
(CFU x 10° g* suelo)

El contenido de agua en el suelo (Figura 2.3 A) varid estacionalmente en el area
de estudio (F@ 75 = 77,7, p <0.0001) y entre los tipos de parche (Fu7) = 14,3, p =
0,0003), sin interaccion significativa entre meses y tipos de parche (Fge7) = 1,76, p =
0,1). El contenido de agua en el suelo alcanzo el 30% en septiembre (final del invierno)
y fue cercano a 10% de enero a mayo (verano a otofio). En los parches de suelo desnudo

el contenido de agua del suelo fue 6,5% mayor (p = 0,0002) que en los parches con
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vegetacion. La temperatura del suelo y el contenido de agua del suelo mostraron
patrones estacionales opuestos (Figura 2.3 B). La interaccion entre los meses y los tipos
de parche fue significativa (Fge7y = 2,32, p = 0,03) para la temperatura del suelo. La
temperatura del suelo fue baja durante el invierno y alcanzé su valor maximo en enero.

No hubo diferencias sustanciales en la temperatura del suelo entre los tipos de parche.

La densidad de raices también vario estacionalmente y entre los tipos de parche
(Fz.64y = 2,46, p = 0,03 y F(164) = 27,4, p <0,0001, respectivamente; Figura 2.3 C), sin
interaccion significativa entre mes y tipo de parche (Fgzs;y = 0,44, p = 0,87). La
densidad de raices fue mayor en la primavera en ambos tipos de parche (Figura 2.3 C).
La densidad de raices fue méas de dos veces mayor en los parches con vegetacion que en
los parches de suelo desnudo durante todo el afio (Figura 2.3 C). Asimismo, la densidad
de raices media anual fue cerca de dos veces mayor en los parches con vegetacion que
en los parches de suelo desnudo (Tabla 2.1). El recuento de bacterias heterotroficas no

mostroé diferencias significativas entre los tipos de parche (Tabla 2.1).
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Figura 2.3. (A) Dinadmica temporal del contenido volumétrico de agua del suelo a 0-10 cm de
profundidad (%), (B) temperatura del suelo a 0-10 cm de profundidad (° C) y (C) densidad de
raices a 0-10 cm de profundidad (mg de masa seca cm™) en parches de suelo desnudo (simbolos
blancos) y en parches con vegetacion (simbolos negros) durante el periodo de estudio (junio de
2015 a mayo de 2016) en una estepa patagonica. Los simbolos representan la media = IC (n =
3).

El flujo de CO, desde el suelo en ambos tipos de parche mostr6 un fuerte patron
estacional (F 75 = 33,5, p <0.0001) (Figura 2.4). Los valores fueron bajos (por debajo

de 0,3 pmol m? s™) en invierno, verano y otofio. El flujo de CO, desde el suelo se
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incremento a fines del invierno (septiembre), alcanzando su valor maximo en noviembre
y luego comenz6 a disminuir a principios del verano (enero). Los valores maximos
fueron cercanos a 0,6 umol m? s™. El flujo de CO, desde los parches con vegetacién
fue mayor que el de los parches de suelo desnudo durante todo el afio (F(1,75) = 22,1, p
<0,0001). No hubo interaccion significativa entre los meses y los tipos de parche (F 7
= 22,1, p = 0,55). El flujo de CO, anual promedio del suelo en los parches con

vegetacion fue 48% mayor que en los parches de suelo desnudo (p = 0,0004; Tabla 2.1).
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Figura 2.4. Dindmica temporal del flujo de CO, del suelo (umol CO, m? s™) en parches de
suelo desnudo (simbolos blancos) y en parches con vegetacion (simbolos negros) durante el
periodo de estudio (junio de 2015 a mayo de 2016) en una estepa patagdnica. Los simbolos

representan la media + IC (n = 3).

Un pulso de lluvia (3,5 mm) durante la estacion seca (enero) aumentd 3 veces el
contenido de agua superficial del suelo inmediatamente después del evento, pero
regreso a los valores registrados antes de la lluvia tres dias después del evento (F,69) =
62,1, p <0.0001 para el factor tiempo) (Figura 2.5 A). No hubo diferencias significativas

entre los tipos de parche (Faes = 0,71, p = 0,4) ni interaccion significativa entre el
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tiempo y el tipo de parche (F66 = 0,35, p = 0,71) para el contenido de agua del suelo.

El flujo de CO, desde el suelo mostré una respuesta diferencial a este pulso de agua

dependiendo del tipo de parche (Figura 2.5 B). Hubo una interaccion significativa entre

el tiempo y el tipo de parche (Fpe6 = 3,19, p = 0.048) para el flujo de CO, desde el

suelo. Hubo un incremento significativo en el flujo de CO, en los parches con

vegetacion un dia después del pulso de lluvia con respecto a los valores observados

previo al evento de lluvia (Figura 2.5 B). Sin embargo, el flujo de CO, desde los

parches de suelo desnudo no mostro respuestas significativas al pulso de lluvia. Después

de tres dias desde el pulso de lluvia, los valores de flujo de CO, desde el suelo fueron

relativamente similares y sin diferencias significativas a los valores observados antes

del evento de lluvia en ambos tipos de parche.
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Figura 2.5. (A) Contenido volumétrico de agua en el suelo a 0-10 cm de profundidad (%) antes,
al dia siguiente y tres dias después de un evento de lluvia discreto (3,5 mm) durante el verano.
(B) Emision de CO, desde el suelo (umol CO, m? s™) de parches de suelo desnudo y parches
con vegetacion antes, al dia siguiente y tres dias después de la lluvia. Los simbolos representan
lamedia = IC (n = 3).

El flujo de CO, desde el suelo se correlaciond con la temperatura y el contenido
de agua del suelo, con una interaccién significativa entre ambos factores (R* = 0,25,
Fs0 = 10,6, p = 0,002) y un efecto significativo del tipo de parche (Fg0) = 15,2, p =
0,0002). Los graficos de contorno (Figura 2.6 A-B) mostraron que los valores mas altos
de respiracion del suelo fueron observados cuando la temperatura y el contenido de
agua en el suelo eran altos. A igual valor de temperatura y contenido de agua del suelo,
la respiracion del suelo desde los parches con vegetacion fue mayor que la de los
parches de suelo desnudo. La emision de CO, desde el suelo también se correlaciond
lineal y positivamente con la densidad de raices (Figura 2.7), con una relacion lineal y
positiva (R®> = 0,36, Fary = 19,5, p <0,0001), sin diferencias estadisticamente
significativas entre los tipos de parche (F,70) = 0,95, p = 0,33).
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Figura 2.6. Diagramas de contorno de flujo de CO, del suelo (umol CO, m?s™) en relacion con
el contenido volumétrico de agua del suelo a 0-10 cm de profundidad (%) y la temperatura del

suelo a 0-10 cm de profundidad (°C) desde (A) parches de suelo desnudo y (B) parches con
vegetacion.
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Figura 2.7. Relacién entre el flujo de CO, del suelo (umol CO, m?s™) y la densidad de raices
(mg cm™®). Cada punto representa una muestra durante el periodo de estudio (junio de 2015 a
mayo de 2016). La linea continua es la regresion lineal ajustada a todos los datos y la banda gris

es el intervalo de confianza del 95%.

2.4. DISCUSION

2.4.1. Dinamica estacional de la respiracion del suelo

El flujo de CO, desde el suelo en la estepa patagonica se ubicd dentro del rango
informado para otros ecosistemas aridos y semiaridos (Cable et al. 2011; Carbone,
Winston, & Trumbore 2008; Maestre & Cortina 2003; Peri, Bahamonde, & Christiansen
2015; Xu & Shang 2016). Por ejemplo, el flujo anual promedio de CO, desde el suelo
en el desierto de Mohave es de 0,33 umol m? s* y en Great Basin, un desierto frio
similar a la estepa patagénica desde el punto de vista funcional, es de 0,97 pmol m?s™
(Cable et al. 2011). La emision de CO, del suelo mostr6 una estacionalidad
pronunciada. Una dindmica estacional similar en la respiracion del suelo fue observada

por Peri (2011) en pastizales semiaridos en la porcion mas austral de la Patagonia.

Para varios ecosistemas, los flujos de CO, desde el suelo aumentan

exponencialmente con la temperatura y, a menudo, estan limitados por la humedad
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disponible del suelo (Carlyle & Than 1988; Fang & Moncrieff 2001; Xu & Shang
2016). Sin embargo, como Davidson, Belk, & Boone (1998) sugieren, es dificil y quizés
imposible distinguir el efecto de la temperatura del suelo y la humedad del suelo por
separado. En el presente estudio, el flujo de CO, desde el suelo mostré una relacion
significativa con la interaccion entre la temperatura del suelo y el contenido de agua del
suelo, aumentando la respiracion con el aumento de ambas variables y estando limitada
por valores bajos de ambas variables, concordando con la primera hipotesis planteada.
Del mismo modo que en otros estudios (Curiel Yuste et al. 2003), la emision de CO;
desde el suelo, tanto del suelo desnudo como de parches con vegetacion, se correlacion6
altamente con los cambios en la temperatura del suelo solo cuando el agua no era
limitante. Asi, temperaturas altas combinadas con un bajo contenido edafico de agua
pueden limitar la respiracion del suelo, como se observd durante el verano en el
presente estudio. El contenido de agua en el suelo a una profundidad de 0-10 cm
disminuy6 a 10%, lo que probablemente result6 en una actividad microbiana y de raices
muy bajas. La disminucion en la disponibilidad de agua en el suelo durante la estacion
seca afecta varios procesos fisiologicos que conducen a la deshidratacion de la planta y
a una pérdida sustancial de la funcionalidad de la raiz en este ecosistema (Bucci et al.
2013; Scholz et al. 2012). Por ejemplo, las raices superficiales de S. filaginodes y A.
prolifera, dos de las tres especies de arbustos dominantes en esta estepa, pierden hasta
el 70% de su capacidad de absorcion de agua durante el dia (Bucci et al. 2013). Esto
también se refleja en una disminucion en la transpiracion de la planta durante el periodo
de sequia (Pereyra et al. 2017), lo que disminuye la captura de CO,. Del mismo modo,
es muy probable que durante la sequia de verano una parte de la biomasa microbiana
muera y otra fraccion de los microorganismos del suelo entren en latencia o formen
esporas (Liu, Zhang, & Wan 2009; Schimel, Balser, & Wallenstein 2007), lo que
resultaria en una menor emision de CO,. Consistente con las bajas tasas de respiracion
de verano encontradas en este estudio, Gonzalez-Polo & Austin (2009) observaron una
disminucion del C de la biomasa microbiana y de la actividad de la beta-glucosidasa y
aumentos de carbono organico extracelular durante el verano con respecto a la

primavera en la estepa patagénica.

Por otra parte, las bajas temperaturas durante el invierno afectan la actividad
fisioldgica de las plantas. Durante el invierno varias especies de la estepa exhiben dafio
tisular (Scholz et al. 2012; Zhang et al. 2016), modificando la actividad metabdlica. De
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modo similar, Gonzalez-Polo & Austin (2009) observaron una disminucion de la
biomasa microbiana y de la actividad beta-glucosidasa durante el invierno en la estepa
patagoénica.

La relacion lineal y positiva encontrada en este estudio entre la respiracion del
suelo y la densidad de raices también ayudaria a explicar, al menos en parte, la
estacionalidad de la respiracion del suelo. En este estudio no se diferencio entre raices
vivas y muertas, pero el hecho de haber encontrado estacionalidad en la densidad de
raices a lo largo del afio, da un indicio de que la actividad radical fue variable en el afo.
Ling-Hao et al. (2002) encontraron también una relacion lineal, que explicé el 32% de
la variabilidad estacional en la respiracion del suelo debido a la variabilidad en la

biomasa de raices.

2.4.2. Caracteristicas de los parches y variabilidad espacial del flujo de CO, del
suelo

Los parches de suelo desnudo y los parches con vegetacion en la estepa
patagonica mostraron diferentes propiedades fisicoquimicas y bioldgicas. Se sabe que
los arbustos y pastos en ecosistemas aridos y semiaridos forman “islas de fertilidad” que
tienen mayores recursos de agua y nutrientes que el suelo desnudo (Aguiar & Sala
1999; Austin et al. 2004; Garner & Steinberger 1989; Gonzalez-Polo & Austin 2009;
Schlesinger et al. 1996). En el presente estudio se encontr6 menos materia organica, P,
N y densidad de raices en los parches de suelo desnudo que en los parches con
vegetacion, y el contenido de agua del suelo fue casi siempre igual en el suelo desnudo
que en los parches con vegetacion. A pesar de no ser consistente con algunos de los
estudios precedentes mencionados, este patron en la variabilidad espacial del contenido
de agua del suelo era esperable. En un estudio previo en esta misma area se determin0
una mayor absorcién de agua por las raices y una mayor pérdida de agua por
transpiracion en los parches con vegetacion que la pérdida de agua a la atmdsfera por
evaporacion directa de suelo desnudo (Pereyra et al. 2017). En consecuencia, el suelo
desnudo podria mantener igual cantidad de agua que los parches con vegetacion. La
mayor densidad de raices encontrada en los parches con vegetacion que en los parches
con suelo desnudo v la relacién lineal positiva encontrada entre la respiracion del suelo
y la densidad de raices, permitiria explicar, al menos en parte, la mayor respiracion (que

seria la porcion autotrofa) en los parches con vegetacion que en suelo desnudo.
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A pesar de que el método de recuento en placa con agar como medio nutritivo
presenta limitaciones debido a que solo puede ser contada una pequefia fraccion de la
poblacion heter6trofa, se utilizo esta técnica solo con fines comparativos. Se sabe que la
biomasa microbiana es heterogénea, siendo mas alta en parches con vegetacion que en
suelo desnudo (Rousk & Bengtson 2014). Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas en el recuento de bacterias heterétrofas entre los tipos de parches durante
la primavera en este estudio, similarmente a los hallazgos de Prieto et al. (2011) para
otros ecosistemas patagonicos semiaridos. En este estudio no se determind la biomasa
microbiana, sin embargo, otras investigaciones han observado una biomasa microbiana,
actividad beta-glucosidasa y actividad deshidrogenasa (una medida de la actividad
microbiana general del suelo) sustancialmente mayores en parches con vegetacion que
en suelo desnudo en ambientes aridos patagonicos (Gonzalez-Polo & Austin 2009;
Prieto et al. 2011). A pesar de no ser un resultado concluyente, el conteo bacteriano en
este estudio indicaria que no habria diferencias en la respiracion heterotrofa entre
parches con vegetacion y parches de suelo desnudo, y que la respiracion autotrofa seria

el principal conductor de la variacién espacial en la emision de CO,.

Ademas de la variacion temporal en el flujo de CO, del suelo se observé una
variacion espacial a pequefia escala, siendo los flujos de CO, mas altos en los parches
con vegetacion en comparacion con los flujos de los parches de suelo desnudo,
apoyando la segunda hipdtesis de este estudio. Este hallazgo es consistente con los
resultados de otros estudios en ecosistemas aridos (Cable et al. 2008; Sponseller 2007),
aunque es contrario a los resultados de Rey et al. (2011) que observaron mayores flujos
de emision de CO; de areas libres de vegetacién que de areas con vegetacion en una
estepa semidrida en Espafia. Por lo general, esta variabilidad espacial dentro de un sitio
no se tiene en cuenta al cuantificar la respiracion del suelo a grandes escalas espaciales,
pero es necesario resaltar la importancia de incluir esta variable en el andlisis de la
respiracion del suelo. Cabe sefialar que las determinaciones fueron realizadas al
mediodia, cuando generalmente se observa un umbral de respiracion del suelo diaria
debido a la mayor temperatura. Esta es una limitacion comdn de los estudios con
mediciones manuales, sin embargo en este caso se comparan determinaciones realizadas
durante el mismo periodo en diferentes sitios, por lo que tal limitacion no compromete

los resultados.
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2.4.3. Respuestas del flujo de CO, del suelo a los pulsos de lluvia

En los ecosistemas &ridos y semiaridos los pulsos de precipitacion son
desencadenantes importantes de la actividad biol6gica. Se registran aproximadamente
40 eventos de <5 mm por afio en la estepa patagonica (Golluscio, Sala, & Lauenroth
1998). Aunque algunas especies de arbustos tienen raices profundas y absorben la
mayor parte del agua de las capas profundas del suelo (Bucci et al. 2009; Pereyra et al.
2017), otras especies de arbustos y pastos, que tienen raices menos profundas, absorben
la mayor parte del agua de las capas superiores del suelo, y utilizan frecuentemente los
pulsos cortos de agua (Golluscio, Sigal Escalada, & Pérez 2009), por lo que tienden a
crecer rapidamente durante el aumento transitorio del agua del suelo. De manera
similar, la comunidad microbiana en estos suelos patagénicos puede responder
rapidamente al aumento en la disponibilidad de agua en el suelo (Austin et al. 2004).
Después de una lluvia de pequefia magnitud se observd un rapido y corto periodo de
aumento de la actividad fisiolégica autotrofa y/o heterétrofa en los parches con
vegetacion en el presente estudio, apoyando parcialmente la tercera hipétesis. Este
incremento a corto plazo de la emision de CO, desde el suelo después del pulso de
lluvia, a menudo Ilamado "efecto abedul”, es un fendmeno general en la mayoria de los
ecosistemas aridos (Sponseller 2007; Yan et al. 2014). La magnitud del pulso de CO,
liberado de los parches de vegetacion, que duplicé el valor maximo medido durante el
afio a solo un dia después del evento, sugiere que esta emision podria resultar de la
acumulacién de microbios y de la necromasa vegetal, o la lisis de células microbianas,
lo que aumenta la cantidad de sustrato para la actividad microbiana (Schimel, Balser, &
Wallenstein 2007). Aunque se considera que los pulsos pequefios de lluvia solo
favorecen la actividad de los microorganismos (Austin et al. 2004), es posible que la
respiracion autétrofa también aumente. La biomasa de raices a 0-10 cm de profundidad
del suelo representa mas del 50% de la de todo el perfil de raices en el sitio de estudio
(Pereyra et al. 2017) y, ademas, las especies de gramineas dominantes exhiben
absorcion de agua desde la superficie de la hoja después de un pulso de agua durante la
estacion seca, lo cual mejora el estado hidrico de la planta (Cavallaro et al. en revision)
y probablemente la tasa fotosintética. El aporte de los foto-asimilados puede aumentar
la respiracion de las raices o la actividad microbiana en respuesta a la exudacion de las

raices durante unas pocas horas (Han et al. 2014a).
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A diferencia de los parches con vegetacion, en los parches de suelo desnudo no
hubo un aumento sustancial en el flujo de CO, después del aumento transitorio en el
contenido de humedad de la capa superior del suelo, contradiciendo parte de la tercera
hipdtesis propuesta. Esto fue llamativo porque aunque los parches de suelo desnudo
tenian una menor densidad de raices que los parches con vegetacion, estos no carecian
de raices, por lo cual se esperaba un aumento en el flujo de CO, en respuesta a la lluvia.
Ademas, no se encontraron diferencias en la cantidad de bacterias heterotrofas entre
ambos tipos de parches, por lo cual se esperaba un aumento en la respiracion del suelo
desnudo derivado de la respiracion heterotrofica. Se encontraron resultados diferentes
en otros ecosistemas aridos donde los parches de suelo desnudo tienen una respuesta
similar o incluso mayor a los eventos de lluvia que los parches con vegetacién (Cable et
al. 2008; Song et al. 2012).

2.5. CONCLUSIONES

El flujo de CO, desde el suelo en la estepa patagonica exhibié un fuerte patrén
estacional, alcanzando su maximo valor en primavera. Los resultados indican que, a
escala estacional, la fuerza impulsora para el flujo de CO, del suelo es tanto la
temperatura del suelo como su contenido de agua, estando la respiracion del suelo
limitada por valores bajos de ambos factores. Aunque en este estudio no se diferencié la
respiracion autétrofa de la heteroétrofa, la cantidad de raices fue determinante, al menos
en parte, de la respiracion del suelo en la estepa patagénica. Aunque los flujos de CO,
desde el suelo en los parches con cobertura vegetal fueron mayores que los del suelo
desnudo, teniendo en cuenta la proporcion de cada tipo de cobertura del suelo en el sitio
de estudio (cobertura vegetal del 35% y suelo desnudo del 65%; Pereyra et al. 2017), la
contribucion del suelo desnudo al flujo de CO, total desde el suelo seria similar a la
contribucion de los parches con vegetacion en periodos libres de lluvia (en un area de
un metro cuadrado el aporte medio anual del suelo desnudo seria de 0,14 pmol CO, st y
el de parches con vegetacion seria de 0,11 pmol CO, s™). En este estudio se destaca la
importancia de considerar la heterogeneidad del ambiente en la estimacion del flujo de

CO, del suelo a nivel del ecosistema.

Las especies de arbustos dominantes de la estepa patagdnica tienen tasas de

asimilacién neta relativamente altas (5 a 15 umol m™? s) durante la primavera y el
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verano (ver Capitulo V de esta tesis). Es asi que la estepa patagonica podria funcionar
como un sumidero durante una parte del afio. Si otros estudios muestran que la fijacion
de carbono es mayor que la pérdida de C por respiracion del suelo y la vegetacion,
entonces este ecosistema arido podria contribuir sustancialmente al secuestro de CO,
global debido a su gran extension geogréfica, y tal como fue observado para
ecosistemas aridos y semiaridos alrededor del mundo (Ahlstrom et al. 2015). Futuras
investigaciones deberian incluir el analisis del intercambio neto de carbono de este

ecosistema

Por otra parte, los resultados de este estudio sugieren que los pulsos de lluvia
durante los periodos secos pueden conducir a un aumento transitorio del flujo de CO,
desde el suelo en los parches con vegetacion, lo que puede contribuir significativamente
al balance anual de carbono del ecosistema. Esto infiere a pensar que las mediciones
manuales de emision de CO, desde el suelo, que son esencialmente puntuales,
constituyen una limitacion importante puesto que no reflejan estos cambios a corto
plazo, lo que podria resultar en una subestimacion del flujo de CO, total del suelo en la
estepa patagonica. Sin embargo, este hallazgo revela que los cambios en el nimero de
eventos pequefios de lluvia, asi como los cambios en la cobertura vegetal podrian tener
grandes consecuencias en la ecologia del suelo y la bioquimica de ecosistemas secos y

heterogéneos.
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Capitulo III

Efecto de la irrigacion y
fertilizacion sobre las emisiones
de CO, desde el suelo en la

estepa patagonica



Capitulo 111

Efectos de la irrigacion y fertilizacion sobre las emisiones de

CO, desde el suelo en la estepa patagonica

3.1. INTRODUCCION

Muchos estudios sobre los efectos del cambio climatico en los ecosistemas
terrestres han indicado cambios significativos en los procesos ecoldgicos que ocurren en
el suelo, como la mineralizacion de Nitrogeno y la respiracion del suelo (Emmett et al.
2004; Wang et al. 2014). Estos procesos son extremadamente sensibles a las
alteraciones de la temperatura y la precipitacion (Liu, Zhang, & Wan 2009), por lo que
el cambio climatico podria afectar funciones clave del ecosistema, como la
disponibilidad de nutrientes y el almacenamiento y el ciclo del Carbono. La respiracion,
el principal flujo de CO, desde el suelo, es uno de los principales procesos de pérdida de
C a la atmdsfera (Conant, Klopatek, & Klopatek 2000), y se puede originar como
respiracion autétrofa o heterétrofa (Hanson et al. 2000; Hogberg et al. 2001). Ademas,
durante la mineralizacion llevada a cabo por microorganismos del suelo, el N orgéanico
es transformado en inorganico a través de la amonificacion y nitrificacion (Butterbach-
Bahl & Gundersen 2011), al mismo tiempo que ocurre una liberacion de CO; producto
de la actividad microbiana. En los Gltimos afios se ha reconocido que parte de la materia
organica también es degradada por factores abi6ticos como la radiacion solar (Austin &
Vivanco 2006), a traves de la cual se libera una fraccion de CO,. Tanto la emision de
CO, desde el suelo como su concentracion de Nitrogeno inorganico y las tasas de
mineralizacion presentan una dinamica estacional y varian entre ecosistemas (Austin &
Sala 2002; Reichmann, Sala, & Peters 2013; Schimel, Bilbrough, & Welker 2004;
Yahdjian, Sala, & Austin 2006; Zhang et al. 2011; Zhao et al. 2010).

Varios factores modifican tanto el flujo de CO, como la mineralizacion del
suelo, tales como la temperatura y la humedad edafica (Briones et al. 2009; Butterbach-
Bahl & Gundersen 2011; Cabrera 2007; Celaya-Michel & Castellanos-Villegas 2011;
Conant, Klopatek, & Klopatek 2000; Davidson, Belk, & Boone 1998; Fang &
Moncrieff 2001; Hursh et al. 2017; Kelliher et al. 2004; Liu, Zhang, & Wan 2009;
Rustad et al. 2001; Zak et al. 1999) asi como el contenido de nutrientes (Hu et al. 2009;
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Janssens et al. 2010; Sinsabaugh et al. 2015; Zhang et al. 2011). Por lo tanto,
modificaciones en estos factores tienen el potencial de variar estos procesos. En general,
la temperatura del suelo tiene una mayor influencia sobre la actividad microbiana y
consecuentemente sobre la mineralizacion que la humedad del suelo (Zak et al. 1999).
Aun asi, una disminucion en la humedad edafica debido a sequia puede disminuir la
respiracion del suelo y la mineralizacion en ambientes aridos (Wang et al. 2014),
mientras que un aumento en la humedad puede tener el efecto opuesto (Kelliher et al.
2004; Rey et al. 2016). Burke, Lauenroth, & Parton (1997) mostraron que la adicion de
agua puede promover la mineralizacion neta del N y, en consecuencia, aumentar la
disponibilidad de N del suelo. La fertilizacion puede modificar la disponibilidad de los
nutrientes en el suelo, el pH o la composicion de la comunidad microbiana, lo cual
afecta la transformacion y descomposicion de los compuestos organicos por los
microorganismos y finalmente la emision de CO,. Algunos estudios indican que la
fertilizacion disminuye la emision de CO, desde el suelo (Burton et al. 2004; Hagedorn,
Bucher, & Schleppi 2001; Haynes & Gower 1995; Janssens et al. 2010) a través de una
disminucion en la respiracion heterétrofa (Treseder 2008; Zhou et al. 2014). Sin
embargo, otros estudios sugieren que el aumento en la productividad primaria neta y asi
en la produccién de broza por la fertilizacion estimula la actividad microbiana y por lo
tanto la mineralizacién y la respiracion heterotrofa (Zhang et al. 2011). Ademas, altos
niveles de amonio provenientes de la fertilizacion quimica pueden llevar a retrasos
significativos en el proceso de nitrificacion (Cabrera 2007), modificando la relacién

nitrato / amonio (Reichmann, Sala, & Peters 2013).

Las regiones aridas y semidridas se caracterizan por poseer flujos bajos de CO,
desde el suelo (Maestre & Cortina 2003; Rustad et al. 2001) y de mineralizacion
(Bertiller et al. 2006; Mazzarino et al. 1998; Yahdjian & Sala 2008) comparada con
otros ecosistemas alrededor del mundo. Estas regiones se caracterizan por eventos de
lluvia discretos e impredecibles que permiten que solo se humedezca la parte superior
del suelo (Paruelo & Sala 1995; Sala et al. 1989). Tales pulsos de lluvia tienen impactos
cruciales en el flujo de CO, del suelo y en la mineralizacion produciendo pulsos de
emisién de CO, a la atmdsfera (Carbonell Silletta et al. 2019; Davidson, Belk, & Boone
1998; Jarvis et al. 2007; Kelliher et al. 2004). De la misma manera, la descomposicion
microbiana de la materia organica ocurre esencialmente en periodos cortos cuando la

materia organica y el suelo estan hiumedos y las temperaturas del suelo son moderadas
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(Celaya-Michel & Castellanos-Villegas 2011). Los microorganismos responden
rdpidamente a la disponibilidad de humedad en el suelo, incluso cuando se trata de un
evento pequefio que solo humedece la superficie (Austin et al. 2004). Sin embargo, en
algunos experimentos de irrigacion no se ha observado una respuesta en la
mineralizacion (Fisher & Whitford 1995; Fisher et al. 1987; Schimel & Parton 1986) o
bien se han encontrado respuestas positivas en la nitrificacion pero negativas en la
amonificacion (Yahdjian & Sala 2008). Incluso se ha observado un incremento en el N
inorganico del suelo bajo condiciones de sequia en ecosistemas aridos (Reynolds et al.
1999; Whitford, Martinez-Turanzas, & Martinez-Meza 1995; Yahdjian, Sala, & Austin
2006). Durante los periodos de sequia, los microorganismos del suelo incorporan
solutos para ajustes osmaticos ante la ausencia de agua en el suelo, inmovilizando los
nutrientes disponibles en el ambiente (Celaya-Michel & Castellanos-Villegas 2011).
Tanto el amonio como el nitrato pueden ser absorbidos por las plantas o inmovilizados
por los microorganismos quienes compiten por ellos en condiciones limitantes de N
(Butterbach-Bahl & Gundersen 2011; Ueda, Tokuchi, & Hiura 2015).

La estepa patagdnica es una region fria y arida/semiarida donde el agua (Bucci et
al. 2009; Pereyra et al. 2017) y los nutrientes, principalmente el N, son muy escasos
(Austin et al. 2004; Bertiller et al. 2006; Gherardi, Sala, & Yahdjian 2013). En este
ecosistema la estacion de crecimiento ocurre cuando las temperaturas comienzan a
incrementar y la disponibilidad de agua en el suelo comienza a disminuir (primavera),
tal que existe un asincronismo en los factores ambientales clave para el crecimiento de
la vegetacion (Austin et al. 2004; Bertiller et al. 2006), la cual tiene una distribucién
heterogénea tal que los arbustos y las gramineas se agrupan formando islas de fertilidad
(Aguiar et al. 1996; Golluscio, Sigal Escalada, & Pérez 2009; Mazzarino et al. 1998;
Soriano, Sala, & Perelman 1994). Como en la mayoria de los ecosistemas aridos, el
mayor porcentaje del C organico se encuentra en el suelo (Peri 2011). En general los
ecosistemas aridos han recibido menos atencién en el estudio de las emisiones de CO,
desde el suelo que otros ecosistemas (Xu & Shang 2016). Aunque existen algunos
estudios sobre el flujo de CO, en el suelo (Carbonell Silletta et al. 2019; Peri,
Bahamonde, & Christiansen 2015; Capitulo Il de esta tesis) y sobre la mineralizacion
para las estepas patagdnicas (Austin et al. 2004; Yahdjian & Sala 2008; Yahdjian, Sala,
& Austin 2006), no hay estudios que hayan evaluado los efectos de la adicion de agua y

nutrientes a largo plazo sobre estos procesos y su interaccion. El objetivo especifico de
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este estudio consistio en determinar el impacto del aumento en la disponibilidad de
nutrientes y agua sobre las emisiones de CO;, desde el suelo y de las tasas de
mineralizacion de Nitrdgeno en la estepa patagonica, teniendo en cuenta la
heterogeneidad espacial y la variabilidad estacional de este ambiente. La primera
hipotesis propuesta fue que la respiracion autotrofa (raices) disminuye en los
tratamientos fertilizados e irrigados, ya que un cambio en la relacion fuente-sumidero de
las plantas cuando se aumenta la disponibilidad de agua y nutrientes favoreceria la
asignacion de foto-asimilados a la parte aérea de la vegetacion en detrimento del
crecimiento de raices (Boot & Dubbelden 1990), de modo que disminuiria el sustrato
para la liberacion de CO, autétrofo desde el suelo. Por otra parte, la segunda hipotesis
plantea que la mineralizacion de Nitrogeno aumenta con la adicion de agua y de
nutrientes, dado que incrementan los recursos para que tal proceso ocurra. Para ello se
disefio un experimento manipulativo a campo como el descripto en el Capitulo | donde
se evaluaron las propiedades fisico-quimicas del suelo, la densidad de raices, las
unidades formadoras de colonias bacterianas, la respiracion del suelo, la amonificacion
y la nitrificacién en parcelas control (C), irrigadas (l), fertilizadas (F) e irrigadas y
fertilizadas (I +F).

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Propiedades quimicas del suelo

Se determind en tres parcelas por tratamiento (C, F, | e I+F): pH, salinidad,
materia organica (MO), Nitrogeno total y Fésforo disponible para muestras de suelo
colectadas en noviembre de 2015, del mismo modo que se menciono en el Capitulo 11.
A su vez, se obtuvo la relacion C/N, utilizando el factor propuesto por Van Bemmelen
de 1,724 para determinar el contenido de carbono a partir del contenido de MO, el cual
asume que el 58% de la MO esta compuesta por C (Tabatabai, 1996). Las
determinaciones fueron realizadas teniendo en cuenta dos tipos de parches (parches

vegetados y parches de suelo desnudo).
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3.2.2. Flujo de CO,, temperatura, contenido de humedad, densidad de raices y
recuento de bacterias del suelo

El flujo de emisién de CO, del suelo se determind de igual manera que en el
Capitulo I1. Las mediciones fueron tomadas mensual o bimestralmente durante todo el
afio, de junio de 2015 a mayo de 2016, en dias consecutivos con condiciones climaticas
similares en cada fecha de medicion, en tres parcelas de cada tratamiento. Luego de
retirar la cAmara de respiracion, se procedid a medir la temperatura del suelo y su
contenido volumétrico de agua a una profundidad de 0 a 10 cm, y se colecto el suelo
hasta 10 cm de profundidad para la determinacion de la densidad de raices, del mismo
modo en que fue descrito en el Capitulo Il. El recuento de bacterias del suelo fue
realizado como se indicd en el Capitulo IlI, en muestras de suelo colectadas en

noviembre de 2015.

3.2.3. Dinamica del Nitrogeno del suelo

Las tasas de mineralizacion de N del suelo fueron estimadas in situ en tres
periodos entre junio de 2015 a mayo de 2016. En cada ocasion, un tubo de PVC de 5 cm
de didametro y 10 cm de largo fue enterrado en el suelo a una profundidad de 7,5 cm en
cada tipo de parche y en cada parcela. Los tubos fueron colocados en noviembre de
2015 (primavera), febrero de 2016 (verano) y mayo de 2016 (otofio), y fueron dejados
enterrados en el mismo sitio por 1-2 meses. Al momento de la colocacion de los tubos,
una muestra de suelo de 5 cm de didmetro y 10 cm de profundidad cercana al lugar
donde fue instalado cada tubo, fue extraida para la determinacién del contenido de N
inorganico inicial. Al final de cada periodo de incubacion, cada muestra de suelo
recolectado de los tubos fue transferida al laboratorio. Las muestras de suelo fresco
fueron tamizadas con una malla de 2 mm y, una vez congeladas, fueron enviadas al
Laboratorio de Suelos (INTA Balcarce, Argentina) para analizar el contenido de N
inorganico del amonio (NH4*-N) y del nitrato (NOs-N) mediante un método de
destilacion (Bremner & Keeney 1965). Las tasas de amonificacion y nitrificacion fueron
determinadas a partir de la diferencia entre el contenido inicial y final de NH,"-N y
NOs-N en el suelo, respectivamente, durante cada periodo de incubacion, dividida por
el nimero de dias, y expresada en mg N kg suelo™ mes™. La relacién NH4*-N/NOs™-N
del suelo fue calculada con los valores de contenido inicial en cada una de las tres

estaciones.
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3.2.4. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando el software R version 3.4.4 (R
Development Core Team, 2018). Se utilizaron modelos lineales (ML) con test-F para
evaluar el efecto del tipo de parche y del tratamiento (variables explicativas) sobre las
caracteristicas quimicas del suelo y el recuento de bacterias del suelo (variables
dependientes). Se usaron modelos lineales ajustados de minimos cuadrados (GLSs) con
test-F para evaluar el efecto del tipo de parche y del tratamiento (variables explicativas)
sobre la densidad de raices y sobre la respiracion del suelo (variables dependientes), con
estructura de correlacion temporal (corAR1). También se utilizaron GLSs para evaluar
el efecto de la interaccion entre el tratamiento, el tipo de parche y el mes (variables
explicativas) sobre el contenido de agua del suelo, la temperatura del suelo, la densidad
de raices y la respiracion del suelo (variables dependientes), utilizando corARL. En el
GLS con respiracion del suelo como variable dependiente, se usé la variable
temperatura del suelo como covariable, con un factor lineal y uno cuadrético, dada la
alta dependencia de la respiracion del suelo con la temperatura del momento en que se
mide. Se teste6 un modelo de regresion mdaltiple, utilizando GLS, para evaluar el efecto
de la interaccién entre la temperatura del suelo y el contenido de agua del suelo
(variables explicativas), con el tipo de parche y el tratamiento como covariables, sobre
el flujo de emision de CO, del suelo (variable dependiente), utilizando corARL. Y se
probo una regresion lineal entre la densidad de raices (variable explicativa), con el tipo
de parche y el tratamiento como covariables, y el flujo de emision de CO; del suelo
(variable dependiente), utilizando corAR1. Se utilizaron modelos lineales (ML) con
test-F para evaluar el efecto de la interaccion entre el tipo de parche, el tratamiento y la
estacion del afo (variables explicativas) sobre el contenido de N en forma de amonio y
de nitrato inicial y sobre la relacion amonio/nitrato (variables dependientes). Para
analizar el efecto de la interaccion entre el tipo de parche y la estacion del afio (variables
explicativas) sobre las tasas de amonificacion y nitrificacion (variables dependientes),
se usaron MLs con test-F. Se testearon regresiones lineales entre la concentracion de
amonio y nitrato inicial (variables explicativas) con las tasas de amonificacion y
nitrificacion (variables dependientes), respectivamente, utilizando las medias por
estacion, tipo de parche y tratamiento. EI R? de Cox y Snell (Cox y Snell 1989) fue

calculado con la funcion “nagelkerke” del paquete de R “rcompanion” version 2.1.7
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(Mangiafico 2015). Los GLSs se llevaron a cabo utilizando la funcion "gls™ del paquete
de R "nlme" versiéon 3.1-131.1 (Pinheiro & Bates 2000). Cuando fue necesario, todos
los modelos se ajustaron mediante modelos de varianza; la seleccion del modelo se baso
en el criterio de informacion de Akaike (AIC) (Burnham & Anderson 2002). La
simplificacion de los efectos fijos de todos los modelos para alcanzar el modelo minimo
adecuado se llevo a cabo mediante una prueba de hipotesis (test-F). El analisis post-hoc
de Tukey se utilizo para comparaciones multiples en todos los modelos cuando el test-F
fue significativo, utilizando la funcién "glht" del paquete de R "multcomp” version 1.4-
8 (Bretz et al. 2010). Cuando se hicieron comparaciones entre tratamientos, solo se
comparé cada tratamiento (F, 1 o I+F) con respecto al control. Para graficar los
resultados del modelo mejor ajustado, se utilizé el paquete de R “visreg” version 2.5-0
(Breheny & Burchett 2017). Los graficos se elaboraron en funcion de los resultados de

los andlisis, tomando en cuenta las interacciones significativas entre factores.

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Propiedades fisicoquimicas del suelo

La dinamica temporal del contenido de agua del suelo a 0-10 cm de profundidad
fue similar en ambos tipo de parches y en los tratamientos (Figura 3.1 A-B). El
contenido de agua del suelo fue mayor entre junio y octubre y menor entre noviembre y
mayo. Hubo diferencias significativas en la humedad del suelo entre los tratamientos,
los tipos de parche y los meses, con una interaccion significativa entre el tipo de parche
y el mes (Fa11) = 2,1, p = 0,0306) y entre el tratamiento y el mes (Fpa311)= 1,92, p =
0,0066). Mayor contenido de agua del suelo fue observado en las parcelas irrigadas con
respecto al control en agosto (p = 0,088) y octubre (p = 0,014) (Figura 3.1 A), y fue
mayor en los parches de suelo desnudo que en los parches con vegetacion en

noviembre, enero, febrero y mayo (p <0,01 en todos los meses) (Figura 3.1 B).
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Figura 3.1. Dinamica temporal en el contenido volumétrico de agua del suelo a 0-10 cm de
profundidad (%) para cada tratamiento (A): control (C), fertilizacion (F), irrigacién (1) e
irrigacion-fertilizacién (1+F), y para cada tipo de parche (B): parche de suelo desnudo y parche
con vegetacion, durante el periodo de estudio (junio 2015 a mayo 2016) en una estepa

patagonica. Los simbolos representan la media +IC (n= 3).

El pH y la conductividad eléctrica fueron significativamente diferentes entre los
tratamientos y los tipos de parche, con interacciones significativas (Tabla 3.1). El pH
fue més bajo y la conductividad eléctrica mas alta en las parcelas fertilizadas y en I+F
que en las parcelas control en ambos tipos de parche (p <0,05 en todos los casos) (Tabla
3.1). A su vez, se observé una mayor conductividad eléctrica en los parches con
vegetacion que en suelo desnudo solo en las parcelas F (p <0,001) e I+F (p = 0,059)
(Tabla 3.1). La materia organica, el Nitrogeno total y el Fosforo disponible fueron
mayores en los parches con vegetacion que en el suelo desnudo (Tabla 3.1). El
contenido de materia organica no mostro diferencias significativas entre los tratamientos
(Tabla 3.1). El Nitrogeno total fue mayor en las parcelas I+F (p = 0,045) y el Fosforo
disponible en las parcelas F (p <0,0001) e I+F (p <0,0001) que en las parcelas control
en ambos tipos de parche (Tabla 3.1). No se encontraron diferencias en la relacion C/N

entre los tratamientos ni entre los tipos de parche (Tabla 3.1).
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3.3.2. Densidad de raices, densidad de bacterias heterotroficas y flujo de CO, del
suelo
La densidad de raices vario significativamente entre los tratamientos (Fzsss) =

4,24, p = 0.0058), siendo mayor en las parcelas I+F que en las parcelas control
(p=0,005) (Figura 3.2). También la densidad de raices vario entre los tipos de parche y
los meses, con interaccion significativa (Fg, 335y = 4,07, p = 0,0001). La densidad de
raices fue més alta en los parches con vegetacion que en suelo desnudo en casi todos los
meses (p <0,01), excepto en noviembre, marzo y mayo (p >0,05) (Figura 3.2). La
densidad media anual de raices fue significativamente diferente entre tratamientos y
entre tipos de parche, siendo mayor en las parcelas 1+F que en las control (p = 0,006) y
mayor en los parches con vegetacion que en suelo desnudo (Tabla 3.1). Por otro lado, el
recuento de bacterias heterotréficas en el suelo no mostré diferencias significativas

entre los tratamientos ni entre tipos de parche (Tabla 3.1).

El flujo de CO, desde el suelo varié entre meses, tipos de parche y tratamientos,
con interaccion significativa entre mes y tipo de parche (F 309 = 6,83, p <0,0001) y
entre tratamiento y mes (Fsa309) = 4,31, p <0,0001) (Figura 3.3). La covariable
temperatura fue significativa tambien para el flujo de CO, (F(1,309) = 19,3, p <0,0001).
Las tasas de respiracion mas altas se observaron en la primavera (septiembre a
noviembre). Las tasas fueron mayores en los parches con vegetacion que en los parches
de suelo desnudo en agosto, septiembre y mayo (p<0,001). Asi mismo fueron mayores
en las parcelas fertilizadas en septiembre y octubre (p<0,05), y en las parcelas I+F en
junio, septiembre, octubre y noviembre (p<0,05) respecto a las parcelas control (Figura
3.3). Los valores maximos de flujo de CO; desde el suelo en las parcelas fertilizadas se
alcanzaron un mes antes (octubre) que en los otros tratamientos (noviembre) (Figura
3.3). El flujo de CO, medio anual vario desde 0,22 en los parches de suelo desnudo a
0,32 pmol CO, m? s en los parches con vegetacién, existiendo diferencias

significativas entre los tipos de parche, pero no entre los tratamientos (Tabla 3.1).
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Tabla 3.1. pH, conductividad eléctrica (dS m™), materia organica (%), nitrégeno total (%), Relacion C/N, fésforo disponible (ppm), densidad de raices media

anual (mg cm™®), flujo de CO, medio anual (umol CO, m? s™) y bacterias heterdtrofas totales (UFC x 10° g™* suelo) del suelo en parches de suelo desnudo y

con vegetacion. Cada valor representa la media +/- IC (n = 3). Se muestran el valor estadistico F, los grados de libertad (Df) y el valor de probabilidad p, para

tipo de parche (P) y tratamiento (T).

Parches de suelo desnudo

Parches con vegetacion

C F | I+F C F | I+F Test-F
pH 717 (0,12) 6,27 (0,12) 7,27 (0,12) 6,37 (0,12)| 7,13(0,24) 653 (0,24) 6,93 (0,24) 6,60 (0,24) TXP: Fig.16)= 4,18 p = 0,023
8%”2195)“‘”‘1&" eléctrica 1414 (0,06) 0,31(0,09) 0,13 (0,05) 0,31 (0,09)| 024(0,08) 0,76(0,20) 0.21(0,07) 054 (0,13) TXP: Fg16=4,5 p = 0,018
TxP: F(3y16) =1,96 p= 0,16
Materia organica (%o) 0,50 (0,13) 1,08 (0,13) PT FF(3 19) 4(; ?és p 0(())()7(&)91
122 = p<
0,022 0,031 0,021 0,034 0,057 0,066 0,056 0,069 TXP: Faag = 0,646 p = 0,597
itro 0 ’ , ! , 7 7 , , T: Fa19)= 3,89 p = 0,025
Nitrogeno total (%) (0.006)  0006)  (0,006)  (0.006) | (0.012) (0,012) (0.012) (0.012) 5. F?f;) 25 pp<0 0001
TxP: Fa1e= 1,96 p = 0,161
CIN 16,58 7,82 17,72 7,96 9,90 12,36 8,61 11,34 T: Fi 0,516 pp 0.676
(9,09) (9,09) (9,09) (9,09) (3,41) (3.41) (3,41) (3,41) P: F(.19)= 0,459 p = 0,506
11,5 51,9 12,1 57,1 18,1 58,6 18,8 63,7 TXP: Frug = 0232 p = 0873
. N , , : , , , : : T: Fa0) = 16,2 p <0,0001
Fosforo disponible (ppm) | 5 52 (1581)  (266)  (17,91) (3,88) (15.93) (3,98) (17,95) > F(jlfg)) 10 5'; 6,004
- i TXP: Fa15= 0,702 p = 0,565
aﬁgg'é"é;ﬁtiﬁ?;‘fas 19,6 3,79 7,57 7,42 21,2 5,35 9,13 8,98 T F ;31;” 188 p = pe 0.168
suelo) (14,6) (3,68) (6,34) (5,23) (14,6) (4,73) (6,71) (6,62) P Frum = 0,342 p = 0566
- . : TXP: Fraa9 = 1,34 p = 0,262
E:S;:dad de raices media| 4 1,34 1,16 1,58 2,76 3,07 2,89 3,31 iy pp 0012
(mg cm) (0,18) (0,23) (0,19) (0,31) (0,30) (0,35) (0,31) (0,40) P: Faas1 = 134 p <0,0001
Flujo de CO, medio TXP: F3348=0,322 p=10,81
anual 0,22 (0,03) 0,32 (0,04) T: F3es1=1,03p=0,638
(umol C02 rn'2 S'l) P: F(]_ 354) = 49 4 p <0 0001
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Figura 3.2. Dindmica temporal en la densidad de raices a 0-10 cm de profundidad (mg de masa
seca cm™) para cada tratamiento: control (C), fertilizacién (F), irrigacién (1) e irrigacion-
fertilizacién (1+F) en: (A) parches de suelo desnudo y (B) parches con vegetacion, durante el
periodo de estudio (junio 2015 a mayo 2016) en la estepa patagonica. Los simbolos representan
la media £IC (n= 3).
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Figura 3.3. Dinamica temporal en el flujo de CO, (umol CO, m? s™) para cada tratamiento:
control (C), fertilizacién (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizaciéon (I1+F) en: (A) parches de
suelo desnhudo y (B) parches con vegetacion, durante el periodo de estudio (junio 2015 a mayo

2016) en una estepa patagénica. Los simbolos representan la media £IC (n= 3).

El flujo de CO; del suelo se relaciond significativamente con la temperatura y el
contenido de agua del suelo, existiendo interaccidn significativa entre ambas variables y
a su vez interaccion con el tipo de parche (Fg, 33 = 5,52, p = 0.019) y el tratamiento
(F(, 336)= 3, p = 0.031). Los diagramas de contorno de la Figura 3.4 muestran que en los
parches de suelo desnudo el flujo de CO, fue mayor con la combinacion de valores altos
de temperatura y contenido de agua del suelo, mientras que en los parches con
vegetacion los valores mas altos de respiracion de suelo se obtuvieron con la
combinacion de valores altos de temperatura y bajo contenido de agua del suelo, o
valores bajos de temperatura y alto contenido de agua del suelo. Los diagramas de
contorno de la figura 3.5 muestran que los valores mas altos de respiracion de suelo se
alcanzaron con valores altos de temperatura del suelo combinados con valores altos de
contenido de agua del suelo en todos los tratamientos. A igual valor de temperatura y
contenido de agua del suelo, la respiracion del suelo de los tratamientos F e I+F fue
mayor que la del C e 1. El flujo de CO, desde el suelo también se correlacioné lineal y
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positivamente con la densidad de raices (Figura 3.6) (R* = 0,265, Faass) = 16,8, p =
0,0001), con diferencias estadisticamente significativas entre los tipos de parche
(F,3s3= 11,9, p= 0,0006) pero sin diferencias entre tratamientos (F3s0) = 0,932, p =
0,425).

(A) Flujo de CO, desde parches de

suelo desnudo

w
o

101

5 10 15 20 25

(B) Flujo de CO, desde parches con
vegetacion

Contenido de agua del suelo (%)

o000
[NISIRTAYN
ENCCINTOTS)

5 10 15 20 25
Temperatura del suelo (°C)

Figura 3.4. Diagramas de contorno de flujo de CO, del suelo (umol CO, m?s™) en relacion con
el contenido de agua del suelo a 0-10 cm de profundidad (%) y la temperatura del suelo a 0-10
cm de profundidad (°C) desde (A) parches de suelo desnudo y (B) parches con vegetacion.

63



(A) Flujo de CO, desde (B) Flujo de CO, desde

tratamiento C tratamiento F
—_
= 30 30-/
o) 12 15
O 20t 0e 20t 05
o 0.0 0.0
S 10t 10¢ e
(] . . . . . .
3 5 'IO 15 20 25 5 10 15 20 25
®
9 (C) Flujo de CO, desde (D) Flujo de CO, desde
o tratamiento | tratamiento | + F
9
c
g 30-/ 30
Q : 72
O 20¢ I§:§ 20+ 10

- 0.0
10} 10+
5 10 15 20 25 5 10 15 20 25

Temperatura del suelo (°C)

Figura 3.5. Diagramas de contorno de flujo de CO, del suelo (umol CO, m?s™) en relacién con
el contenido de agua del suelo a 0-10 cm de profundidad (%) y la temperatura del suelo a 0-10
c¢cm de profundidad (°C) desde: (A) tratamiento C, (B) tratamiento F, (C) tratamiento | y (D)
tratamiento I+F.
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Figura 3.6. Relacion entre el flujo de CO, del suelo (umol CO, m? s™) y la densidad de raices
(mg cm™®). Cada punto representa una medida durante el periodo de estudio (junio de 2015 a
mayo de 2016), en parches de suelo desnudo (cuadrados) y en parches con vegetacion
(triangulos). Las lineas de trazos son las regresiones lineales ajustadas a los datos (continua para
parches con vegetacién y partida para parches de suelo desnudo) y las bandas grises son los
intervalos de confianza del 95%. La ecuacion de la recta ajustada a los parches con vegetacion
es: y=0,252+0,026x. La ecuacion de la recta ajustada a los parches de suelo desnudo es:
y=0,197+0,026X.

3.3.3. Dinamica del nitrégeno del suelo

El contenido de N en forma de amonio medio del suelo (NH;*-N) a 0-10 cm de
profundidad varié entre 3 y 103 mg kg™, con un efecto significativo del tratamiento (Fe,
63) = 20,6, p <0,0001) e interaccion entre el tipo de parche y el mes (F, 63y = 3,69, p =
0,0304) (Figura 3.7 A-B). EI NH,"-N en las parcelas fertilizadas e irrigadas-fertilizadas
fue mayor con respecto al control (p <0,0001) y en las parcelas irrigadas fue
marginalmente menor que en el control (p = 0,056). El contenido de N en forma de
nitrato medio del suelo (NOs-N) a 0-10 cm de profundidad varié entre 1,5 y 33 mg kg™,
con interaccion significativa entre tratamiento y mes (F, s6) = 3,22, p = 0,0087) y entre
tratamiento y tipo de parche (F, s6) = 4,56, p = 0,0063) (Figura 3.7 C-D). El NO3™-N fue
significativamente mayor en las parcelas fertilizadas e irrigadas-fertilizadas respecto al
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control en noviembre y febrero, pero no en mayo, y en ambos tipos de parches (p
<0,05). A su vez, el NO3™-N en los parches con vegetacion fue mayor que en los parches

de suelo desnudo solo en las parcelas I+F (p = 0,009).
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2 125
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Figura 3.7. Contenido de N en forma de amonio (mg NH,*-N Kg™) y de nitrato del suelo (mg
NO;-N Kg?) en noviembre, febrero y mayo, para cada tratamiento: control (C), fertilizacion
(F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacién (I1+F), en parches de suelo desnudo (A-C) y en

parches con vegetacién (B-D). Los valores son las medias +IC (n= 3).

La relacion NH;*-N / NOs™-N vari6 significativamente entre los tratamientos
(F@e8) = 3,82, p = 0,0136), pero no entre los tipos de parche (F67y= 1,73, p = 0,193) ni
entre los meses (Fpesy = 0,847, p = 0,433). La relacion NH,-N / NOs-N fue
significativamente mayor en las parcelas fertilizadas con respecto al control (p = 0,005),

siendo aproximadamente tres veces superior (Figura 3.8).
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Figura 3.8. Relacion NH;"-N / NO3-N para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F),
irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (1+F). Los valores son las medias £1C (n= 3).

La tasa de amonificacion varié entre -32 y 0,2 mg N kg™ m™, con un efecto
significativo del tratamiento (Fg 66 = 2,99, p = 0,0371) y de la estacion (Fe6) = 4,53, p
= 0,0143), sin interaccion significativa entre ambos factores (Fe60) = 1,75, p = 0,126).
En las parcelas control e irrigadas, las tasas de amonificacion tendieron a ser cercanas a
cero (Figura 3.9 A). Por otro lado, en las parcelas fertilizadas e I+F, las tasas de
amonificacion fueron negativas (Figura 3.9 A), aunque solo en las parcelas fertilizadas
fueron significativamente menores con respecto al control (p = 0,04). También las tasas
de amonificacion en verano fueron significativamente menores que en primavera (p =
0,009). No se visualizaron efectos claros del tratamiento y la estacion sobre las tasas de
nitrificacion (Fies = 1,92, p = 0,135 para el tratamiento y F 69y = 2,82, p = 0,0664 para
la estacion) (Figura 3.9 B). Las tasas de nitrificacién variaron entre -5,1 y 3,7 mg N kg™
m™ y tendieron a ser negativas en primavera y verano y positivas en otofio (Figura 3.9
B). Se encontrd una relacion lineal negativa significativa entre el contenido inicial de
NH4*-N y la tasa de amonificacién (R? = 0,66, p <0,0001) (Figura 3.10 A) y entre el
contenido inicial de NO3-N y la tasa de nitrificacion (R* = 0,38, p = 0,0013) (Figura
3.10 B).
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Figura 3.9. (A) Tasa de amonificacion (mg N Kg* m™) y (B) tasa de nitrificacion (mg N Kg*
m™) para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion
(1+F) durante primavera, verano y otofio en una estepa patagonica. Los valores son las medias
£IC (n=3).
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Figura 3.10. (A) Relacion entre la tasa de amonificacion mensual (mg N kg* m™) y el
contenido de N en forma de amonio inicial (mg NH,"-N kg™), y (B) relacion entre la tasa de
nitrificacion mensual (mg N kg™ m™) y el contenido de N en forma de nitrato inicial (mg NO; -
N kg™). Cada valor representa la media +EE (n= 3) para cada tratamiento, estacion del afio y
tipo de parche. Las lineas son las regresiones lineales ajustadas a los datos y las bandas grises
son los intervalos de confianza del 95%.

3.4. DISCUSION

3.4.1. Efectos de la irrigacion y fertilizacion sobre las propiedades fisicoquimicas
del suelo

El patron estacional en la humedad y la temperatura del suelo observado en la
estepa patagonica (Carbonell Silletta et al. 2019; Pereyra et al. 2017; Capitulo 1) se
mantuvo bajo los tratamientos de irrigacion y fertilizacién con N+P. La adicion de agua
a través de la aplicacion de pequefios pulsos (5 mm) desde mediados de la estacion de
crecimiento hasta el final de la estacion seca (octubre-abril), acumul6 20-25% mas de la
precipitacion media anual historica del sitio (130 mm). Sin embargo, aunque durante los
pulsos de lluvia experimentales el contenido de agua del suelo a 10 cm respondio
incrementandose (Figura 1.9, Capitulo 1), esto no se trasladé a un aumento en la
disponibilidad de agua a lo largo del afio. Su efecto solo se observo al inicio de la
estacion de crecimiento, entre agosto y octubre. La explicacién podria basarse en el
cambio en la cobertura de especies con raices superficiales como la de Poa ligularis la
cual exhibidé una disminucion en las parcelas de irrigacion (ver Capitulo VII). Por otro

lado, las plantas podrian haber capturado rapidamente el agua adicionada o bien una
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parte del agua de cada pulso de irrigacion pudo ser luego directamente evaporada desde
el suelo o desde el canopeo sin llegar a ser capturada por la vegetacién. Por otra parte, y
a diferencia de lo observado en estudios previos (Austin et al. 2004; Gonzalez-Polo &
Austin 2009), los parches con vegetacion presentaron menor humedad del suelo que los
parches de suelo desnudo. Este resultado es consistente con la mayor pérdida de agua
del ecosistema por transpiracion que por evaporacion directa del suelo en el sitio de
estudio (Pereyra et al. 2017).

La fertilizacion con urea y fosfato diamonico generalmente conducen a la
acidificacion del suelo (Fang et al. 2012; Hogberg et al. 2006; Vourlitis, Pasquini, &
Mustard 2009) tal como fue observado en este estudio. La media global de disminucion
del pH por adicion de N es de 0,26 para los ecosistemas terrestres (Tian & Niu 2015),
sin embargo la disminucién del pH observado en el presente estudio fue elevado: 0,9 y
0,8 en F y I+F respectivamente. Este valor es mas consistente con aquel observado en
pastizales del norte de China (0,63), inducido principalmente por la deposicion de N
(Yang et al. 2012). Los ecosistemas varian en su sensibilidad a la acidificacion y esto es
dependiente del pH inicial, siendo mayor la disminucion cuanto mas basico es el pH
inicial (Tian & Niu 2015). Los suelos de la estepa patagonica tienen un alto contenido
de carbonatos confirmando que son muy sensibles a la acidificacion por adicion de N.
La alta dosis de N aplicada también pudo contribuir a esta significante acidificacion.
Este experimento fue iniciado en 2013, y un analisis global ha demostrado que en
experimentos a méas largo plazo, estos niveles de acidificacion pueden ser revertidos
(Tian & Niu 2015) debido a cambios en la demanda por parte de la vegetacion (Bai et
al. 2010) y a un estimulo en la retencién y reciclado interno de cationes (Perakis et al.
2013).

La mineralizacion e inmovilizacion del N por las comunidades microbianas del
suelo esta regulada en parte por la proporcion C/N del sustrato organico utilizado por
los microorganismos (Austin et al. 2004). Los tratamientos de fertilizacién modificaron
las relaciones C/N y aunque estos cambios no fueron significativos, la relacién C/N se
incremento en un 50% en los parches de suelo desnudo y disminuyo en un 25% en los
parches vegetados. Esto ocurrio aunque el C organico no fue diferente entre los
tratamientos y el N total increment6 con la adicion de nutrientes. Bajas relaciones C/N

como las observadas en los suelos fertilizados pueden disminuir la demanda microbiana
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por Nitrogeno durante la descomposicion tal que la mineralizacion neta de N podria

incrementar.

3.4.2. Efectos de la adicion de agua y nitrégeno sobre la respiracion del suelo

El flujo de CO, desde el suelo a la atmosfera y la densidad de raices fueron
diferenciados segun el tipo de parche tal como se observd en el Capitulo Il de esta tesis
asi como en otros estudios (Carbonell Silletta et al. 2019; Han et al. 2017; Maestre &
Cortina 2003; Martin & Bolstad 2009). Asimismo la adicion de nutrientes tuvo un
efecto positivo sobre la densidad de raices y la respiracion del suelo. Varios estudios en
ecosistemas limitados por agua han encontrado similares resultados dependiendo de la
dosis de fertilizante aplicada (LU & Tian 2007; Wang et al. 2019; Zhu et al. 2016). Sin
embargo otros autores han encontrado una disminucion en la respiracion del suelo
(Ammann et al. 2007; Han et al. 2017; Janssens et al. 2010) o ausencia de efectos (Lee
& Jose 2003; Vose et al. 1997) como consecuencia de la fertilizacion en ecosistemas
aridos. Como resultado de un meta-andlisis, Zhou et al. (2014) encontraron un aumento
de la respiracion del suelo con la adicion de N, siendo mas sensibles los ecosistemas de
pastizales que los boscosos. En el presente estudio, el aumento en la respiracion del
suelo en las parcelas fertilizadas fue asociado a la respiracion autétrofa. Esto radica en
el hecho que la densidad de raices incrementd con la adicion de nutrientes, lo cual se
puede traducir en mayor respiracion para su crecimiento y mantenimiento (respiracion
autotrofa). Por tal motivo, la primera hipotesis, la cual proponia disminucion de la

respiracion autotrofa por efecto de la fertilizacion, fue rechazada.

Por otro lado, la respiracion heterotrofica es dependiente entre otros factores de
la biomasa microbiana, carbono organico del suelo y biomasa de broza (Y oshitake et al.
2007). Aunque en este estudio no se determiné la biomasa bacteriana, la similitud o
tendencia a la disminucion en la densidad de bacterias heterotrofas del suelo en los
tratamientos de fertilizacion con respecto al control sugeriria que no hubo cambios en la
biomasa de estas bacterias o0 que incluso podria haber disminucion en la biomasa.
Reducciones en la biomasa microbiana por efecto de fertilizacion con N han sido
reportados previamente (Fisk & Fahey 2001; Lee & Jose 2003). Junto con la ausencia
de cambios significativos en el carbono organico del suelo, los resultados sugieren una

vez mas que la respiracion heterotrofica no ha contribuido al aumento de la pérdida de
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C desde el suelo en los tratamientos F y I1+F, siendo la respiracion autdtrofa la principal

responsable de las diferencias en la emision de CO,.

Aunque el agua es un factor limitante en los ecosistemas aridos, y el momento y
la magnitud de los pulsos de precipitacion son los principales desencadenantes de la
actividad bioldgica (Collins et al. 2008; Huxman et al. 2004b), en este estudio los flujos
de CO; no se modificaron en el tratamiento de irrigacion (1), ni aun en los meses donde
efectivamente la humedad del suelo superficial fue mayor en este tratamiento respecto
al control. Sin embargo, inmediatamente luego de un pulso de lluvia de solo 3 mm la
respiracion del suelo incrementd significativamente en los parches vegetados (Carbonell
Silletta et al. 2019; Capitulo I1). Las determinaciones de respiracion de suelo en este
estudio fueron realizadas luego de que los niveles de contenido de agua en el suelo
regresaron a los niveles basales después de unos dias de aplicados los pulsos de
irrigacion. De este modo se podria estar subestimando los flujos de CO, desde el suelo a
la atmosfera tanto en el tratamiento de irrigacion como en el combinado (I1+F) si no se
consideran los pulsos de CO, luego de los pequefios eventos de precipitacion. Debido a
que no hubo cambios en la densidad de raices ni en la respiracién del suelo por efecto
de la irrigacion, se rechazd la primera hipotesis, que proponia una disminucion de la
respiracion del suelo por menor asignacion de fotoasimilados a la porcién subterranea.
En otros estudios en ecosistemas aridos, la adicion de agua incrementd la respiracion del
suelo (Chen et al. 2013; Lai et al. 2013; Zhang et al. 2017) y potenci6 la estimulacion de
las emisiones de CO, por fertilizacion con Nitrégeno (Wang et al. 2019). Esto Gltimo es
consistente con los resultados de este estudio donde la adicion conjunta de agua y
Nitrogeno estimuld significativamente la respiracion del suelo en algunos meses de

invierno y primavera respecto al control y al tratamiento F.

La temperatura del suelo suele ser el principal factor determinante de la
respiracion del suelo (Carlyle & Than 1988; Fang & Moncrieff 2001; Xu & Shang
2016), aunque en ecosistemas semiaridos el contenido de agua edafica se vuelve el
impulsor principal del flujo de CO, (Jia, Zhou, & Yuan 2007; Rey et al. 2016). Como
Davidson, Belk, & Boone (1998) sugieren, es dificil y quizas imposible distinguir el
efecto de la temperatura y de la humedad del suelo por separado. En el presente trabajo
se pudo determinar el efecto conjunto de ambos factores (temperatura y humedad del

suelo) sobre la respiracion del suelo. Valores muy bajos de temperatura y humedad del
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suelo restringen la respiracion del suelo en general independientemente del tratamiento
(Chang et al. 2014).

3.4.3. Dinamica del nitrogeno del suelo

En comparacion con otros ecosistemas, los suelos de la estepa patagénica tienen
un mayor porcentaje de su N mineral en forma de nitrato (NO3’) que otros ecosistemas
(Austin & Sala 2002), y las plantas de las especies dominantes particularmente los
arbustos absorben preferentemente NO3™ de los horizontes mas profundos del suelo
(Gherardi, Sala, & Yahdjian 2013; Sala et al. 2012). En el presente estudio el contenido
de N en forma de amonio y de nitrato aumenté en las parcelas fertilizadas e 1+F, por lo
cual las plantas se verian favorecidas en estos tratamientos. ElI amonio y el nitrato del
suelo suelen tener variabilidad estacional en la estepa patagonica dado el uso diferencial
que las plantas y/o los microorganismos del suelo hacen de ellos, ademéas de cambios en
las condiciones climéticas y en las tasas de descomposicion de la materia orgénica
(Austin & Sala 2002; Yahdjian, Sala, & Austin 2006). Sin embargo, los resultados
reportados por Yahdjian, Sala, & Austin (2006) para la estepa patagonica difieren de
los encontrados en este trabajo, ya que en tal publicacion informaron que el nitrato fue
mayor durante la estacion seca mientras que el amonio lo fue durante la estacion
himeda. En este estudio se encontrd que el amonio disminuyd en mayo, aunque solo en
el suelo desnudo, y el nitrato disminuyd en mayo en tratamientos fertilizados e I+F. En
otros estudios, el NH, y el NO3 aumentaron inmediatamente después de la fertilizacion,
pero disminuyeron al comienzo de la temporada de lluvias (Kozovits et al. 2007), o el
nitrato del suelo disminuyd en un experimento de riego y fertilizacion y los autores lo
relacionaron con la lixiviacién (Choi et al. 2005). Yahdjian & Sala (2010) observaron
un aumento de la lixiviacion del nitrato en suelos de la estepa patagonica luego de

pulsos grandes de precipitacion.

La incorporacion de agua no modifico significativamente las tasas de
mineralizacion del N, concordando con un estudio realizado en otro ecosistema arido
(Reichmann, Sala, & Peters 2013) pero en contraposicion a los resultados observados
por Yahdjian & Sala (2010) en la estepa patagdnica, rechazando de este modo la
segunda hipotesis planteada. En este Gltimo estudio, la tasa de mineralizacion fue

determinada solo 5 dias después de manipular el contenido de agua en el suelo con lo
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cual ese aumento podria representar solo pulsos de disponibilidad de N. Pulsos de
mineralizacion de N con pulsos de agua han sido reportados en varios estudios (Epstein
et al. 2006). Previamente Yahdjian, Sala, & Austin (2006) y en consistencia con los
resultados del presente estudio, encontraron que la mineralizacion neta no cambia a lo
largo de un gradiente experimental de precipitacion. Esta variabilidad en los efectos de
la adicion de agua sobre la mineralizacién puede también estar relacionada a la gran
heterogeneidad espacial en recursos que caracteriza a los ecosistemas aridos, més alla
de las diferencias entre parches de suelo desnudo y vegetados, y que tiene un rol clave
en modular la respuesta del ecosistema a la disponibilidad de agua (Austin 2011;
Reichmann, Sala, & Peters 2013).

Por el contrario, los tratamientos con fertilizacion indujeron una importante
inmovilizacion del Nitrégeno en la mayoria de las estaciones, excepto la nitrificacion
durante el otofio, rechazando la segunda hipdtesis de este estudio que planteaba un
aumento de la mineralizacion por efecto del aumento en la disponibilidad de nutrientes.
Esto podria deberse al hecho de que mas N en el suelo reduce la biomasa microbiana
(Butterbach-Bahl & Gundersen 2011). A pesar de que Sinsabaugh et al. (2015) y Hu et
al. (2009) informaron un efecto positivo del aumento de N en la biomasa y la actividad
microbiana, un exceso de fertilizante podria inhibir la actividad microbiana, tal como se
observo en las relaciones negativas entre el contenido de N inorgéanico y las tasas de
mineralizacion. En un estudio en una estepa arbustivo-graminosa, Kowaljow &
Mazzarino (2007) no encontraron cambios en la mineralizacion potencial del N con
fertilizacion inorgénica, y lo relacionaron con una limitacion de C para los
microorganismos en el tratamiento de fertilizacion, que afect6 la actividad microbiana
mas que el tamafio de la poblacion. Otros estudios también han indicado que la adicién
de Nitrégeno sola o con agua tiene escaso o nulo efecto sobre las respuestas
microbianas en ecosistemas aridos e incrementa cuando es combinado con el agregado
de carbono labil (Austin & Vivanco 2006).

3.5. CONCLUSIONES

El flujo de CO, del suelo en la estepa patagdnica tuvo un patrén estacional marcado, y
un efecto tanto del tipo de parche como de los tratamientos. Sus principales factores de

control fueron la temperatura y humedad del suelo y la densidad de las raices. Si bien el
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tratamiento de riego no produjo ningdn cambio en la liberacién de CO, del suelo, la
adicion de Nitrogeno estimuld la pérdida de carbono del suelo durante la primavera,
siendo mas importante este efecto cuando se combind con el agregado de agua. Los
tratamientos de fertilizacion también produjeron cambios en el N inorganico del suelo y
afectaron las tasas de mineralizacion del N. Aungue el contenido de N inorganico en el
suelo en la forma de amonio y nitrato aumentd con la fertilizacion, estos estarian
basicamente inmovilizados por los microorganismos, lo cual puede constituir un
mecanismo de conservacion del N en forma labil. Por su parte, el tratamiento de
irrigacion no indujo cambios en el contenido de N en forma de amonio y nitrato ni en
las tasas de mineralizacién. Las bajas tasas de mineralizacién encontradas incluso en el
control sugieren que los procesos de mineralizacion del suelo en la estepa patagonica
podrian estan restringidos a cortos periodos en los cuales ocurren los pulsos de lluvia.
En conclusién, mientras que el aumento en la disponibilidad de agua no afectaria a largo
plazo la pérdida de carbono del suelo ni la mineralizacién, la adicion de N sola o con
agua afectaria ambos procesos. Debido al hecho de que la adicién de N limito la
mineralizacion y por ende la actividad microbiana y que esto no se reflej6 en una
disminucion de la respiracion del suelo, se puede considerar que la mayor contribucién

para la pérdida de carbono proviene de la respiracion de las raices.
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Capitulo IV

Efectos del aumento experimental de las precipitaciones y de
la adicion de N sobre las relaciones hidricas y la arquitectura

hidraulica de arbustos y pastos

4.1. INTRODUCCION

Las propiedades hidraulicas, es decir, las caracteristicas de los sistemas de
conduccion de agua de las plantas, asi como otros parametros hidricos tales como el
potencial hidrico, son los principales determinantes del balance hidrico de las plantas
(Tyree & Ewers 1991; Zimmermann 1978) y son importantes para determinar como las
plantas responden a los cambios en la disponibilidad de agua (Brodribb & Feild 2000;
Scholz et al. 2012; Sperry & Tyree 1990; White, Beadle, & Worledge 1996). La
capacidad de transportar agua a través de la planta tiene gran importancia ya que afecta
el intercambio de gases, la fotosintesis y la productividad (Brodribb & Feild 2010;
Bucci et al. 2019; Sperry 2000). Dos propiedades funcionales importantes del sistema
de conduccion de agua de las plantas son la eficiencia hidraulica, o la capacidad de
transportar agua en fase liquida, y la seguridad hidraulica, que permite al Xilema
mantener su funcidn bajo estrés mecanico y bioldgico (Tyree & Zimmermann 2002).
Un modo de evaluar la vulnerabilidad hidraulica es a través del Pso, que es el potencial
hidrico que induce un 50% de pérdida de la capacidad de transporte de agua (Brodribb
& Holbrook 2003), y mediante la determinacion de margenes de seguridad hidraulica
(Meinzer et al. 2009). Bajo condiciones de sequia las plantas desarrollan vasos del
xilema de menor didmetro por lo que son capaces de tolerar mayores tensiones sin
colapsar, pero con el costo de una menor eficiencia hidraulica (Durante, Maseda, &
Fernandez 2011). Es decir, existe un compromiso o “trade-off” entre eficiencia y
seguridad hidraulica, que ha sido reportado para especies de diversos ecosistemas
(Bucci et al. 2006, 2012, 2019; Domec & Gartner 2003; Hacke et al. 2006; Jacobsen et
al. 2007; Meinzer et al. 2010; Wheeler et al. 2005), mientras que para otras especies,
este trade-off no ha sido observado (Bucci et al. 2013; Chen et al. 2009; Gleason,
Butler, & Waryszak 2013; Sack & Holbrook 2006). Por el contrario, un aumento en la
disponibilidad de agua podria llevar a las plantas a desarrollar vasos del xilema de

mayor didmetro, mas vulnerables a la cavitacion bajo estrés pero con mayor capacidad
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de conducir agua. Ciertos rasgos estructurales como el diametro y la longitud de los
vasos, su densidad y el grado de interconexion son usados para evaluar eficiencia y
seguridad hidraulica (Tyree & Zimmermann 2002). Estos rasgos pueden ser
caracterizados indirectamente a través de la densidad de la madera (Hacke et al. 2001).
Una mayor resistencia a la cavitacion del xilema a nivel del tallo se ha relacionado con

una densidad de madera alta (Hoffmann et al. 2011; Meinzer et al. 2009).

No solo la disponibilidad de agua puede afectar las propiedades hidraulicas v el
estado hidrico de las plantas (Bucci et al. 2006). Los cambios en la disponibilidad de
nutrientes afectan los patrones de asignacion de C y con ello las relaciones hidricas. Por
ejemplo, si el area foliar total de una planta se incrementa por efecto de un aumento en
la disponibilidad de nutrientes (Clearwater & Meinzer 2001), la eficiencia con la cual el
sistema de transporte de agua de los tallos le brinda agua a las hojas disminuye, si no
cambia la permeabilidad del tejido de conduccién. Asimismo si hay menor asignacion
de recursos a la biomasa de raices respecto a la biomasa area puede haber un desbalance
entre la demanda y el suministro de agua (Bucci et al. 2006). Las plantas podrian
disminuir su potencial hidrico, experimentar mayor riesgo de formacion de embolismos,
cierre estomatico e inhibicion de la fotosintesis, y en consecuencia, menor crecimiento e
incluso mortalidad. Por ejemplo, se han encontrado efectos negativos de la fertilizacién
con N sobre la turgencia celular (Bucci et al. 2006; Tan & Hogan 1995; Villagra et al.
2013). También se ha encontrado que las plantas pueden exhibir mayores déficit
hidricos cuando tienen mayor disponibilidad de N (Bucci et al. 2006; Morgan 1986;
Pivovaroff et al. 2016; Shangguan, Shao, & Dyckmans 2000). Por otra parte, en algunas
especies una mayor disponibilidad de N incrementa el contenido relativo de agua en sus
tejidos bajo déficit hidrico, a través de ajuste osmotico (DaMatta et al. 2002b; Garcia,
Fuentes, & Gallego 1996).

La estepa patagonica es un desierto frio donde las especies estan expuestas a
relativamente baja disponibilidad de agua y nutrientes en el suelo y a déficit hidricos de
la atmosfera altos durante la estacion seca (Bucci et al. 2009; Paruelo & Sala 1995;
Pereyra et al. 2017). Las especies de la estepa patagonica exhiben diferentes ajustes
morfologicos y fisioldgicos frente a la sequia estacional (Scholz et al. 2012). Ellos
incluyen reduccion en el area foliar, cierre estomatico, ajustes osmoticos y ajustes
elasticos. Ademas estas especies, aun aquellas con raices mas profundas, pueden

aprovechar los pulsos de lluvia erraticos y pequefios durante la estacion seca a través de
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la absorcidn foliar (Cavallaro et al. en revision), y a través de sus raices superficiales en
el caso de especies con sistemas radicales dimorficos. El uso de agua proveniente de los
pulsos de lluvia a través de la absorcion radical depende de varios factores, como la
profundidad del sistema radical, la funcionalidad de las raices, la fenologia y el grado de
xerofitismo (Fernandez 2007; Golluscio, Sigal Escalada, & Pérez 2009), asi como de la
intensidad del evento y de las propiedades fisicas del suelo, entre otros (Ferndndez
2007; Fravolini et al. 2005; Sala & Lauenroth 1982). Se ha observado que los pastos de
la estepa patagdnica responden positivamente a la adicion de grandes pulsos de lluvia
(30 mm), reflejandose en un aumento de su potencial hidrico (Golluscio, Sala, &
Lauenroth 1998; Golluscio, Sigal Escalada, & Pérez 2009). También se ha postulado
que el uso de un pulso de agua durante el verano depende de la necesidad de la planta de
capturar N del suelo (Kowaljow & Fernandez 2011). La mayor profundidad de los
sistemas radicales de los arbustos, que les permite tener acceso a fuentes de agua mas
estables (Bucci et al. 2009; Pereyra et al. 2017; Schulze et al. 1996), les impediria
responder a pulsos de agua que humedecen solo las capas mas superficiales del suelo
(Golluscio, Sala, & Lauenroth 1998), excepto que tengan sistemas radicales dimorficos.
Los arbustos con raices profundas tienden a mantener sus potenciales hidricos mas
constantes a través de veranos secos y de veranos himedos (es decir, se comportan
como especies iso-hidricas), mientras que los pastos y los arbustos con raices mas
superficiales tienden a ser aniso-hidricas, con mayores fluctuaciones en sus potenciales

hidricos de acuerdo a la disponibilidad de agua (Bucci et al. 2009).

Los ecosistemas aridos y semiaridos son los mas sensibles a los cambios
globales y sus respuestas en relacion a aspectos hidroldgicos, biolégicos y
biogeoquimicos son dificiles de predecir (Lioubimtseva & Cole 2006). Los estudios de
manipulacion de recursos a largo plazo y a campo permiten evaluar el grado de
sensibilidad de las especies para responder a cambios en la disponibilidad de los
mismos. Las respuestas de la vegetacion de ecosistemas aridos a incrementos
simultaneos de agua y N por largo tiempo han sido evaluados en diversos estudios, sin
embargo estas investigaciones han focalizado sobre caracteristicas morfoldgicas (Fan et
al. 2013; Ladwig et al. 2012), prestando menor atencion sobre aspectos fisioldgicos y
fueron realizados por un corto periodo de tiempo. Los cambios en la arquitectura
hidraulica en respuesta al cambio ambiental son potencialmente importantes dado que

las respuestas, particularmente de las especies perennes de larga vida, dependen de si
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sus caracteristicas hidraulicas son plasticas para ajustarse a las nuevas condiciones. La
determinacion experimental de estos aspectos, aunque presenta limitaciones, puede
contribuir significativamente a la estimacion mas eficiente de las respuestas de la
vegetacion a los cambios globales, dado que actualmente los modelos aplicados
consideran a las caracteristicas hidraulicas como fijas (McDowell & Allen 2015;
McMahon et al. 2011). Aunque en la estepa patagdnica existe variabilidad inter-
especifica en la arquitectura hidraulica y parametros hidricos (Bucci et al. 2009, 2011;
Scholz et al. 2012) asi como diferencias intra-especificas entre sitios (logna et al. 2011,
2013) se carece de evidencia en relacion a la existencia de ajustes de la arquitectura
hidraulica en respuesta a cambios en las precipitaciones e incrementos en la
disponibilidad de N. En este estudio el objetivo principal fue determinar si el aumento
de las precipitaciones y de la disponibilidad de N en el suelo promueve la aclimatacion
a través de plasticidad fenotipica de caracteristicas hidraulicas y de parametros hidricos
en especies de pastos y de arbustos que exploran diferentes fuentes de agua en el suelo.
La hipotesis planteada fue que la eficiencia hidraulica aumenta y el estado hidrico
mejora en las plantas bajo los tratamientos de irrigacion y de fertilizacién. La mayor
tasa de crecimiento asociada produciria conductos de transporte de agua en el xilema
con mayor diametro (Hacke et al. 2010) y asi con mayor conductividad hidraulica. Por
otro lado, la mayor disponibilidad de agua en el suelo evitaria o reduciria la
acumulacién de embolismos. Junto con la mayor eficiencia hidraulica, la mayor
biomasa foliar y la conductancia estomatica tipicamente asociadas con la fertilizacion e
irrigacion incrementaria las pérdidas de agua por transpiracion (Bucci et al. 2006). Para
responder al objetivo y evaluar la hip6tesis planteada se realizé un experimento a campo
de fertilizacion y/o irrigacion (descripto en el Capitulo I). Los parametros hidricos y la
transpiracion fueron determinados en dos especies de gramineas (Poa ligularis y
Pappostipa speciosa) y en cuatro especies de arbustos (Adesmia volckmannii, Azorella
prolifera, Berberis microphylla y Senecio filaginoides) (Tabla 1.2, Capitulo I). Ademas,
en las especies arbustivas se determind la densidad de la madera, la conductancia
hidraulica foliar, la conductividad hidraulica de tallos y los margenes de seguridad

hidraulicos.

80



4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Potencial hidrico foliar y relaciones presion-volumen

Los potenciales hidricos de la hoja (‘¥f), de madrugada (méximo) y de mediodia
(minimo), fueron medidos con una camara de presion (PMS; Corvallis, Oregdn) durante
noviembre de 2017 (primavera) y fines de enero de 2018 (verano). Se colectaron nueve
ramitas terminales correspondientes al crecimiento del afio, de tres individuos por
especie de diferentes parcelas por tratamiento, durante la madrugada y al mediodia,
teniendo en cuenta que las ramas se encontraran en el canopeo medio externo, expuestas

al sol.

Se construyeron curvas de presion-volumen (P-V) para tres a siete ramitas
terminales con hojas, correspondientes al crecimiento del afio, de diferentes individuos
por especie y tratamiento utilizando la técnica bench drying (Tyree y Hammel 1972).
Las muestras se colectaron en noviembre de 2018, durante la mafana. No se pudieron
realizar curvas P-V para las dos especies de gramineas (P. ligularis y P. speciosa)
debido a que el tejido se dafiaba rapidamente, imposibilitando llegar a valores bajos de
potencial hidrico. Las ramitas fueron cortadas en el campo, recortadas inmediatamente
bajo agua y cubiertas con bolsas plasticas negras para evitar la deshidratacion. Las
muestras fueron rehidratadas solo por dos horas en agua destilada y deionizada para
evitar la rapida disminucién en el potencial hidrico a medida que el contenido de agua
disminuye exhibiendo el “efecto plateau” (Bucci et al. 2009). Después de cada
determinacion de la presién de equilibrio con la camara de presién, las ramitas fueron
pesadas inmediatamente con precision de 0,001g y se dejaron transpirar libremente
hasta la siguiente medicién a los pocos minutos. Después de que se completaron todas
las mediciones de equilibrio presion-peso, las ramitas fueron secadas en estufa a 70°C
hasta masa constante (72 h) y fueron pesadas. A partir de las determinaciones de
presion, masa fresca, masa saturada y masa seca para cada ramita se obtuvieron los
siguientes parametros: potencial osmético a maxima turgencia, punto de pérdida de la
turgencia, contenido relativo de agua (CRA) en el punto de pérdida de turgencia,
fraccion de agua simplastica, modulo de elasticidad maxima, contenido simpléstico de
solutos y capacitancia foliar. El contenido simplastico de solutos por unidad de masa
seca se determiné de la siguiente manera: la masa seca del tejido se sustrajo de la masa

fresca del tejido para obtener el contenido de agua del tejido, que luego se multiplicd

81



por la fraccion de agua simplastica para obtener el volumen de agua simplastica. El

potencial osmético a saturacion (™

) fue convertido en osmolalidad multiplicandolo
por 410 miliosmol MPa™. La osmolalidad fue multiplicada luego por el volumen de

agua simplastica y dividida por la masa seca de la muestra (Tyree et al. 1978).

El modulo de elasticidad de las paredes celulares (g) es definido como el cambio
en la presion de turgencia (AP) en funcion del cambio en el contenido relativo de agua
(ACRA) multiplicado por la fraccion de agua simplastica (FS) (Evans, Black, & Link
1990):

£ = (AP / ACRA) x FS

Se determind la capacitancia foliar a partir de la pendiente de la relacion entre el
contenido relativo de agua y el potencial hidrico. El céalculo de la conductancia
hidraulica foliar (ver méas abajo) requiere que la capacitancia foliar sea expresada en
términos absolutos normalizada por el area foliar (Brodribb & Holbrook 2003). Por ello
la capacitancia calculada a partir de la curvas P-V fue multiplicada por la masa saturada
de agua en la muestra y luego dividida por el area foliar. En la practica, las proporciones
peso seco de la hoja:area foliar y masa saturada de agua:peso seco de la hoja fueron
determinados previamente para cada especie y tratamiento y usada luego para calcular

la capacitancia absoluta normalizada por area foliar:
Croliar = 0CRA/3Ys X (PS/Af) X (AA/PS)/M

donde PS es el peso seco de la hoja (g), As es el area foliar (m?), AA es la masa de agua
foliar al 100% de CRA (g), y M es la masa molar de agua (g mol™).

4.2.2. Conductancia hidraulica foliar y margenes de seguridad

La conductancia hidraulica foliar (Ksiar) fue determinada utilizando el método
de rehidratacién programada descrito por Brodribb & Holbrook (2003), que involucrd el
uso de la siguiente ecuacion basada en una analogia entre la rehidratacion de una hoja y

la recarga de un capacitor:
Ktoliar = Crotiar X IN(Wro/ W) / t

donde Csiar €5 la capacitancia de la hoja (estimada a partir de las curvas de presion-

volumen), Ws es el potencial hidrico foliar antes de la rehidratacion parcial, W es el
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potencial hidrico foliar despues de la rehidratacion parcial y t es la duracion de la
rehidratacion. Una rama con muchas ramificaciones pequefias de cuatro plantas por
especie y tratamiento fueron cortadas al amanecer, transportadas al laboratorio y
recortadas bajo agua. Algunos tallitos se dejaron secar en el laboratorio libremente
durante periodos de tiempo variables, luego se colocaron en bolsas de plastico que se
sellaron y se mantuvieron en la oscuridad durante al menos 1 h para equilibrarse. Otras
ramas fueron rehidratadas de manera tal de obtener un rango adecuado de potenciales
hidricos para construir las curvas de vulnerabilidad. Las mediciones de potencial hidrico
foliar se realizaron en pequefios tallitos terminales con hojas, correspondientes al
crecimiento del afio y expuestos al sol, para los valores iniciales (Ws) Yy para los valores
finales después de un periodo de rehidratacion de t segundos (Ws). Para W se utilizaron
ramitas con las que se determinaron los valores iniciales. A partir de los valores de

Kroliar S€ determinaron los porcentajes de pérdida de conductancia foliar (PLC), como:
PLC = (Kmax = K) / Kmax* 100

donde Kmax €S la Kgiiar maxima calculada. Se elaboraron curvas de vulnerabilidad
hidraulica como el PLC en funcion del Wy para cada tratamiento y especie, y se
determinaron el Psq y el Pgg, cuyos valores representan el Wriqr al cual se pierde el 50%

y el 88% de la conductancia hidraulica foliar, respectivamente.

Para describir el grado de conservacion de la integridad del sistema de transporte
de agua a través de las especies y tratamientos, se usé un margen de seguridad, definido
como la diferencia entre el potencial hidrico foliar minimo (mediodia) durante la
estacion de crecimiento y aquel en el cual se pierde el 50% de la conductancia
hidraulica foliar (Psp). Para este calculo se usaron los promedios de las variables. Este
margen de seguridad puede ser positivo 0 negativo, dependiendo si el potencial hidrico

foliar esta por encima o por debajo del Psy 0 del Pgg (Bucci et al. 2019).

4.2.3. Densidad de la madera y contenido de agua

En agosto de 2017 y de 2018, se colectaron tallos terminales de las cuatro
especies arbustivas en los cuatro tratamientos (C, F, | e 1+F). La densidad de la madera
fue determinada con el método de desplazamiento del agua, tal como se explica en

Bucci et al. (2012) en 15 segmentos de tallos de aproximadamente 3 cm de largo, a los
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cuales se les retird la corteza. Se estimo el volumen (V) de cada muestra sumergiéndola
en un contenedor con agua destilada sobre una balanza digital de 0,001 g de precision.
La muestra fue mantenida sumergida durante la medicién del volumen hasta la
saturacion con la ayuda de una aguja muy delgada, y con cuidado de no tocar las
paredes del contenedor. Luego, las muestras se dejaron sumergidas en agua destilada
durante la noche, y se pesaron al dia siguiente después de secarlas ligeramente para
obtener peso saturado (PSat). Por ultimo, las muestras se secaron en estufa a 60°C
durante 72 h, y se pesaron para obtener peso seco (PS). La densidad de la madera se
calcul6 obteniendo la masa a partir del PS y dividiendo luego por el V. El contenido
saturado de agua se determind dividiendo el PSat menos el PS por el V, y multiplicando
por 100 para expresarlo en % g™ PS.

4.2.4. Conductividad hidraulica de tallos

La conductividad hidraulica de los tallos se midid en tres tallos largos por
especie y tratamiento colectados a la mafiana y al mediodia a fines de noviembre de
2017 (primavera) y a fines de enero de 2018 (verano), recortados bajo el agua para
evitar embolismos y transportados al laboratorio con ambos extremos sumergidos en
agua destilada. Los segmentos de tallos usados fueron mas largos (de 5 a 20 cm de
longitud, dependiendo de las especies) que los vasos de xilema de mayor longitud
determinados por Bucci et al. (2009) para estas especies. El extremo proximal de cada
segmento de tallo se conect6 a un sistema de conductividad hidraulica (Tyree & Sperry
1989) utilizando un cabezal hidraulico de 50 cm de altura y un fluido perfusionante de
agua deionizada y desgasificada. Se conecté una micropipeta graduada (0,001 ml) al
extremo abierto y, cuando el flujo de agua fue constante, se registro el tiempo requerido
para que el menisco cruzara 1 marca de la graduacion de la pipeta (0,001 ml) (Figura
4.1). Se registraron 5 tiempos consecutivos en cada tallo, que fueron promediados para
obtener un valor medio por tallo. La conductividad hidraulica (kg m s* MPa™) se

calcul6 como:
Kn=1J/ (AP | AX)

donde J es la tasa de flujo a través del segmento de tallo (kg s*) y AP / AX es el
gradiente de presion a través del segmento (MPa m™). La conductividad hidraulica

especifica (Ks, kg m™ s* MPa™) se obtuvo como la relacién entre Ky, y el area de la

84



seccion transversal del xilema activo, y la conductividad hidraulica foliar especifica
(K., kg m? s MPa?) se obtuvo como la relacién entre Ky, y el area superficial foliar
(Ap) distal a la seccion de tallo. El &rea de xilema activo (As) para el transporte de agua
fue determinado en la mitad de los segmentos de tallo introduciendo colorante desde
uno de los extremos cortados y procediendo luego a realizar un corte transversal para
obtener una muestra que fue analizada bajo lupa binocular. Se determind el valor Huber,
que es definido como el rea de la seccién transversal del xilema activo (en m?) dividido
por el &rea foliar distal del tallo (en m?) (Tyree & Ewers 1991). El valor Huber mide la

inversion de tejido de un tallo en relacion al area foliar distal.

Figura 4.1. Sistema para medir conductividad hidraulica de tallos.

4.2.5. Transpiracion

La transpiracién de arbustos y pastos se estimo utilizando una open top chamber
(OTC) (Figura 4.2), descrita por Scholz et al. (2010). La camara tiene forma conica en
su parte superior montada sobre una base cilindrica de 0,80 m de diametro y esta
construida con wuna estructura metalica cubierta herméticamente con plastico
transparente. Cristiano et al. (2016) incluyeron un diagrama con todos los componentes
de la OTC construida en el laboratorio. El cono presenta una abertura superior de 0,2 m
de didmetro. La altura total de la cdmara es 1,66 m, y el volumen total es 0,64 m®. La
camara posee un ventilador en su base a través del cual ingresa aire. Las tasas de flujo

se midieron en la abertura superior con un anemémetro de hélice. Las densidades de
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vapor de agua del aire que entra y sale de la camara se midieron con un higrometro de
punto de rocio (HR 33 T, YES, Yankee Environment System, Ontario, Canada). Las
corrientes de aire entrante y saliente de la cdmara se canalizan hasta el higrometro
mediante tubos Beva-Line a velocidades de flujo de 4 I/min reguladas por un
controlador de flujo. Los datos se registraron cada 1 s con un sistema automatico de
adquisicion de datos (CR10X, Campbell Scientific). La corriente de aire hacia el
higrometro se cambid entre la entrada y la salida a intervalos de 2 minutos. Los flujos
de vapor de agua desde la vegetacion y del suelo sin vegetacion (suelo desnudo)
encerrado por la cémara (0,5 m?) se calcularon utilizando la diferencia entre la densidad
de vapor de agua del aire de entrada y de salida de la cAmara. La evapotranspiracion
(ET=transpiracion [T] + evaporacion [E]) se calculé como:

ET =V (psatida — Pentrada) / A

donde pentrada ¥ Psatida SON las densidades de vapor de agua (g m'3) de las corrientes de
aire salientes y entrantes, respectivamente, V es el caudal volumétrico (m* s™') y A es el
4rea de la cémara basal (m?).

Para minimizar los efectos de los cambios en las condiciones microclimaticas
durante el tiempo de medicion (Denmead et al. 1993), cada medicion duré entre 4 y 6
minutos. La cadmara se coloco en tres sitios de suelo desnudo, sobre tres individuos
aislados de A. prolifera, de A. volckmannii y de S. filaginoides, y sobre tres parches
dominados por las dos gramineas P. ligularis y P. speciosa, en cada tratamiento, para
estimar la evaporacion de la superficie del suelo y la transpiracion de la vegetacion,
respectivamente. No pudo determinarse la transpiracion de B. microphylla debido a que
el gran tamafio de las plantas impedia el uso de la camara. Las series de mediciones
fueron realizadas a lo largo del dia (con intervalos de 3 horas) en cuatro dias
consecutivos durante febrero (verano). Se restd la evaporacion del suelo desnudo de la
ET total en las muestras con vegetacion para obtener la transpiracion de las plantas,
tomando en cuenta el porcentaje de suelo desnudo en cada muestra y el valor de
evaporacion del suelo desnudo. La transpiracion fue expresada en g H,O m? h™. Para
evitar la subestimacion de la evaporacion del suelo dado que la camara bloquea las
condiciones naturales del viento, las mediciones se realizaron durante dias con baja
velocidad del viento (<30 km/h).
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Figura 4.2. Open top chamber utilizada para medir la transpiracion de las plantas.

4.2.6. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software R versién 3.4.4 (R
Development Core Team, 2018). Se utilizaron modelos lineales (MLs) con test-F para
evaluar el efecto de la interaccion entre tratamiento y especie (variables explicativas)
sobre la densidad de la madera y el contenido saturado de agua de los tallos (variables
dependientes). Se usaron modelos lineales mixtos (MLMs) con test-F para evaluar el
efecto de la interaccidn entre tratamiento, momento del dia (madrugada y mediodia) y
estacion del afio (primavera y verano) (variables explicativas) sobre el potencial hidrico
foliar para cada especie (variable dependiente), con la planta como efecto aleatorio. Se
utilizaron modelos lineales (MLs) con test-F para evaluar el efecto de la interaccion
entre tratamiento y especie (variables explicativas) sobre los parametros estimados a
partir de las curvas presién-volumen: punto de pérdida de turgencia, potencial osmatico
a turgencia, contenido simplastico de solutos, contenido relativo de agua en el punto de
pérdida de turgencia, modulo de elasticidad y capacitancia foliar (variables
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dependientes). Se utilizo la funcion “fitplcs” del paquete de R “fitplc” version 1.2-3
(Duursma & Choat 2017) para generar las curvas de vulnerabilidad (PLC en funcion de
potencial hidrico), ajustando funciones Weibull modificadas por Ogle et al. (2009), para
cada tratamiento y especie. El paquete “fitplc” estima el Py (Pso Yy Pgg), y sus intervalos
de confianza (IC) con el método bootstrap. Se utilizaron los IC para establecer
diferencias entre los tratamientos para cada especie. Cuando los IC del 95% no se
superpusieron entre algun tratamiento y el control, se concluyé que el Py fue
significativamente diferente entre ambos (p <0,05). Se usaron MLs con test-F para
evaluar el efecto de la interaccion entre tratamiento, momento del dia (mafiana y
mediodia) y estacién del afio (primavera y verano) (variables explicativas) sobre la
conductividad hidraulica foliar especifica para cada especie (variable dependiente). Para
el valor Huber, se us6 un modelo lineal ajustado de minimos cuadrados (GLS) con
tratamiento, especie y estacion del afio como variables explicativas en interaccién, con
estructura de correlacion de simetria compuesta (corCompSymm para momento del
dia). Por ultimo, para evaluar el efecto de la interaccion entre tratamiento, especie y
estacion del afo (variables explicativas) sobre la transpiracion (variable dependiente), se
testearon GLSs, con estructura de correlacion corCompSym ya que cada muestra
consisti6 de dos medidas diarias, pero este factor no fue significativo (prueba REML:
= 0.67, df = 1, p = 0.414, por lo cual se elimin6é del modelo. Los GLSs se llevaron a
cabo utilizando la funcion "gls" del paquete de R "nlme" version 3.1-131.1 (Pinheiro &
Bates 2000). Cuando fue necesario, todos los modelos se ajustaron mediante modelos
de varianza; la seleccion del modelo se baso en el criterio de informacion de Akaike
(AIC) (Burnham & Anderson 2002). La simplificacion de los efectos fijos de todos los
modelos para alcanzar el modelo minimo adecuado se llevo a cabo mediante una prueba
de hipotesis (test-F). El andlisis post-hoc de Tukey se utiliz6 para comparaciones
maultiples en todos los modelos cuando el test-F fue significativo, utilizando la funcion
"glht" del paquete de R "multcomp" version 1.4-8 (Bretz et al. 2010). Cuando se
hicieron comparaciones entre tratamientos, solo se compard cada tratamiento (F, | o
I+F) con respecto al control. Para graficar los resultados del modelo mejor ajustado, se

utilizo el paquete de R “visreg” version 2.5-0 (Breheny & Burchett 2017).

88



4.3. RESULTADOS

4.3.1. El potencial hidrico foliar y relaciones de presion-volumen

En general, el potencial hidrico foliar (W) de mediodia (0 minimo) fue
significativamente menor (méas negativo) (minimo) que el de madrugada (0 maximo) y
menor en verano que en primavera para todas las especies (p <0,001 en todas las
comparaciones) (Figura 4.3 y Tabla 4.1). Las excepciones fueron que el ¥; de mediodia
para A. prolifera no fue significativamente diferente del ‘¥; de madrugada en los
tratamientos F e | durante el verano, asi como en el control y en el tratamiento F durante
el verano para P. ligularis (Figura 4.3). En general, no hubo diferencias significativas de
los tratamientos respecto al control en cada estacion del afio, periodo del dia y especie,
salvo algunas excepciones (Tabla 4.1). En A. prolifera, el ¥+ minimo de primavera fue
mayor (menos negativo) en el tratamiento I+F que en el control (p = 0,0001), pero en
verano fue menor que en el control (p <0,0001). En esta especie el W maximo en
verano fue menor en los tratamientos F (p = 0,003), I (p = 0,0001) e I+F (p <0,0001)
con respecto al control (Figura 4.3). En verano en P. ligularis, el ¥t de madrugada fue
mayor en el tratamiento 1+F que en el control (p = 0,02), y el ¥; minimo fue menor en
los tratamientos | (p = 0,01) e I+F (p = 0,004) con respecto al control (Figura 4.3). En el
resto de las especies no hubo diferencias significativas de los tratamientos respecto al

control en cada estacion del afio y periodo del dia (Tabla 4.1).
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Figura 4.3. Potencial hidrico foliar (¥y) maximo y minimo durante primavera y verano, para
cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (I+F) en

una estepa patagonica. Los simbolos representan la media -IC (n= 3).
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Tabla 4.1. Resultados de los test-F para potencial hidrico foliar para cada especie. Se muestran
el valor estadistico F, los grados de libertad (df) y el valor de probabilidad p, para tratamiento
(T), momento del dia (M) y estacion del afio (E).

Especie Test-F

A. prolifera TXMXE: F(3130= 4,59 p = 0,004

TXMXE: F3s4= 1,54 p = 0,21
TXM: F3s7,= 0,93 p = 0,43
MXE: Fg g0)= 31,5 p <0,0001
TXE: Fige0)= 4,69 p = 0,005

A. volckmannii

TXMXE: F354=0,68 p=0,57
TXM: Fsn=1,4p=0,25
MXE: F1,60= 69,87 p <0,0001
TXE: Fgep=2,95p =0,04

B. microphylla

P. ligularis TXMXE: F375=7,19 p = 0,0003

TXMXE: F376= 0,61 p = 0,607
TXM: Fz79)= 0,31 p = 0,82

P. speciosa TXE: Fzg2=0,30 p =0,82
T:F34=021p=0,88
MXE: F 1,85 = 14,84 p = 0,0002

TXMXE: Fzs3= 0,592 p = 0,62
TXM: Fse= 1,41 p=10,25

S. filaginoides TXE: Fgse=1,21p=0,31
T:F34=030p=0,83
MXE: F1 62 = 68,42 p <0,0001

En cuanto a los parametros obtenidos a partir de las curvas P-V, el potencial
hidrico en el punto de pérdida de turgencia (PPT) fue diferente entre tratamientos y
especies, con interaccion significativa entre ambos (F 4s5) = 2,88, p = 0,009). EI PPT fue
menor en el tratamiento de irrigacion con respecto al control en A. volckmannii (p =
0,014) y fue marginalmente mayor en el tratamiento I+F que en el control en S.
filaginoides (p = 0,054) (Figura 4.4 A). El potencial osmético a saturacién (n'%)
también fue diferente entre tratamientos y especies, con interaccion significativa entre
ambos (F4s = 2,51, p = 0,02). El ' fue marginalmente menor en el tratamiento I+F
que en el control en A. prolifera (p = 0,087) y fue mayor en el tratamiento de
fertilizacion con respecto al control en B. microphylla (p = 0,002) (Figura 4.4 B). El

contenido simplastico de solutos tuvo efecto significativo de la interaccion entre
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tratamientos y especies (F45 = 4,01, p = 0,0008). En B. microphylla, el contenido de
solutos fue menor en el tratamiento de fertilizacion (p = 0,041) y marginalmente mayor
en el tratamiento de irrigacion que en el control (p = 0,065), y en S. filaginoides el
contenido de solutos fue mayor en F (p = 0,029) e I+F (p = 0,039) respecto al control
(Figura 4.4 C). ElI PPT ocurri6 a valores medios de contenido relativo de agua
superiores a 60% en todas las especies, siendo mayores en A. prolifera y B. microphylla
que en A. volckmannii y S. filaginoides (Fzs7 = 18, p < 0,0001 para el efecto de la
especie), sin diferencias significativas entre tratamientos (F@ss) = 1,44, p = 0,242) ni
interaccion significativa entre tratamiento y especie (F45 = 1,87, p = 0,0811) (Figura
4.4 D). El médulo de elasticidad (¢) fue diferente entre tratamientos y especies, con
interaccion marginalmente significativa entre ambos (F 45y = 2,06, p = 0,054). El ¢ fue
menor (paredes mas elasticas) en el tratamiento de fertilizacion que en el control solo en
B. microphylla (p = 0,027) (Figura 4.4 E), sin diferencias entre tratamientos para las
otras especies. La capacitancia foliar (Croiiar) Vario entre 1,4 y 6,7 mol m? MPa™, siendo
diferente entre especies (Fis7y = 36,34, p <0,0001), pero sin diferencias entre
tratamientos (F@ss) = 1,64, p = 0,191) y sin interaccion significativa entre especie y
tratamiento (F 45 = 1,71, p = 0,114). La Csoiiar fue minima en B. microphylla, y maxima

en S. filaginoides (Figura 4.4 F).
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Figura 4.4. (A) Potencial hidrico en el punto de pérdida de turgencia (PPT; MPa), (B) potencial
osmoético a maxima saturacion (7'’; MPa), (C) contenido simpléstico de solutos (mOsmol g™),
(D) contenido relativo de agua en el punto de pérdida de turgencia (%), (E) médulo de
elasticidad foliar (MPa) y (F) capacitancia foliar (mol m? MPa™), para cada especie y
tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (I+F) en

primavera en una estepa patagénica. Los simbolos representan la media +IC (n= 3-7).

El potencial hidrico foliar minimo medido en el campo durante la estacion de
crecimiento (primavera) fue mayor (menos negativo) que el potencial hidrico en el
punto de pérdida de turgencia estimado para hojas colectadas durante la misma estacion

del afio, en todas las especies y tratamientos excepto en A. volckmannii en el tratamiento
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de fertilizacion (Figura 4.5). Berberis microphylla y S. filaginoides fueron las dos

especies que presentaron potenciales hidricos minimos mas alejados del PPT.
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Figura 4.5. Potencial hidrico foliar minimo en primavera (MPa) en funcién del punto de
pérdida de turgencia (MPa) estimado a partir de las curvas P-V realizadas en primavera, para
cada especie y tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion
(1+F) en una estepa patagonica. Los simbolos representan la media IC (n= 3-7). La linea de

trazos indica la relacion 1:1.

4.3.2. Conductancia hidraulica foliar y margenes de seguridad

Las curvas de vulnerabilidad de las hojas, que relacionan el porcentaje de
pérdida de la conductancia hidraulica (PLC) con el potencial hidrico foliar (\P), y el Psg
fueron significativamente diferentes de las correspondientes al control solo en el
tratamiento 1+F en A. prolifera (Figura 4.6 A) y en el tratamiento | en A. volckmannii
(Figura 4.6 B). En estos tratamientos, el Pso fue significativamente menor que en el
control, es decir, el 50% de pérdida de la conductancia hidraulica foliar especifica
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(Koliar) S€ produjo a un potencial hidrico mas negativo que en el control (Figura 4.6 A-
B, Tabla 4.2). En B. microphylla y S. filaginoides no hubo diferencias significativas en

el Psp entre tratamientos (Figura 4.6 C-D, Tabla 4.2).
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Figura 4.6. Porcentaje de pérdida de la conductancia hidraulica foliar (%) en funcién del
potencial hidrico foliar (-MPa) para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1)
e irrigacion-fertilizacion (I1+F) y especie: (A) A. prolifera, (B) A. volckmannii, (C) B.
microphylla y (D) S. filaginoides en una estepa patagonica. Las lineas son las funciones Weibull

ajustadas a los datos. Las lineas verticales indican el valor del Ps, para cada tratamiento.
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Tabla 4.2. P, (-MPa) y sus intervalos de confianza estimados a partir del método Bootstrap
(2,5 y 97,5%), para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-
fertilizacion (1+F) y especie: A. prolifera, A. volckmannii, B. microphylla y S. filaginoides en
una estepa patagonica. Los valores en negrita indican que son significativamente diferentes del

control.

Especie Tratamiento Ps, 2,5% 97,5%

C 1,52 0,85 2,20

A. prolifera F 181 136 2,43

| 1,93 1,20 2,29

I+F 299 244 3,50

C 0,74 0,29 1,42

A. volckmannii F 1,40 1,00 176
| 1,73 1,44 2,05

I+F 1,47 088 2,00

C 1,52 0,92 2,11

B. microphylla 221141 2,92
2,15 0,91 2,91

I+F 1,16 0,82 1,56

C 225 1,79 2,73

S. filaginoides II: 179 1,30 2,19

2,15 1,68 3,21
I+F 1,88 1,50 2,26

El margen de seguridad hidraulico Ws ., - Ps, fue positivo, es decir, el potencial
hidrico de la hoja estuvo por encima (menos negativo) del potencial en el cual se pierde
el 50% de la conductancia hidraulica, solo en el tratamiento I+F en A. prolifera, en el
tratamiento | en A. volckmannii y B. microphylla, y en todos los tratamientos en S.
filaginoides (Tabla 4.3). EI margen de seguridad hidraulico W, - Pgs fue positivo en
todos los tratamientos y especies (Tabla 4.3).
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Tabla 4.3. Potencial hidrico foliar de mediodia promedio durante la primavera (Ws min),
potencial hidrico foliar en que se pierde el 50% de la conductancia hidraulica foliar (Pso),
potencial hidrico foliar en que se pierde el 88% de la conductancia hidréaulica foliar (Pgg) y
margenes de seguridad hidraulico (diferencia entre Ws min Y Pso, Y entre W min Y Pgg), para cada
tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (I1+F) y especie:
A. prolifera, A. volckmannii, B. microphylla y S. filaginoides en una estepa patagénica. Los

valores en negrita indican los margenes de seguridad positivos.

Especie Tratamiento  Wrmn  Pso Wimin-Pso  Pss  Wimin-Pss
C 21 -152 -0,58 -3,85 1,75
F -2,14  -1.81 -0,33 -4,57 2,43
A. prolifera
| -2,01 -1,93 -0,08 -3,88 1,87
I+F -2,08 -2,99 0,91 -5,562 3,44
C -1,57 -0,74 -0,83 -5,563 3,96
F -1,79  -1,40 -0,39 -3,73 1,94
A. volckmannii
| -1,64 -1,73 0,09 -3,562 1,88
I+F -1,52 -1,47 -0,048 -3,90 2,38
C -2,26  -1,52 -0,74 -5,24 2,98
) F -2,31 2,21 -0,1 -6,35 4,04
B. microphylla
| -2,12 -2,15 0,03 -6,05 3,93
I+F -2,07 -1,16 -0,91 -4,50 2,43
C -1,24  -2,25 1,01 -4,18 2,94
o F -1,24  -1,79 0,54 -3,75 2,51
S. filaginoides
| -1,20 -2,15 0,95 -4,05 2,85
I+F -1,20 -1,88 0,68 -3,78 2,58

4.3.3. Densidad y contenido de agua de la madera

La densidad de la madera fue diferente entre los tratamientos y las especies, con
interaccion significativa entre ambas variables (F(g 335 = 2,34, p = 0,014). Fue menor en
el tratamiento I+F con respecto al control en A. prolifera (p = 0,022), mientras que fue
mayor en el tratamiento I+F que en el control en B. microphylla (p = 0,046) y fue
marginalmente mayor en el tratamiento | que en el control en S. filaginoides (p = 0,088)
(Figura 4.7 A). A. prolifera present6 la madera de menor densidad, siendo menor a 0,4 g
cm’®, mientras que A. volckmannii y B. microphylla tuvieron las maderas mas densas de

las cuatro especies, siendo cercanas a 0,8 g cm™ (Figura 4.7 A).
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El contenido saturado de agua de los tallos vario entre tratamientos y especies,
con interaccion significativa entre ambas variables (Fg33s = 2,83, p = 0,003). El
contenido saturado de agua fue menor en los tratamientos de irrigacion (p = 0,011) e
I+F (p = 0,016) con respecto al control en B. microphylla, y fue marginalmente menor
en el tratamiento de irrigacion con respecto al control (p = 0,053) en S. filaginoides
(Figura 4.7 B). El contenido saturado de agua fue méximo en A. prolifera, y minimo en
A. volckmannii y B. microphylla (Figura 4.7 B).
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Figura 4.7. (A) Densidad de la madera (g cm™) y (B) contenido saturado de agua de la madera
(% g*) para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-
fertilizacion (I+F) en cuatro especies arbustivas de una estepa patagonica. Los simbolos

representan la media +1C (h= 15-30).
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4.3.4. Conductividad hidraulica de tallos y valor Huber (A_/As)

La conductividad hidraulica especifica (Ks), una medida de la eficiencia en el
transporte de agua a nivel de tallo, vario entre los tratamientos, las estaciones del afio
(primavera vs. verano) y el momento del dia (mafiana vs. mediodia) de modo diferente
segun la especie (Tabla 4.4). La Ks vari¢ entre 0,026 y 0,554 kg m™ s* MPa™. En A.
prolifera, la Ks fue cercana a 0,1 kg m™ s* MPa™ y no hubo diferencias significativas
entre tratamientos ni entre estaciones ni en el momento del dia (Tabla 4.4, Figura 4.8).
En A. volckmannii Ks fue significativamente mayor al mediodia que a la mafiana (p =
0,008) en ambas estaciones, y ningun tratamiento se diferenci6 del control ni entre las
estaciones (Figura 4.8). La Ks de B. microphylla fue menor en verano que en primavera
(p <0,0001), y en ningun tratamiento fue significativamente diferente del control
(Figura 4.8). En S. filaginoides, la Ks alcanz6 los valores mas altos de las cuatro
especies estudiadas. En esta especie, la Ks fue menor en los tratamientos F (p = 0,003) e
I+F (p <0,001) con respecto al control solo durante la mafiana en verano, y en estos

tratamientos la Ks fue menor en verano que en primavera (p <0,0001) (Figura 4.8).
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Tabla 4.4. Resultados de los test-F de la conductividad hidraulica especifica (Ks) para cada

especie. Se muestran el valor estadistico F, los grados de libertad (df) y el valor de probabilidad

p, para tratamiento (T), momento del dia (M) y estacidn del afio (E).

Especie

Test-F

A. prolifera

0,665p=0,578
0,02 p=0,996
0,16 p=0,69
051p=0,68
0,07p=0,79

M: Fs= 0,18 p = 0,67
T:Fasy=079p=05

TXMXE: Fz.40)=
TXM: Fg43=
MXE: F1.46 =
TXE: Fga7)=
E: Fuso=

A. volckmannii

TXMXE: Fz30) = 0,615 p = 0,611
EXM: Fia5= 0,28 p= 0,6
TXM: Fa3= 1,22 p = 0,316
TXE: Fg30)= 3,5 p = 0,024

M: F39= 7,13 p = 0,011

B. microphylla

TXMXE: F(335 = 0,567 p = 0,64
TXM: F341)= 0,587 p = 0,627
MXE: F(1,44= 0,538 p = 0,467
TXE: F345=1,39p=0,258
T:F4g=1,5p=0,227

M: F@s1y= 0,451 p = 0,505

E: Fusy=17,7 p=0,0001

S. filaginoides

TXMXE: F(s.56 = 2,46 p = 0,08
MXE: F(i1)= 0,649 p = 0,425
TXM: F3.42= 3,46 p = 0,025
TXE: F(a42 = 3,66 p = 0,02
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Figura 4.8. Conductividad hidraulica especifica de tallos (Kg m™ s* MPa™) a la mafiana y
mediodia durante primavera y verano, para cada especie y tratamiento: control (C), fertilizacién
(F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (I+F) en una estepa patagénica. Los simbolos

representan la media +IC (n= 3).

La conductividad hidraulica foliar especifica (K.), una medida de la capacidad
de los tallos de suplir agua a las hojas, varié entre 1 x 10° y 5 x 10* kg m™* s* MPa™,
existiendo algunas diferencias entre los tratamientos, las estaciones del afio y el
momento del dia segln la especie (Tabla 4.5). En A. prolifera, la K_ fue mayor en
verano que en primavera, tanto la de la mafiana (p = 0,002) como la del mediodia (p =
0,003), pero no hubo diferencias entre K. de mafiana y de mediodia en ambas
estaciones (p = 0,77 en primavera y p = 0,58 en verano) (Figura 4.9). En verano, K, de

A. prolifera fue mayor en el tratamiento 1+F con respecto al control (p = 0,047) (Figura
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4.9). En A. volckmannii, la K. fue marginalmente menor en el tratamiento F (p = 0,067)
y significativamente menor en el tratamiento | (p = 0,037) con respecto al control,
independientemente de la estacion y del momento del dia. En esta especie, K_ de
mafiana fue mayor en verano que en primavera (p <0,001). Ademas, la K_ de A.
volckmannii en primavera fue mayor durante el mediodia que a la mafiana (p = 0,017)
pero en verano ocurrio lo opuesto (p = 0,052) (Figura 4.9). La K. de B. microphylla fue
marginalmente menor en el tratamiento I+F que en el control (p = 0,053), menor
durante el mediodia que a la mafana (p = 0,009) y menor en verano que en primavera (p
=0,032) (Figura 4.9). En S. filaginoides solo hubo efecto marginal del tratamiento, pero
ningun tratamiento se diferencio del control, aunque la K. tendié a ser menor en el

tratamiento F con respecto al control (p = 0,17) (Figura 4.9).

Tabla 4.5. Resultados de los test-F de la conductividad hidraulica foliar especifica (K.) para
cada especie. Se muestran el valor estadistico F, los grados de libertad (df) y el valor de
probabilidad p, para tratamiento (T), momento del dia (M) y estacién del afio (E).

Especie Test-F

TXMXE: F3.40)= 0,125 p = 0,945
TXM: F(343= 0,042 p = 0,988
MXE: F1.45 = 5,08 p = 0,029
TXE: F(3 46) = =3,69p=0,018

TXMXE: F(3 32) = =0,588 p = 0,627
TXM: F(3 35) = =136p=0,272

A. volckmannii TXE: F338=1,6 p=0,205
MXE: Fg ey = 14,3 p = 0,0005
T: Fg.an = 3,33 p = 0,029

TXMXE: F(3 38) = =0,388 p=0,762

TXM: F(3.41y=0,294 p = 0,83

TXE: F(3.44y= 0,446 p = 0,722

B. microphylla MXE: Fga7=1,95p =0,17

E: F(148)= 4,62 p= 0,037

T: F(34g) 2,78 p= 0,05

M: F(145=6,86 p=0,012

TXMXE: F335=1,2p=0,321

TXM: F(3.41y= 0,596 p = 0,621

TXE: F(3.44y= 0,906 p = 0,446
S. filaginoides MXE: Fg.47= 2,06 p=0,158

E: F4=0179p=0,674

M: F(149) 0,461 p= 0,5

T: F@sgy=2,77 p=0,051

A. prolifera
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Figura 4.9. Conductividad hidraulica foliar especifica de tallos (10* Kg m* s* MPa?) a la
mafiana y al mediodia durante primavera y verano, para cada especie y tratamiento: control (C),
fertilizacién (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacién (I+F) en una estepa patagonica. Los

simbolos representan la media +IC (n=3).

El valor Huber fue mayor en verano que en primavera para A. volckmannii
(Fass = 10,1, p = 0,003), B. microphylla (Fas1) = 10,6, p = 0,002) y S. filaginoides
(Fasy = 23,4, p <0,0001), pero no hubo diferencias significativas entre tratamientos
(Fea2=1,26 p=0,3, Fzas = 2,01 p=0,125y F(z48) = 2,13 p = 0,11, respectivamente)
(Figura 4.10 A-B). El valor Huber en A. prolifera fue diferente entre tratamientos y
entre estaciones, con interaccion significativa entre ambos factores (Fz33) = 4,97 p =

0,006), siendo mayor en el tratamiento 1+F respecto al control solo en verano (p =
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0,004), y mayor en verano que en primavera solo en los tratamientos F (p <0,0001) e
I+F (p <0,0001) (Figura 4.10 A-B).

0.00501(A) Primavera —©- A. prolifera  t(B) Verano
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Figura 4.10. Valor Huber para cada especie y tratamiento: control (C), fertilizacion (F),
irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (I+F) en (A) primavera y (B) verano en una estepa

patagdnica. Los simbolos representan la media +1C (n= 3).

4.3.5. Transpiracion

La transpiracion vario significativamente entre tratamientos en A. prolifera (Fs )
= 36,9, p =0,0003) y S. filaginoides (F@36) = 9,62, p = 0,016), pero no en A. volckmannii
(Fen = 2,72, p = 0,124) ni en las gramineas (Fi6) = 3,34, p = 0,086) (Figura 4.11). La
transpiracion de A. prolifera fue significativamente mayor en los tratamientos F (p =
0,0024) e | (p <0,001), y marginalmente mayor en el tratamiento I+F con respecto al
control (p = 0,057) (Figura 4.11). La transpiracion de S. filaginoides fue
significativamente mayor en el tratamiento | con respecto al control (p = 0,002), y
tendid a ser mayor en el tratamiento I+F que en el control pero sin diferencias
significativas (p >0,05) (Figura 4.11). A pesar de no presentar diferencias
significativas, la transpiracion tendio a ser mayor en los tratamientos F, | e I+F en A.

volckmannii y en los tratamientos | e I1+F en las gramineas (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Transpiracion (g H,O d™ pl™) durante el verano para cada especie y tratamiento:
control (C), fertilizacion (F), irrigacion () e irrigacion-fertilizacion (I+F) en una estepa

patagonica. Los simbolos representan la media +1C (n= 3).

4.4. DISCUSION

Dado que el agua y el N son dos factores limitantes del funcionamiento de la
vegetacion de ecosistemas aridos, el estudio de los efectos del aumento en la
precipitacion y en la disponibilidad de N contribuye para entender las respuestas de
estos ecosistemas a cambios globales. En el presente capitulo se evaluaron sus efectos
sobre la eficiencia en el transporte de agua, la transpiracién y el estado hidrico de pastos
y arbustos de la estepa patagénica y los resultados no fueron consistentes a través de las
especies y tratamientos de modo que la hipotesis planteada fue rechazada. Contrario a la
hipdtesis de que las plantas expuestas a mayor disponibilidad de agua y nutrientes
exhiben mayor eficiencia en el sistema de transporte de agua, la eficiencia hidraulica de
los tallos fue basicamente conservada con los tratamientos aplicados. Las caracteristicas
hidraulicas de las hojas fueron mas plasticas en la direccion de incrementar la

resistencia a la sequia tanto con la irrigacion y/o con la fertilizacion. Estos cambios no
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fueron acompafiados en general por cambios en el estado hidrico. Salvo algunas
excepciones como en P. ligularis en todos los tratamientos o en A. prolifera en I1+F se

observd una fuerte homeostasis en los potenciales hidricos minimos.

4.4.1. Efectos del aumento de las precipitaciones y de la disponibilidad de N sobre
el estado hidrico

En términos generales e independientemente de los tratamientos y las especies, y
en consistencia con estudios previos (Scholz et al. 2012), hubo una variacion estacional
en el estado hidrico de las plantas. Durante la estacion de crecimiento y cuando aun el
contenido de agua en el suelo era relativamente alto (Capitulo I; Pereyra et al. 2017), los
potenciales hidricos de madrugada fueron mayores que en verano, reflejando que las
raices de las especies estan absorbiendo agua de horizontes ain himedos del suelo. Lo
mismo ocurrié con los potenciales hidricos minimos debido a la mayor demanda
evaporativa de la atmdsfera y/o menor contenido de agua en el suelo en verano que en
primavera. En especies arbustivas que no presentan transpiracion durante la noche, tales
como las de la estepa patagonica (Bucci et al. 2011), existe un equilibrio termodinamico
nocturno entre el suelo y la planta, tal que el potencial hidrico de madrugada refleja el
potencial hidrico promedio del suelo que exploran las raices (Bucci et al. 2004b, 2006).
En varios estudios se ha mencionado que las especies de plantas de la estepa patagonica
exploran en conjunto todo el perfil del suelo hasta los 3 m de profundidad (Bucci et al.
2009; Golluscio, Cavagnaro, & Valenta 2011) con los pastos en los horizontes
superficiales y secos y los arbustos esencialmente en las capas mas profundas y
humedas del suelo. Esta distribucion de raices resulta en un mejor estado hidrico
alcanzado durante la noche en aquellas especies accediendo a fuentes de agua mas
estables y abundantes en el suelo que en las especies con raices mas someras (Bucci et
al. 2009; Scholz et al. 2012). Esta variabilidad entre grupos funcionales no fue
observada en el presente estudio ya que arbustos con raices profundas como B.
microphylla presentaron potenciales hidricos de madrugada tan negativos como el pasto
P. ligularis. Sin embargo, P. ligularis seria la especie que explora horizontes més
superficiales que el resto de las especies, lo que concuerda con la caracteristica de tener
mayor densidad de raices en superficie que P. speciosa (Soriano, Golluscio, & Satorre
1987a). Para el resto de las especies, la variabilidad inter-especifica no concuerda con

estudios previos que indican una clara diferenciacion en los potenciales hidricos de
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madrugada entre algunas de las especies (Bucci et al. 2009). Una de las razones de esta
inconsistencia podria ser que Bucci et al. (2009) desarrollaron su trabajo en un sitio con
diferentes caracteristicas edaficas y asi con diferencias en la capacidad de las raices de
explorar diferentes capas de suelo. Los resultados sugieren que en general los
tratamientos no afectaron el potencial hidrico del suelo; excepciones a este
comportamiento estarian evidenciadas por A. prolifera puesto que su potencial hidrico
de madrugada disminuyd con la irrigacion y/o fertilizacion y por P. ligularis para quien
éste aumento en el tratamiento I+F. En el caso de A. prolifera este cambio en el
potencial hidrico de madrugada podria representar un efecto de los tratamientos sobre la
transpiracion nocturna. Aunque se podria esperar que el aumento en las precipitaciones
se refleje en un mayor potencial hidrico del suelo, por lo menos en los horizontes
superficiales, la ausencia de cambios se puede deber a un mayor uso de agua por parte
de las plantas, a que parte del agua se evapora directamente desde el suelo y/ del
canopeo. Por otro lado y dado que la adicién de agua se realizé en pulsos pequefios de 5
mm, el agua pudo no infiltrar profundamente y no ser detectada con los sensores de
humedad instalados a 10 cm; sin embargo su uso por parte de las plantas efectivamente
ha aumentado tal como se observd a través del significativo incremento en la

transpiracion por planta en el presente estudio.

Luego de 4 afios de incrementar las entradas de agua por precipitacion entre un
20% a un 25% respecto a la media anual de 130 mm (1982-2018), no hubo un
mejoramiento del estado hidrico de las plantas de las especies analizadas. Sin embargo,
en otros estudios en este (Golluscio, Sala, & Lauenroth 1998; Golluscio, Sigal Escalada,
& Pérez 2009) y otros ecosistemas (Ashbacher & Cleland 2015; Snyder et al. 2004)
algunas especies, particularmente las de raices superficiales respondieron a los pulsos de
Iluvia mejorando su estado hidrico. Pero a diferencia de estos trabajos que realizaron las
determinaciones a corto plazo en respuesta a un Unico pulso de agua durante una
estacion, aqui se evaluaron los efectos a largo plazo del incremento acumulado de las
precipitaciones a través de frecuentes pulsos de lluvia. Heisler-White et al. (2009)
encontraron que el potencial hidrico y la productividad de las plantas de una estepa
semiarida fueron mayores cuando se aplicaron menor cantidad de eventos de lluvia de
mayor intensidad comparado a mayor cantidad de eventos de menor intensidad. Debido
a la alta demanda evaporativa atmosférica de estos sitios, el agua de pequefios eventos

podria perderse rapidamente si no es aprovechada por las plantas (Wythers, Lauenroth,
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& Paruelo 1999) contribuyendo a las altas tasas de evaporacion registradas en el sitio de
estudio (Pereyra et al. 2017). A pesar de todo esto, los resultados de este trabajo indican
que en general las especies de la estepa patagonica, sean gramineas (excepto P.
ligularis) o arbustos de raices profundas o superficiales fueron capaces de mantener la
homeostasis en sus potenciales hidricos minimos frente a los cambios ambientales. El
mayor uso de agua a nivel de planta pudo haber reducido la disponibilidad hidrica del
suelo y asi haber expuesto a la planta a mayor déficit hidrico, sin embargo esto no
ocurrio dado que aparentemente ese mayor consumo fue consecuencia de la adicion de
agua. Este comportamiento homeostatico en el potencial hidrico observado en las
especies bajo los tratamientos de incremento en las precipitaciones es también diferente
al observado por Bucci et al. (2009) al comparar el estado hidrico de los arbustos
durante la estacion seca de un afio seco (2008) con el correspondiente a un afio himedo

(2007), el cual disminuyo significativamente.

Algunos estudios han mencionado efectos negativos de la fertilizacion sobre la
tolerancia a la sequia de las plantas. Por ejemplo, se encontré una disminucion en el
potencial hidrico minimo por efecto de la fertilizacién en especies arboreas de sabanas
neotropicales (Bucci et al. 2006), lo cual indicaria mayor tension en el xilema y, por
ende, mayor susceptibilidad a la formacion de embolismos. En otro estudio, se encontrd
una reduccion en la capacidad para mantener la turgencia de los tejidos bajo estrés
hidrico, y que fue relacionada a cambios en el modulo de elasticidad o en el potencial
osmatico a saturacion (Tan & Hogan 1995). En el presente estudio, sin embargo, no se
encontraron cambios sustanciales por efecto de la fertilizacion en el potencial hidrico
foliar (excepto en P. ligularis en 1+F) ni en parametros de las curvas de presion-
volumen como el punto de pérdida de turgencia o el contenido de solutos. No obstante
esta falta de respuesta a la adicion de N no es tan llamativa dado que en otros estudios
tampoco se observaron cambios relacionados con la tolerancia a la sequia (Clearwater &
Meinzer 2001; Correia, Torres, & Pereira 1989; DaMatta et al. 2002b; Villar-Salvador
et al. 2005).

Consistente con el comportamiento iso-hidrico frente a la irrigacion y
fertilizacion, excepto en A. prolifera (I+F) y en P. ligularis (I e 1+F) las especies no
realizaron ningun tipo de ajuste elastico u osmético. Estos ajustes son observados
normalmente bajo condiciones de campo y a través de cambios estacionales tal que con

el incremento de la sequia en verano los potenciales hidricos en el punto de pérdida de
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turgencia (PPT) son mas negativos por la disminucién en el contenido de agua
simpléstica o por acumulacién de solutos osméticamente activos (ajuste osmotico) y las
paredes celulares méas elasticas (ajuste eléstico) evitando una drastica caida en el
potencial hidrico a medida que el tejido se deshidrata (Scholz et al. 2012). Dado que los
potenciales hidricos minimos no variaron, no hubo necesidad de cambiar los parametros
hidricos, lo cual tiene grandes costos energéticos en la produccion de solutos
osmaticamente activos o en el cambio de las propiedades estructurales de las paredes
celulares. Solo A. prolifera, que exhibi6 un potencial hidrico de mediodia mas negativo
en I+F que en el control, tendié a tener mas bajos PPT y paredes mas rigidas. La
cercania entre el potencial hidrico minimo y el punto de pérdida de turgencia celular en
A. prolifera y A. volckmannii no representaria un riesgo para la planta. En muchas
especies, incluidas especies arbustivas patagonicas (Scholz et al 2012), especies
arboreas del bosque andino patagonico (Bucci et al. 2019; Scholz, Bucci, & Goldstein
2014) y de otros ecosistemas (Farrell, Szota, & Arndt 2017; Guyot, Scoffoni, & Sack
2012) el cierre estomatico no esta necesariamente relacionado con el PPT. Asi las
especies pueden mantener relativamente tasa altas de intercambio de gases aun después

de perder la turgencia.

4.4.2. Plasticidad de la arquitectura hidraulica a la adicion de agua y nutrientes

El transporte de agua dentro de los tallos y a través de las hojas es un
determinante importante del estado hidrico de las plantas (Bucci et al. 2004a, 2009). El
sistema hidraulico de las plantas determina en gran medida su capacidad fotosintética
(Brodribb et al. 2005; Bucci et al. 2019; Xiong, Douthe, & Flexas 2018) y su respuesta
a la sequia (Maherali, Pockman, & Jackson 2004), ya que las hojas pueden mantener sus
estomas abiertos hasta un determinado potencial hidrico y a una tasa de transpiracion
determinada que depende de la capacidad de conducir agua de las plantas (Tyree &
Zimmermann 2002). Reducciones en la capacidad hidraulica de los tallos y de las hojas
pueden resultar en menor fotosintesis e incluso en mortalidad (McDowell et al. 2008).
La capacidad hidraulica de las hojas y de los tallos de las especies de la estepa
patagonica analizadas fueron bajas si se comparan con las de otros ecosistemas (Nardini
& Luglio 2014), pero similares a las encontradas previamente en este ecosistema arido
(Bucci et al. 2013). La baja capacidad de conducir agua de las plantas de ecosistemas

aridos es una estrategia funcional para evitar grandes pérdidas de agua (Ladjal, Huc, &
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Ducrey 2005; Maherali & DelLucia 2000; Medeiros & Pockman 2011) asi como en
habitats con alta disponibilidad de agua la conductancia es relativamente alta (Manzoni
et al. 2013; Nardini & Tyree 1999).

En general, en este estudio no se observaron diferencias sustanciales en la Ks a
nivel de los tallos, excepto en S. filaginoides donde disminuy6 con la fertilizacion. Esta
relativa estabilidad en la capacidad de transporte de agua de tallos refleja la mayor
resistencia a la sequia que poseen los tejidos de larga vida y con altos costos de
inversion en carbono comparada con la de los 6rganos de mas facil reemplazo como las
hojas y raices. Ha sido observada segmentacién hidraulica a lo largo del sistema de
transporte de agua de las plantas para varias especies de arbustos de la estepa patagonica
(Bucci et al. 2013). En aquel trabajo Bucci et al. (2013) mostraron que, dependiendo de
la especie, los tallos pierden diariamente solo entre el 8% y el 21% de su capacidad

hidraulica durante la estacidn seca, mientras que las hojas hasta el 85%.

Dado que los tratamientos no afectaron la inversion en hojas (similar valor de
Huber), la ausencia de cambios en Ks también condujo a similar K; entre los
tratamientos. Solo en A. prolifera hubo menor inversion en hojas que en el sistema de
conduccion de agua con la fertilizacion sola o combinada con adicion de agua durante el
verano (mayor valor de Huber). Este cambio en el patréon de asignacion de recursos
favoreci6 a la eficiencia con que las ramas de A. prolifera le brindan agua a las hojas
(aument6 Kj). En esta misma especie la densidad de madera disminuyé en estos
tratamientos. Aunque en este estudio no se realizé un analisis anatémico de la madera,
generalmente la densidad de madera esta inversamente correlacionada con el tamafio de
los conductos xilematicos y asi inversamente correlacionada con la eficiencia hidraulica
(Bucci et al. 2004a, 2009; Hoffmann et al. 2011; McCulloh et al. 2012; Meinzer et al.
2009). Este cambio puede explicar el aumento en la conductividad hidraulica de A.
profilera con la fertilizacion. Sin embargo en otras especies donde la densidad de
madera cambi6 significativamente con el tratamiento, como en B. microphylla en I+F y
en S. filaginoides en | el aumento en la densidad de madera no se reflejé en cambios en
la eficiencia hidraulica. La relacion funcional entre la densidad de madera y la eficiencia
hidraulica no siempre es observada (Poorter et al. 2010; Schuldt et al. 2013) dado que la
densidad de madera no solo esta afectada por las dimensiones y densidad de los vasos
sino que también por las caracteristicas de las fibras y células del parénquima que los
rodean (Fan et al. 2012; Martinez-Cabrera et al. 2009). La respuesta de la densidad de
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madera a la fertilizacion es variable entre las especies tal como se observéd en este
estudio. Mientras que algunos estudios no han observado cambios en la densidad de
madera con la fertilizacion con N (Clearwater & Meinzer 2001) otros encontraron una
disminucion (Bucci et al. 2006; Scholz et al. 2007).

Mientras que los tallos son en general méas resistentes a la formacion de
embolismos, las hojas son particularmente mas vulnerables y pierden un gran porcentaje
de su capacidad de conducir agua diariamente (Bucci et al. 2012, 2013), que luego
recuperan al dia siguiente (Bucci et al. 2003). Tomando en cuenta las curvas de
vulnerabilidad de las hojas y los potenciales hidricos minimos de las especies durante la
primavera se observo que Ksiar disminuye durante el dia desde 25% en S. filaginoides
hasta 63% en B. microphylla en los controles. Previamente y en otro sitio de la estepa
patagdnica, Bucci et al. (2013) observaron un patron de variacion de Kgojiar €ntre 40% y
87% a través de 7 especies arbustivas, pero en ese caso fue durante la estacion seca. A
diferencia de los tallos, la vulnerabilidad de las hojas a la cavitacion parece ser mas
plastica. Aunque el Pso de las hojas solo varid significativamente en el tratamiento 1+F
en A. prolifera y en el tratamiento | en A. volckmannii, en los que Psy disminuy6, hubo
tendencias definida a incrementar la resistencia a la pérdida de la capacidad hidraulica
(menor Psp) con la fertilizacion e irrigacion, excepto en S. filaginoides donde el
comportamiento fue opuesto. En primera instancia, esta plasticidad en la vulnerabilidad
a la cavitacion solo parece ser consistente con el mayor déficit hidrico que presentaron
las hojas de A. prolifera en el tratamiento combinado de irrigacion y fertilizacion pero
no con la homeostasis en el potencial hidrico de las otras especies en los diferentes
tratamientos. Sin embargo, aunque incrementar la resistencia a la sequia podria
involucrar mas carbono destinado a producir conductos mas seguros, asegurar menor
pérdida de la conductancia hidraulica reduce los costos energéticos asociados a la
reparacion diaria de embolismos (Bucci et al. 2003; Mason Earles et al. 2016). Esta
aclimatacién del sistema de conduccion de agua a nivel de las hojas que incluye no solo
el camino vascular sino que considera también el transporte de agua a traves del
mesofilo (Scoffoni et al. 2017) pudo haber contribuido al aumento de la transpiracion a
nivel de planta en los tratamientos, dado que las especies pudieron mantener mayores
valores de K durante el dia, lo cual fue reflejado en los mayores margenes de seguridad
hidraulica. Las tasas de transpiracion de las especies estudiadas fueron similares a otras

especies en otros ecosistemas aridos (Bradford et al. 2014; Naithani, Ewers, & Pendall
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2012) y a las obtenidas por Pereyra et al. (2017) en un area préxima a la de este estudio.
El aumento en el consumo de agua por planta fue uno de los efectos méas evidentes de la
adicion de agua y N sobre la vegetacion de la estepa patagonica. Este aumento en las
pérdidas de agua no implicé mayores déficit hidricos a pesar de que con la adicion de
agua la conductancia estomatica tendio a incrementar (Capitulo V) y pudo haber sido
consecuencia de mayor absorcion y eficiencia en el transporte de agua por las raices (la
cual no fue evaluada en este estudio), de reduccién de las resistencias hidraulicas a nivel
de las hojas o de la planta entera o bien estas modificaciones sumadas a un incremento
en la superficie transpiratoria total. Los patrones de transpiracién por unidad de
superficie foliar que se muestran en el Capitulo V y los observados en este Capitulo a
nivel de planta sugieren que particularmente la adicion de N sola o combinada con agua
pudo incrementar la superficie foliar total. Este aumento en las pérdidas de agua por
planta podria tener consecuencias negativas a nivel del balance de agua y C del
ecosistema. Sin embargo la extrapolacion de los resultados a nivel de ecosistema no es
sencilla, dado que las respuestas de diferentes procesos ecofisioldégicos a cambios

ambientales pueden variar dependiendo del nivel biol6gico analizado.

4.5. CONCLUSIONES
La hipdtesis asociada a este objetivo fue que las plantas expuestas a mayor

disponibilidad de agua y nutrientes exhiben mayor eficiencia en el sistema de transporte
de agua y mejor estado hidrico. Sin embargo, contrario a la hipotesis, la eficiencia
hidraulica de los tallos fue bésicamente conservada, aun cuando la densidad de la
madera fue reducida o incrementada dependiendo de la especie y tratamiento. Las
caracteristicas hidraulicas de las hojas, sin embargo, fueron mas plasticas en la direccién
de incrementar la resistencia a la sequia tanto con la irrigacién y/o con la fertilizacion.
Estos cambios no fueron acompafados en general por cambios en el estado hidrico.
Salvo algunas excepciones como en P. ligularis en todos los tratamientos 0 en A.
prolifera en I1+F se observd una fuerte homeostasis en los potenciales hidricos minimos.
Estos cambios en la eficiencia en el transporte de agua a nivel de las hojas o posibles
cambios a nivel de las raices o planta entera no analizados en este estudio asi como un
incremento en la superficie transpiratoria, pudieron contribuir al aumento en el consumo

de agua por planta con la adicion de agua y/o N sin efectos sobre el estado hidrico.
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Capitulo V

Efectos de la irrigacion y de la fertilizacion sobre las tasas
fotosintéticas y la eficiencia en el uso de recursos de arbustos

y pastos

5.1. INTRODUCCION

En los ecosistemas semiaridos, los cuales son limitados en la disponibilidad de
agua y Nitrégeno (N), el incremento en las entradas de N y el aumento en las
precipitaciones frecuentemente estimulan la productividad primaria (Bai et al. 2008;
Harpole, Potts, & Suding 2007; Niu et al. 2009; Sala 1988; Yahdjian, Gherardi, & Sala
2011). EIl nitrogeno foliar es principalmente invertido en la sintesis de los componentes
del aparato fotosintético, tal que aproximadamente 75% del N foliar se encuentra en los
cloroplastos (Shangguan, Shao, & Dyckmans 2000). En general se asume que la
fertilizacion incrementa la fotosintesis neta a través de modificaciones en el aparato
fotosintético y en la capacidad de asimilacion (Kelloméki & Wang 1997; Strand 1997,
Turnbull et al. 2007; Wang et al. 2012). El agua y el N pueden interactuar en caminos
mas complejos a los que podrian ser predichos por la simple adicion de los efectos
individuales. La fotosintesis y la conductancia estomatica de algunas especies pueden
aumentar cuando las plantas tienen mayor contenido de N pero solo cuando estan bajo
condiciones éptimas de disponibilidad de agua (Shangguan, Shao, & Dyckmans 2000;
Wong, Cowan, & Farquhar 1979). En particular en ecosistemas semiaridos la
disponibilidad de agua puede influir fuertemente en los efectos del aumento de N sobre
la estructura y funcion del ecosistema (Harpole, Potts, & Suding 2007; Yahdjian,
Gherardi, & Sala 2011; Yahdjian & Sala 2010). La fotosintesis y la conductancia
estomatica pueden ser afectadas negativamente cuando la humedad del suelo disminuye
(Farquhar & Sharkey 1982), mientras que el aumento en la disponibilidad de agua
favorece la difusion de CO, a las células fotosintéticas tal que la fotosintesis se
incrementa (Green & Mitchell 1992; Kozlowski, Kramer, & Pallardi 1991; Kramer
1983). La respuesta de las plantas a los cambios en la disponibilidad de recursos es
dependiente de la especie (Golluscio, Sala, & Lauenroth 1998; Golluscio, Sigal
Escalada, & Pérez 2009; Yahdjian, Gherardi, & Sala 2014). Las diferencias entre
especies en las respuestas a cambios en la disponibilidad de recursos estan
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estrechamente ligadas a la profundidad de los sistemas radicales y al tiempo que
requieren las raices para responder. En los ecosistemas aridos, por ejemplo, los eventos
de precipitacion son erraticos y de pequefia magnitud durante la estacion seca limitando
la profundidad de infiltracion, la cual es demasiado superficial para las especies de

raices mas profundas.

La eficiencia en el uso de los recursos es una herramienta Gtil para evaluar la
sensibilidad de un ecosistema a la disponibilidad de recursos (Huxman et al. 2004a) e
integra el balance de Carbono y agua. La eficiencia en el uso del agua (EUA) esta muy
relacionada con la productividad primaria, y refleja la adaptabilidad de los ecosistemas
a cambios en las condiciones ambientales (Farquhar, O’Leary, & Berry 1982; Farquhar
et al. 1989). La teoria predice, y varios estudios lo confirman, que cuando la
disponibilidad de agua es baja la EUA deberia aumentar (de Santana et al. 2015; Schultz
& Stoll 2010). Asi, un incremento en las precipitaciones puede producir una
disminucion en la EUA, mientras que un aumento en la disponibilidad de N, que podria
favorecer los flujos de C, puede inducir un aumento en la EUA (Bai et al. 2008; Brueck
et al. 2010; Burke, Lauenroth, & Parton 1997). Estudios previos han demostrado que en
zonas aridas y semiaridas el efecto de la adicion de N sobre la EUA esté regulado por la
precipitacion durante la estacion de crecimiento, aumentando la EUA cuando la
humedad es mayor y no teniendo efectos o con efectos negativos sobre la EUA en afios
secos (Tian et al. 2016; Zhang et al. 2018).

A nivel de hoja, la eficiencia en el uso de agua instantanea (EUA) se define
como la cantidad de CO, fijada por unidad de agua transpirada. Asi, una mayor
concentracion de N en las hojas, si la misma estd destinada al aparato fotosintético,
podria conducir a una mayor tasa fotosintética en relacion a la cantidad de agua
transpirada, aumentando la eficiencia de uso instantanea de este recurso (EUAins)
(DaMatta et al. 2002b). Debido a que las tasas de intercambio gaseoso (ej. fotosintesis,
conductancia estomatica) son mediciones instantaneas, que no integran los procesos
fisiolégicos de una estacion de crecimiento, existen determinaciones alternativas, o
complementarias, para evaluar la actividad fotosintética integrada durante un
determinado periodo. La abundancia relativa del isotopo pesado de C (*3C) en las hojas
maduras constituye una medida integrada en el tiempo de la respuesta del intercambio
gaseoso a los factores ambientales a los cuales ha estado expuesta la planta. El analisis

de la concentracién de *C (6™C) en las hojas es un estimador de la eficiencia en el uso
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del agua integrada en el tiempo (EUAin; Farquhar, Ehleringer, & Hubick 1989). La
EUAi: ha sido ampliamente evaluada en diversos ecosistemas frente a cambios en
diversos factores ambientales, como la precipitacion, la temperatura, la altitud y la
irradiancia (GeRler et al. 2001; Golluscio & Oesterheld 2007; Meinzer, Saliendra, &
Crisosto 1992; Shangguan, Shao, & Dyckmans 2000; Wang et al. 2013; Wei et al. 2015;
Winter et al. 1982). En general existe una correlacion negativa entre la discriminacion
isotopica del C y la EUA;, (Meinzer, Saliendra, & Crisosto 1992; Wright, Rao, &
Farquhar 1994). Algunos estudios previos han encontrado que la fertilizacion con N
disminuye la discriminacién en contra del **C (A'®C) (y aumenta la EUA;,; Ripullone et
al. 2004), mientras que mayor disponibilidad de agua aumenta la A®*C (y reduce la
EUAin; Korol et al. 1999; Shangguan, Shao, & Dyckmans 2000; Warren, McGrath, &
Adams 2001). Los rasgos morfoldgicos y fisioldgicos propios de cada especie
desempefian un rol importante en la discriminacion isotopica (Comstock & Ehleringer
1992; Hultine & Marshall 2000). Por ejemplo, se ha observado correlacion entre el
contenido de N de la hoja y el 6*C (Sparks & Ehleringer 1997), y entre el area foliar
especifica (AFE) y el §2°C (Vitousek, Field, & Matson 1990). Esto sugiere que el efecto
de la disponibilidad de recursos sobre el §*3C de las hojas podria ser diferente para cada

especie o0 grupo funcional.

Asi como la eficiencia en el uso de agua expresa la relacion entre la cantidad de
CO, fijada por unidad de agua transpirada, la eficiencia en el uso del N (EUN) es una
medida de la cantidad de CO, fijada por unidad de N absorbido desde el suelo
(Livingston et al. 1999; Poorter & Evans 1998). Cambios en la disponibilidad de N en el
suelo pueden llevar a modificaciones en las estrategias de uso del N por parte de las
plantas. En general, el aumento en la disponibilidad de N tiende a provocar una
disminucion en la EUN (Aerts & Chapin 2000; Fernandez, Pissolito, & Passera 2018;
Xia & Wan 2008), debido a una produccion menor de biomasa por unidad de N
absorbido y/o a un menor tiempo de residencia del N en la planta (Iversen, Bridgham, &
Kellogg 2010; Yuan et al. 2005).

Como un tipico ecosistema semiarido, la estepa patagonica esta limitada por las
escasas precipitaciones (Bucci et al. 2013; Sala & Lauenroth 1982; Scholz et al. 2012) y
la baja disponibilidad de nitrégeno (Yahdjian, Gherardi, & Sala 2014), siendo sensible a
los factores de cambios globales (Golluscio, Sala, & Lauenroth 1998; Pereyra et al.
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2017; Yahdjian, Gherardi, & Sala 2014). El objetivo principal de este estudio fue
determinar el efecto de adicion de N y/o agua sobre las tasas de intercambio gaseoso y
la eficiencia de uso de recursos de pastos y arbustos de la estepa patagdnica. La
hipotesis propone que la adicion de agua y/o nutrientes incrementa la tasa de
fotosintesis, pero la pérdida de agua seria proporcionalmente menor con adicion de
nutrientes y mayor con el incremento en la disponibilidad de agua. La mayor
disponibilidad de agua y nutrientes favoreceria la absorcion de nutrientes desde el suelo
por parte de las raices incrementando su contenido en las hojas, principalmente aquellos
destinados al aparato fotosintético. Al mismo tiempo que se alivia el déficit hidrico se
reduciria el control estomético favoreciendo la difusion del CO, para su asimilacion.
Conocer las respuestas de la vegetacion de la estepa patagonica a la alteracion en la
disponibilidad de agua y nutrientes es relevante para las estimaciones del secuestro de
carbono en ecosistemas terrestres en el contexto del cambio climéatico global. Para
responder al objetivo y evaluar la hipotesis planteada se realizé un experimento a campo
de fertilizacion y/o irrigacion descripto en el Capitulo 1 de la presente tesis. Se
determind el contenido de clorofila, la tasa de fotosintesis y la eficiencia de uso de agua
y nitrogeno, asi como el area foliar especifica en dos especies de gramineas (Poa
ligularis y Pappostipa speciosa) y cuatro de arbustos (Adesmia volckmannii, Azorella
prolifera, Berberis microphylla y Senecio filaginoides) (Tabla 1.2, Capitulo I). La
eficiencia de uso del agua fue determinada aplicando técnicas de intercambio de gases y

de analisis de isdtopos estables.

5.2. MATERIALES Y METODOS

5.2.1. Area foliar, area foliar especifica y clorofila

El area foliar (AF) y area foliar especifica (AFE) fueron determinadas en hojas
de 5 plantas por especie y tratamiento durante diciembre de 2015, 2016, 2017 y 2018,
teniendo en cuenta que fueran hojas verdes totalmente expandidas, sin signos de dafio y
expuestas al sol. A partir de un pool de hojas de diferentes tallos se determinaron las
areas en 9-15 muestras de 5-10 hojas frescas cada una, dependiendo del tamafio de las
hojas, por medio de fotografias de las mismas y anélisis posterior de las imagenes
usando el programa ImageJ (Ferreira & Rasband 2012). Las hojas fueron analizadas

incluyendo los peciolos, y en el caso de las gramineas solo se tomd la lamina sin la
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vaina. Luego, las hojas se secaron en estufa a 70°C durante 72 horas y se pesaron para

obtener su peso seco. EI AFE se calcul6 como éarea foliar fresca dividida su peso seco.

Para la determinacion del contenido de clorofila a y b de las hojas, se colectaron
hojas de 5 plantas por especie y tratamiento durante diciembre de 2015, 2016, 2017 y
2018 y en febrero de 2017. A partir de un pool de hojas frescas de cada periodo de
muestreo, se extrajeron muestras de 0,2 g de material al cual se les agreg6 acetona al
80%, y se determino la concentracion de clorofila mediante un espectrofotometro de
acuerdo con Porra, Thompson, & Kriedemann (1989).

5.2.2. Intercambio de gases y eficiencia de uso de agua instantanea

La fotosintesis neta (A), la conductancia estomética (gs) y la transpiracion (E)
fueron determinadas con un sistema portatil de intercambio de gases (LI-6400, Li-Cor,
Lincoln, NE) conectado a una camara foliar de 3x2 cm. Para las especies arbustivas, 3 a
9 ramitas terminales de diferentes individuos de cada especie y tratamiento fueron
analizadas en diciembre de 2016 y 2018 y en febrero de 2017. En el caso de las
gramineas, un conjunto de hojas fue analizado en cada medicion. Todas las mediciones
fueron realizadas en hojas expuestas al sol y completamente desarrolladas durante el
mediodia en dias soleados. La densidad de flujo fotonico fue mantenida constante a
1200 pmol m™ s™ para asegurar la saturacién luminica y evitar la foto-inhibicion. La
concentracion de CO, dentro de la cdmara foliar fue mantenida a 400 pmol mol™ de
aire, a partir de un cilindro de CO; de 12 g conectado al LI-6400. Se determind el area
foliar y el peso seco de las hojas de cada muestra para expresar las variables por unidad
de area y de peso. Ademas, se determiné la eficiencia en el uso del agua instantanea
(EUArs) como A/gs.

5.2.3. Eficiencia en el uso de agua integrada (EUAn) y eficiencia fotosintética de
uso de Nitrégeno

Hojas totalmente expandidas y sanas de diferentes individuos de cada especie y
tratamiento fueron colectadas en diciembre de 2017 y se secaron en estufa a 70°C por
72 h. De cada conjunto de hojas se tomaron tres muestras, para cada una de las cuales se

determiné la concentracion de *C (6C), el contenido de C y de N y la relacién C:N,
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utilizando un espectrometro Thermo Scientific DELTA V Advantage acoplado via el
interface ConFlo IV a un Analizador Elemental Flash 2000 (IRMS-EA) en el
Laboratorio de Is6topos Estables en Ciencias Ambientales (LIECA, IANIGLA-
CONICET, UTNFRSR, Argentina). Se determin6 la discriminacion en contra del
isétopo pesado como fue propuesto por Farquhar, Ehleringer, & Hubick (1989):

A= (613Catmésfera - 613Cplanta) / (1 + 613Cplanta)
Se calcul6 la EUA,; como:
EUAix=Ca/16((b -A)/ (b -a))

Donde Ca es la concentracion de CO, de la atmdsfera, b™ es la discriminaciéon de la

Rubisco (27 %o0) y a es el fraccionamiento debido a la difusion en aire (4,4 %o).

La eficiencia fotosintética en el uso del Nitrégeno (EUN) se determind como el
cociente entre la media de la tasa fotosintética por unidad de area y la media del

contenido de Nitrogeno foliar por unidad de area para cada especie y tratamiento.

5.2.4. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software R version 3.4.4 (R
Development Core Team, 2018). Se usaron modelos lineales ajustados de minimos
cuadrados (GLSs) con test-F para evaluar el efecto de la interaccion entre tratamiento y
especie (variables explicativas) sobre el area foliar y el area foliar especifica (variables
dependientes), con estructura de correlacion temporal entre afios (corAR1). Ademas, se
utilizaron GLSs para evaluar el efecto de la interaccion entre tratamiento y mes
(variables explicativas) sobre el contenido de clorofilas, la tasa fotosintética, la
conductancia estomatica, la tasa de respiracion y la eficiencia en el uso del agua
instantanea (variables dependientes) para cada especie, con estructura de correlacion
temporal entre afios (corAR1). Para las variables obtenidas de los anélisis isotopicos
(613C, contenido de C, contenido de N, relacion C:N, ABC y EUA), se testearon
modelos lineales (MLs) con test-F con la interaccion entre tratamiento y especie como
variables explicativas. Luego, se tested la relacion entre la EUA;,s de primavera con la
EUAir. A su vez, se testearon las relaciones entre contenido de Nitrdgeno y tasa de

fotosintesis, para las variables expresadas en base area y en base peso. Los GLSs se
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Ilevaron a cabo utilizando la funcion "gls™ del paquete de R "nlme" version 3.1-131.1
(Pinheiro y Bates 2000). Cuando fue necesario, todos los modelos se ajustaron mediante
modelos de varianza; la seleccion del modelo se baso en el criterio de informacion de
Akaike (AIC) (Burnham y Anderson 2002). La simplificacion de los efectos fijos de
todos los modelos para alcanzar el modelo minimo adecuado se llevd a cabo mediante
una prueba de hipdtesis (test-F). EI analisis post-hoc de Tukey se utilizd para
comparaciones multiples en todos los modelos cuando el test-F fue significativo,
utilizando la funcion "glht" del paquete de R "multcomp™ version 1.4-8 (Bretz et al.
2010). Cuando se hicieron comparaciones entre tratamientos, solo se compard cada
tratamiento (F, 1 o I+F) con respecto al control. Para graficar los resultados del modelo
mejor ajustado, se utiliz6 el paquete de R “visreg” version 2.5-0 (Breheny y Burchett
2017).

5.3. RESULTADQOS

El éarea foliar (tamafio foliar) y el area foliar especifica (AFE) variaron
significativamente entre afios, existiendo correlacion temporal para ambas variables ()(2
= 412,2, df = 1, p <0,0001 y x* = 512,6, df = 1, p <0,0001 respectivamente). El tamafio
de la hoja vario entre tratamientos y especies, con interaccion significativa (Fs, 1019) =
3,91, p <0,0001), siendo mayor en los tratamientos de fertilizacion e 1+F con respecto al
control en S. filaginoides (p = 0,003 y p <0,001, respectivamente), y marginalmente
mayor en el tratamiento de irrigacion que en el control en P. ligularis (p = 0,096)
(Figura 5.1 A). El AFE vario significativamente entre especies (Fs, 1034 = 198,56, p
<0,0001), teniendo A. volckmannii la mayor AFE de todas las especies (p <0,0001)
mientras que A. prolifera tuvo la menor AFE (p <0,0001). Ademas, el AFE vari6 entre
tratamientos (F(s 1032y = 3,12, p = 0,025), sin embargo ningln tratamiento se diferencio

significativamente respecto del control.

El contenido de clorofilas (a + b) cambid por efecto de los tratamientos y de la
estacion, segun la especie (Tabla 5.1). El contenido de clorofilas fue menor en verano
gue en primavera, excepto en P. ligularis en la cual fue mayor en verano que en
primavera. Aunque hubo una tendencia a mayor contenido de clorofilas con la adicion
de N en todas las especies, las diferencias significativas fueron observadas en los

tratamientos F e I+F con respecto al control en A. prolifera (p = 0,02 y p = 0,012,
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respectivamente), mientras que se observaron diferencias marginales en el tratamiento
I+F respecto al control en P. ligularis (p = 0,068) (Figura 5.2 A-B).
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Figura 5.1. (A) Area foliar (tamafio foliar; cm?) y (B) area foliar especifica (cm? g*) para cada
especie y tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (1+F)

en una estepa patagonica. Los simbolos representan la media = IC (n= 9-15).
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Tabla 5.1. Resultados de los test-F del contenido de clorofilas a y b en las hojas de cada
especie. Se muestran el valor estadistico F, los grados de libertad (df) y el valor de probabilidad
p, para tratamiento (T) y estacion del afio (E).

Especie Test-F
TXE: F(3,107) =1,49 p= 0,22
A. prolifera E: Fu110= 40,7 p <0,0001
T: F(3 110) = =3,63 p= 0,015

TXE: F(3 104) = =1,65 p= 0,18
A. volckmannii T:Fi10n=0,22p=0,88
E: F1,110)= 110,32 p <0,0001

TXE: F(g 89) = =1,18 p= 0,32
B. microphylla T:Fgen=1,10p=0,35
E: Fq.05 = 36,54 p <0,0001
TXE: F(3 76) = =0,99 p= 0,40
P. ligularis E: Fu79= 11,82 p = 0,0009
T: F(3 79) = =3,07 p= 0,0324
TXE: Fge=2,36 p=0,08
P. speciosa T:Fpee=0,28p=0,84
E: Fus7 = 8,03 p = 0,0057
TXE: F(g 110) = =0,35 p= 0,78
S. filaginoides  T: F113=0,46 p=0,71
E: F1,116)= 16,59 p = 0,0001
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Figura 5.2. Contenido de clorofila a + b (mg g™) en (A) primavera y (B) verano, para cada
especie y tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (1+F)

en una estepa patagonica. Los simbolos representan la media £IC (n= 5-9).
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La tasa de fotosintesis por unidad de area (A), la conductancia estomatica (gs) y
la tasa de transpiracion (E) variaron entre tratamientos y estaciones, de modo diferente
segun la especie (Tabla 5.2). La A fue significativamente menor en febrero (verano)
comparada con diciembre (primavera) en todas las especies excepto en A. volckmannii,
en la cual no hubo diferencias significativas entre estaciones (Figura 5.3 A-B). Ademas,
la A fue menor en el tratamiento I+F en A. prolifera (p = 0,017), marginalmente mayor
en el tratamiento F en A. volckmannii (p = 0,096), y mayor en el tratamiento | en B.
microphylla (p = 0,027) y en P. speciosa (p = 0,005) con respecto al control (Figura 5.3
A-B). En S. filaginoides, la A fue menor en el tratamiento I+F (p = 0,043) en primavera,
y mayor en los tratamientos F (p = 0,031) e I (p <0,01) en verano con respecto al control
(Figura 5.3 A-B). La gs fue menor en verano con respecto a primavera para todas las
especies, excepto en A. prolifera y en A. volckmannii (Figura 4.3 C-D). A pesar de
diferencias entre tratamientos en gs de A. prolifera, B. microphylla y P. ligularis, ningtn
tratamiento fue significativamente diferente del control. En S. filaginoides, la gs fue
menor en los tratamientos F (p = 0,006) e I1+F (p <0,001) en primavera con respecto a
control, y mayor en los tratamientos F (p = 0,004) e | (p <0,001) en verano con respecto
al control (Figura 5.3 C-D). La E fue menor en verano que en primavera en casi todas
las especies, con excepcion de A. volckmannii, en la cual no hubo diferencias
significativas entre estaciones (Figura 5.3 E-F). A pesar de diferencias entre
tratamientos en E de B. microphylla y P. ligularis, ningin tratamiento fue
significativamente diferente del control. En A. prolifera, la E fue menor en el
tratamiento I+F con respecto al control (p = 0,04), y en S. filaginoides, la E fue menor
en los tratamientos F (p = 0,005) e I+F (p = 0,001) en primavera con respecto a control,
y mayor en los tratamientos F (p = 0,007) e I (p <0,001) en verano con respecto al
control (Figura 5.3 E-F).
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Tabla 5.2. Resultados de los test-F de la tasa fotosintética (A), la conductancia estomatica (gs) y

la transpiracion (E) por unidad de &rea para cada especie. Se muestran el valor estadistico F, los

grados de libertad (df) y el valor de probabilidad p, para tratamiento (T) y estacion del afio (E).

Test-F
Especie A Os E
TXE: Fgs7y=2,21p=0,096  TXE: F;357=1,3p=0,28 TXE: Fgs7=1,42 p=0,24
A. prolifera T: Fze0)= 6,70 p = 0,0006 E:Fuen=2,66p=0,11 E: F60= 20,54 p <0,0001
E: F60= 5,76 p=0,019 T: Faen=2,97 p=0,039 T: Fae0 = 4,61 p =0,0057
TXE: Fgsgy= 1,58 p = 0,20 TXE: F3s9y=0,36 p=0,78 TXE: Fgs9y= 0,49 p = 0,69
A.volckmannii  E: F362=0,11p =0,74 E: F162=0,0005 p = 0,98 T: F3e2=0,56p=0,64
T:Fze3=2,35p=0,08 T:Fies=1,48p=0,23 E: F65=0,24 p=0,62
TXE: Fgss = 2,47 p = 0,07 TXE: F3s4=0,50 p=0,69 TXE: F3s5=0,56 p = 0,64
B. microphylla  T: Fsg = 2,60 p=0,06 T: Fsr= 6,25 p =0,001 T: Fss8)= 3,48 p=0,0216
E: Fuss=14,04p=0,0004 E:Fysy=5,07p=0,028 E: Fuse = 9,27 p = 0,0035
TXE: Fgsn=0,22p=0,88 TXE: F3s=0,64 p=0,59 TXE: Fgs=0,52 p=0,67
P. ligularis T: Fzeo)=0,95p=0,42 T: Fze1)= 4,48 p = 0,0066 T: Fze1)= 5,14 p = 0,0031
E: Faes = 47,75 p <0,0001 E: Faey= 41,78 p <0,0001 E: Faey= 77,13 p <0,0001
TXE: F3ssy=0,81p = 0,49 TXE: Fgs5y= 0,58 p = 0,63 TXE: Fgssy= 0,87 p = 0,46
P. speciosa T: Fze1y=5,99 p=0,0012 T:Feey=1,82p=0,15 T: Fe=2,23 p=0,093
E:Faey=1539p=0,0002 E:F64=1022p=0,0022 E:F(gy=13,06p=0,0006
S. filaginoides ~ TXE: F(354= 4,23 p=0,0093 TXE: F3s54y= 7 p = 0,0005 TXE: Fgssy=5,80 p = 0,0016
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Figura 5.3. (A-B) Tasa de fotosintesis (umol CO, m? s) en primavera y verano, (C-D)
conductancia estomatica (mmol H,O m? s?) en primavera y verano, y (E-F) tasa de
transpiracion (mmol H,O m? s™) en primavera y verano, para cada especie y tratamiento:
control (C), fertilizacion (F), irrigacion (l) e irrigacion-fertilizacion (I1+F) en una estepa

patagénica. Los simbolos representan la media +IC (n= 3-9).
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La eficiencia en el uso de agua instantanea (EUAins) estimada a partir de la
relacion entre A 'y g, vario entre tratamientos y estaciones, segun la especie (Tabla 5.3).
En A. prolifera, A. volckmannii y P. speciosa, la EUA; no fue significativamente
diferente entre tratamientos ni entre estaciones (Figura 5.4). En B. microphylla, la
EUAIrs fue mayor en el tratamiento de fertilizacion (p = 0,045) y marginalmente mayor
en el tratamiento de irrigacion (p = 0,079) con respecto al control en primavera, y fue
mayor en el tratamiento 1+F con respecto al control en verano (p = 0,0499). A su vez, en
el tratamiento I1+F en B. microphylla, la EUA;,s fue mayor en verano que en primavera
(p = 0,001) (Figura 5.4). En P. ligularis, la EUA,s fue mayor en los tratamientos F (p =
0,026) e I+F (p = 0,013) y marginalmente mayor en el tratamiento | (p = 0,078) con
respecto al control, y fue menor en verano que en primavera (p <0,0001). En S.
filaginoides, la EUA,s fue mayor en los tratamientos F (p = 0,017) e I+F (p <0,001) con

respecto al control.

Tabla 5.3. Resultados de los test-F de la eficiencia en el uso del agua instantanea (EUA;) para
cada especie. Se muestran el valor estadistico F, los grados de libertad (df) y el valor de

probabilidad p, para tratamiento (T) y estacion del afio (E).

Especie Test-F
TXE: F(3,57) =2,22 p= 0,096
A. prolifera T: Fze0)= 0,70 p=0,56
E: F(1’53) = 1,79 p= 0,18

TXE: F(3v5g) =0,27p=0,84
A.volckmannii  T: Fgey=1,24p=0,30
E: F(1’55) =161 p= 0,21

B. microphylla ~ TXE: F(3s4= 9,13 p = 0,0001

TXE: F357=0,7 p=0,56

P. ligularis E: F(160)= 16,66 p = 0,0001
T: Fe0)=4,75 p =0,0049
TXE: F(3,58)= 1,59 p= 0,20

P. speciosa E: Fuey=0,025p =0,875
T: F(3'62)= 1,69 p= 0,18
TXE: F(3'54) =0,95 p= 0,42

S. filaginoides  E: Fq57=0,20 p = 0,66

T: Fgsg=5,87 p=0,0014
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Figura 5.4. Eficiencia en el uso de agua instantanea (EUAi,; pmol CO, mmol H,O™) en
primavera (A) y verano (B), para cada especie y tratamiento: control (C), fertilizacion (F),
irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (1+F) en una estepa patagonica. Los simbolos representan

la media £IC (n= 3-9).

Como puede verse en la Figura 5.5, la reduccion en la tasa fotosintética de
primavera a verano fue sustancialmente menor en el tratamiento de irrigacion con
respecto al control en casi todas las especies, excepto en A. prolifera y en A.
volckmannii. Ademas, la reduccion fue menor en los tratamientos con fertilizacion en B.

microphylla y S. filaginoides, y en el tratamiento I+F en los pastos respecto al control.

127



100
ClcEF I+ _
~ _
< 75¢ _
<
[
© _
S 50}
[3)
-
£
£
®o 25
&)
0 [ i
> B 2 oo > S
@ &
© & R O < O
Q \C}{" '\d‘ \ R .@Q
LRGSR S RS
L >
Especie

Figura 5.5. Disminucion en la tasa de fotosintesis de primavera a verano (%) para cada especie
y tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (1+F) en una

estepa patagonica.

El analisis isotépico de las hojas revelé modificaciones en el contenido de **C
por efecto de los tratamientos, dependiendo de la especie (F(s548 = 598,26, p <0,0001
para el efecto de la interaccién). El 8*3C vari6 entre -31 y -24.5 %o (Figura 5.6 A). En
los tratamientos de fertilizacion e 1+F, el §**C aument6 respecto al control en todas las
especies (p <0,0001), excepto en A. volckmannii en el tratamiento F, y en A
volckmannii y A. prolifera en el tratamiento I+F, en las cuales 8*3C disminuyé (p
<0,001). Un comportamiento opuesto fue observado en el tratamiento de irrigacion
donde el 5"°C disminuy6 en tres especies (A. volckmannii, B. microphylla y P. speciosa)
(p <0,0001) y aumenté en una sola especie (S. filaginoides) respecto al control (p
<0,0001).
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El contenido de C y N de las hojas se modificé por efecto de los tratamientos,
existiendo interaccion significativa con la especie (Fgs4g = 9,31 p <0,0001 y Fi548) =
27,57 p <0,0001, respectivamente). En A. volckmannii, B. microphylla y P. speciosa el
contenido de C no cambid con los tratamientos (p >0,05; Figura 3.6 B). El contenido de
C aument6 marginalmente en dos especies (A. prolifera y P. ligularis) en el tratamiento
F respecto al control (p = 0,069 y p = 0,079, respectivamente), mientras que en el
tratamiento | aumentd en una especie (A. prolifera, p = 0,047) pero disminuyé en otras
dos (P. ligularis y S. filaginoides; p <0,001 en ambas especies). En el tratamiento I+F,
el contenido de C aument6 marginalmente en P. ligularis (p = 0,073) y disminuyd en A.
prolifera respecto al control (p <0,001). Por otra parte, el contenido de N aument6 en
todas las especies en los tratamientos F e I+F respecto al control (p <0,001), y
disminuyd en el tratamiento | en P. ligularis (p = 0,042) y S. filaginoides (p <0,001)
respecto al control (Figura 5.6 C). La relacion C:N de las hojas cambi6 por efecto de los
tratamientos, con interaccion significativa con la especie (Fgs.4s = 45,12 p <0,0001),
disminuyendo en los tratamientos F e I+F en todas las especies (p <0,001) y
aumentando en el tratamiento | en dos especies (P. ligularis y S. filaginoides; p = 0,045

y p <0,01, respectivamente) respecto al control (Figura 5.6 D).
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Figura 5.6. (A) 8"°C (%), (B) contenido de C (%), (C) contenido de N (%) y (D) relacion C:N,
para cada especie y tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (I) e irrigacion-

fertilizacion (1+F) en una estepa patagdnica. Los simbolos representan la media £IC (n= 3).

La eficiencia en el uso de agua intrinseca integrada en el tiempo (EUAiq;
estimada a partir de &'C) vari6 entre tratamientos y especies, con interaccion
significativa (F(54s = 525,43 p <0,0001). La EUA;, fue mayor en el tratamiento de
fertilizacion respecto al control en todas las especies (p<0,0001), excepto en A.
volckmannii, en la cual EUA;y disminuy6 (p <0,001) (Figura 5.7). En el tratamiento I, la
EUAin disminuyé en tres especies (A. volckmannii, B. microphylla y P. speciosa; p
<0,0001 en todas las especies) pero aumenté en S. filaginoides (p <0,0001). En el
tratamiento 1+F, disminuy0 en dos especies (A. prolifera y A. volckmannii; p <0,0001 en
ambas especies) pero aumentd en las otras cuatro especies respecto al control (p
<0,0001) (Figura 5.7).
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Figura 5.7. Eficiencia en el uso de agua integrada en el tiempo (EUA;,; pmol CO, mmol H,0™)
para cada especie y tratamiento: control (C), fertilizacién (F), irrigacion (1) e irrigacion-

fertilizacién (1+F) en una estepa patagénica. Los simbolos representan la media £IC (n= 3).

La relacion entre la EUA s con la EUA,: en el tiempo fue significativa (F(1,22) =
4,67, p = 0,04, R* = 0,18) (Figura 5.8). Sin embargo, la pendiente de esta relacién fue
menor a la relacion 1:1, indicando que la eficiencia de uso de agua instantanea es menor

que la eficiencia de uso de agua integrada en el tiempo.
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Figura 5.8. Relacién entre la eficiencia de uso de agua instantanea (EUA;s) v la eficiencia de
uso de agua integrada (EUA;.). Cada punto es la media de cada tratamiento y especie £IC. La
linea continua es la funcion lineal ajustada a todos los datos. La banda gris es el intervalo de

confianza del 95%. La linea punteada es la relacion 1:1.

La eficiencia en el uso del Nitrogeno fotosintético (EUN) fue modificada por
efecto de los tratamientos (aunque no se pudo evaluar la significancia estadistica de
estos cambios, ya que fue calculada a partir de valores medios de A y de contenido de N
para cada especie y tratamiento debido a que ambas variables no fueron analizadas en
las mismas muestras vegetales) (Figura 5.9). En el tratamiento F se observd una
reduccion de la EUN de hasta un 50% con respecto al control, méas evidente en P.
ligularis, P. speciosa y S. filaginoides, mientras que en el tratamiento 1+F se observo
una reduccién de la EUN de entre 23 y 58% con respecto al control en todas las
especies. En el tratamiento | hubo un aumento en la EUN de entre 45 y 62% en B.

microphylla, P. ligularis y P. speciosa respecto al control.
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Figura 5.9. Eficiencia en el uso de nitrégeno (umol CO, mol N) para cada especie y
tratamiento: control (C), fertilizacién (F), irrigacion (1) e irrigacién-fertilizacién (I+F) en una

estepa patagonica.

5.3. DISCUSION

5.3.1. Nitrégeno foliar e intercambio de gases

Consistente con la tendencia global de limitacion por Nitrogeno en los
ecosistemas semidridos alrededor del mundo, demostrada en el meta-analisis realizado
por Yahdjian, Gherardi, & Sala (2011), las especies vegetales respondieron al
incremento experimental de N. Luego de 4 afios de iniciado el experimento y donde la
disponibilidad de N en el suelo se incremento (ver Tabla 1.3, Capitulo 1), el contenido
de N de las hojas de todas las especies aumento en los tratamientos con fertilizacion,
independientemente de la disponibilidad de agua, respecto al control. En un estudio
realizado por Yahdjian, Gherardi, & Sala (2014) en un &rea proxima a la del presente
estudio, aunque realizado durante dos afios en pequefias parcelas, solo se observo una

respuesta positiva a la fertilizacién en las gramineas, mientras que el contenido de N en
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las hojas de los arbustos no fue modificado (excepto en S. filaginoides), en contraste
con los resultados del presente experimento realizado a més largo plazo. A pesar del
hecho de que en general los pastos exploran capas méas superficiales del suelo para la
captura de agua (Bucci et al. 2009, 2011) y de formas inorganicas de N (Gherardi, Sala,
& Yahdjian 2013; Sala et al. 2012), y que tienen una economia de N mas abierta (Sala
et al. 2012) respecto a los arbustos, en el presente estudio todas las especies fueron
capaces de responder a la adicion de N en el suelo aumentando el contenido de N en sus
hojas. Esto sugiere que los arbustos podrian, en suelos mas ricos en N disponible, estar
capturando este recurso también de los horizontes superficiales y que todas las especies
estarian limitadas por N pero que quizd la velocidad de la respuesta a la mayor
disponibilidad del recurso sea diferente, siendo menor para los arbustos. Incluso la
especie con capacidad de fijar N atmosférico, A. volckmannii (Golluscio, Faigén, &
Tanke 2006), incrementd la concentracion de N en sus hojas, lo que indicaria que bajo
condiciones de alta disponibilidad de N no estaria fijando N simbidticamente. La
deposicion o la adicion de N pueden inhibir su fijacion bioldgica (Regus et al. 2017),

siendo ésta mas costosa que la absorcion de N desde el suelo (Vitousek et al. 2002).

Los efectos del aumento en la disponibilidad de N en el suelo sobre el contenido
de N en las hojas fueron independientes del tratamiento de irrigacion indicando que el
impacto del N no fue mediado por la disponibilidad de agua. Kowaljow & Fernandez
(2011) hipotetizaron que los arbustos aprovechan los pequefios pulsos de agua para
adquirir N del suelo; sin embargo, en el presente estudio no se observé un aumento en el
contenido de N de las hojas en el tratamiento de irrigacion por lo que tal hipétesis no
fue corroborada. En otros estudios en otros ecosistemas tampoco se observo un aumento
en la captura de N con el incremento en la disponibilidad de agua (Choi et al. 2005;
Fernéndez, Pissolito, & Passera 2018; Ll et al. 2014; Miller & Timmer 1994; Villar-
Salvador et al. 2005). Por otra parte, la irrigacion sola sin adicién de N no indujo
modificaciones en el contenido de N de las hojas, coincidiendo con los resultados de
Choi et al. (2005).

Algunos autores han observado un aumento en las tasas fotosintéticas con mayor
concentracion de N foliar cuando hay suficiente disponibilidad de agua (DaMatta et al.
2002a; Niu et al. 2010). Los resultados del presente estudio indican que la adicion de
agua, aunque no la de fertilizante, conduce a un aumento en las tasas de intercambio

gaseoso excepto en A. volckmannii y en S. filaginoides donde la fertilizacion incremento
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la fotosintesis durante la estacion seca. Varios estudios han observado efectos
significativos de la precipitacion y de la fertilizacion sobre la conductancia estomatica y
la fotosintesis. Sin embargo, hay resultados contradictorios. Por ejemplo, mientras que
en algunos estudios con especies arboreas se ha encontrado una disminucién de gs por
efecto de la fertilizacion (Amponsah et al. 2004; Bucci et al. 2006; Ewers, Oren, &
Sperry 2000), en otros estudios no se observaron cambios (Clearwater & Meinzer 2001;
DaMatta et al. 2002a; Medici et al. 2007; Talhelm, Pregitzer, & Burton 2011; Villar-
Salvador et al. 2005) o el efecto fue positivo (Green & Mitchell 1992; Villar-Salvador et
al. 2005). En otros estudios tampoco se encontrdé un aumento en las tasas fotosintéticas
en tratamientos con fertilizacion (Talhelm, Pregitzer, & Burton 2011), incluso luego de
8 afios de tratamiento (Wang et al. 2018). La falta de una respuesta significativa de la
tasa de fotosintesis a la fertilizacion podria indicar ciertas limitaciones por otros
nutrientes, como Ca y Mg, que son fundamentales para el metabolismo de las plantas
(Bauer et al. 2004; Elvir et al. 2006; Schaberg, Perkins, & McNulty 1997). Incluso se
han reportado pérdidas de Ca®* de las plantas con aumento en la disponibilidad de N
(Likens, Driscoll, & Buso 1996; Perakis et al. 2006). Aunque no se ha determinado el
contenido de P en las hojas, se podria descartar la limitacion por este nutriente dado que
uno de los fertilizantes utilizados en este estudio fue fosfato diamonico. Sin embargo, la
disminucion del pH en el suelo en las parcelas F e I+F (ver Tabla 1.3, Capitulo I) pudo
reducir la solubilidad del P. Por otro lado, mientras hubo un aumento en la
concentracion de clorofilas en las hojas, la adicién de N no afectaria la produccién de
proteinas solubles como la Rubisco como para observar mayores cambios en la tasa de
fotosintesis, tal como ha sido observado en otros estudios (Lu et al. 2006). Ademas,
podria ser considerada una limitacién no estomaética de la fotosintesis tal como una
reduccién en la conductancia del mesofilo (Galmés, Medrano, & Flexas 2007). El
exceso de N puede también tener efectos adversos sobre la tasa de fotosintesis tal como
fue observado en dos de las especies cuando fue combinado con la adicion de agua.
Ademas, algunas especies pueden aumentar su captura de N cuando hay mayor
disponibilidad y reservarlo en sus tejidos, sin incrementar su productividad (Fernandez,
Pissolito, & Passera 2018).

La mayor tasa de fotosintesis en el tratamiento de irrigacién respecto al control y
a los otros tratamientos, sin que el contenido de N y de clorofilas haya incrementado,

podria ser consecuencia del incremento en la difusion estomatica del CO; en relacion al
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control debido al aumento en la conductancia estomatica. Esto sugiere que mientras el
control estomatico bajo condiciones de sequia evitaria el estrés hidrico en estas especies
(Scholz et al. 2012) limitaria la asimilacion de CO,. En estudios previos en la estepa
patagonica, Golluscio, Sala, & Lauenroth (1998) y Golluscio, Sigal Escalada, & Pérez
(2009) observaron que solo los pastos respondieron positivamente a la adicion de
grandes pulsos de lluvia (30 mm), reflejadndose en un aumento en las tasas fotosintéticas
y en la conductancia estomatica. Sin embargo, en el presente estudio este aumento fue
observado con pulsos méas pequefios (5 mm) acumulando entre el final de la estacion de
crecimiento y estacion seca aproximadamente un 20-25% méas de agua que la
precipitacién media anual. Aunque algunas de las especies arbustivas tengan acceso a
fuentes de agua mas estables en el suelo y méas profundas (Bucci et al. 2009), todas las
especies arbustivas de este estudio poseen raices superficiales tal que exploran las

primeras capas del suelo.

Durante la estacion seca e independientemente del tratamiento las especies
exhibieron mayor control estomatico que durante la estacion de crecimiento y una
reduccion de la tasa de fotosintesis. A pesar de que particularmente la fertilizacion no
indujo un aumento en la tasa de fotosintesis, en todos los tratamientos la reduccion
estacional en la fotosintesis fue de menor magnitud que en el control en cuatro de las
seis especies estudiadas. La adicion de agua mas que la de N permitié mantener las tasas
de fotosintesis a niveles mas cercanos a los de la estacion de crecimiento. Es decir que
la asimilacién de carbono integrada en el tiempo podria ser mayor bajo los efectos de la

adicion de recursos y de mayor magnitud con la adicion de agua.

5.3.2. Eficiencia de uso de agua y del Nitrégeno

Debido a que las tasas de intercambio gaseoso son mediciones instantaneas, que
no integran los procesos fisiologicos en un periodo de tiempo prolongado, una mejor
alternativa para evaluar los efectos de los cambios en las condiciones ambientales la
constituye el analisis de los is6topos estables (Dawson et al. 2002; Ferrio et al. 2005;
Michener & Lajtha 2007; Santiago et al. 2005). La abundancia relativa del *C en las
hojas maduras fue analizada en este estudio como una medida integrada en el tiempo de
la respuesta de las plantas a la fertilizacion e irrigacion. El grado de discriminacion del

3C por la planta es dependiente de diferentes factores, como la temperatura, la
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humedad, la luz, la concentracion de CO, y la disponibilidad de nutrientes en el suelo,
que afectan la relacién entre la conductancia estomatica y la tasa fotosintética
(Ehleringer, Hall, & Farquhar 1993; Farquhar, Ehleringer, & Hubick 1989). En general,
la concentracion de *C (5'°C) en las hojas de las especies analizadas fue afectada tanto
por la adicién de agua como de nutrientes. EI aumento observado en el §3C por efecto
de la fertilizacion, sola y combinada con la irrigacion, fue también encontrado en otros
estudios realizados en otros ecosistemas (Cabrera-Bosquet et al. 2007; DaMatta et al.
2002b; Jenkinson, Coleman, & Harkness 1995; Serret et al. 2008; Zhao, Xiao, & Liu
2007). Este incremento en el 5°C y, por ende, en la EUA en respuesta a la fertilizacion
al final de la estacion de crecimiento podria ocurrir a causa de una mayor limitacion
estomatica de la fotosintesis (menor conductancia estomatica) o mayor eficiencia de
carboxilacion de los tejidos fotosintéticos, o ambos (Cabrera-Bosquet et al. 2007;
Hogberg et al. 1995; Ripullone et al. 2004; Serret et al. 2008). Otra explicacién podria
ser un aumento en la asimilacién de carbono sin cambios en el comportamiento
estomético (Clearwater & Meinzer 2001; DaMatta et al. 2002b; Ripullone et al. 2004).
El mayor contenido de N en las hojas de los tratamientos de fertilizacion sugiere una
mayor capacidad fotosintética intrinseca de los tejidos verdes, lo que causaria el
incremento en §'°C. Diversos estudios (Livingston et al. 1999; Mckee et al. 2002;
Sparks & Ehleringer 1997) han encontrado una relacién negativa entre el contenido de
N foliar y la A™C (o, dicho de otro modo, una relacion positiva entre el contenido de N
y 83C), lo cual refuerza la idea de que mayor contenido de N se corresponde con mayor

capacidad fotosintética y menor concentracion interna de CO,.

Mayor disponibilidad de agua en el suelo ejerce una influencia significativa
sobre la discriminacion del **C (A™*C) de las hojas (Ehleringer, Hall, & Farquhar 1993;
Youfeng, Weiguo, & Zhisheng 2008). Plantas expuestas a déficit hidrico generalmente
producen hojas con menor A™C tal que son més eficientes en el uso de este recurso
(Hubick & Farquhar 1989; Meinzer, Goldstein, & Grantz 1990; Navarrete-Campos et
al. 2013). Del mismo modo ha sido observado que el aumento en la disponibilidad de
agua disminuye la EUA en diferentes especies (Chen et al. 2005; Choi et al. 2005;
Hogberg et al. 1995; Wang et al. 2016; Warren, McGrath, & Adams 2001; Wei et al.
2015; Xu & Zhou 2005). Incluso, y en contraste con los resultados del presente estudio
para tres de las especies analizadas, Golluscio & Oesterheld (2007) encontraron que en

afios humedos la EUA de especies arbustivas y herbaceas de la estepa patagénica
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aumenta respecto a la de afios secos. Esta variabilidad inter-especifica en las respuestas
de la EUA a la disponibilidad de agua ha sido observada en otros ecosistemas por
Miller, Williams, & Farquhar (2001). Posiblemente el aumento en la tasa de fotosintesis
en dos de las tres especies donde la EUA disminuyd con la irrigacion haya determinado
la menor discriminacion isotépica en el presente estudio. Mientras que para S.
filaginoides la EUA incremento en el tratamiento |, consistente con los resultados de
Golluscio & Oesterheld (2007), la disminucion en la resistencia a la carboxilacion pudo

ser mas importante que el aumento en gs cuando la disponibilidad de agua aumento.

En este estudio el §3C de las hojas fue también variable entre las especies (-31 a
-24.5 %o) al igual que lo observado por Golluscio & Oesterheld (2007) para varias
especies de arbustos, herbaceas dicotiledéneas y pastos de la estepa patagdnica. A
diferencia de otros estudios donde se observaron los valores mayores de 8*3C en las
especies arbustivas que en las herbaceas (Smedley et al. 1991; Wang et al. 2016), las
dos especies de gramineas del presente experimento tuvieron valores intermedios.
Adesmia volckmannii, la especie fijadora de N, fue la que presenté mayor contenido de
N y mayor §'*C de todas las especies del presente estudio. Esto tiene sentido ya que una
mayor cantidad de N foliar se relaciona con mayor 5°C (Bai et al. 2008; Sparks &
Ehleringer 1997). Se considera que las especies deciduas son menos conservativas en el
uso del agua que las siempreverdes (Lloyd & Farquhar 1994), de modo de maximizar
las tasas fotosintéticas durante la estacion de crecimiento. Sin embargo, en el presente
estudio no se observo un efecto de la fenologia foliar sobre el §**C, coincidiendo con lo

encontrado por Leffler & Enquist (2002) y Vitéria et al. (2018).

La comparacién de la EUA integrada en el tiempo (estimada a partir de §*3C)
con la instantdnea (estimada a partir de la medicién puntual de fotosintesis y
conductancia estomatica durante la estacion de crecimiento), se encontrd que esta Ultima
subestimo los valores de la EUA integrada. Esto también fue encontrado por Meinzer,
Saliendra, & Crisosto (1992) y sugirieron que la subestimacion de los valores de EUA
instantanea podria ser el resultado de una distribucién en parches de la apertura
estomatica, siendo asi sobrestimada la gs durante las determinaciones de intercambio
gaseoso. Tomando en cuenta que esta caracteristica es mas frecuentemente observada en

hojas de plantas que experimentan mayor déficit hidrico, podria ser una posibilidad.
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La adicion de nutrientes provocd una disminucion en la EUN en las especies
analizadas de la estepa patagonica, posiblemente a causa de la falta de respuesta en la
fotosintesis, aun con aumento de N foliar, si bien en la mayoria no hubo un aumento en
la cantidad de clorofilas. En diferentes ecosistemas se han encontrado relaciones
funcionales negativas entre la disponibilidad de N del suelo y la EUN (Bridgham et al.
1995; Serret et al. 2008; Tateno & Takeda 2010; Yuan et al. 2006). Livingston et al.
(1999) encontraron una correlacion negativa entre la EUA y la EUN en plantas
expuestas a diferentes niveles de irrigacion y fertilizacion. Esto coincide con los
resultados del presente estudio que muestran un aumento en la EUA y una disminucion
en la EUN en la mayoria de las especies bajo el tratamiento de fertilizacion y un
comportamiento opuesto en el tratamiento de irrigacion. En el tratamiento de irrigacion
disminuyd la cantidad de amonio (y tendié a ser menor la cantidad de nitrato también)
en las capas mas superficiales del suelo (Capitulo I1), y disminuyé la cantidad de N en
las hojas de los pastos, lo que se tradujo en un aumento en la EUN. Un incremento en la
EUN con mayor disponibilidad de agua sugiere en este caso mayor limitacién de N para
la productividad de las plantas, tal como explican Epstein et al. (2006). En el
tratamiento que combind fertilizacion e irrigacion se evidencié mas el efecto de la
fertilizacion, sugiriendo una mayor limitacion de nutrientes que de agua o bien una

irrigacion insuficiente para lograr un mayor efecto de ese tratamiento.

5.4. CONCLUSIONES

En conclusidn, los resultados sugieren que las especies arbustivas y gramineas
mas representativas de la estepa patagOnica presentan algunas caracteristicas
compatibles con la plasticidad fenotipica frente a cambios en la disponibilidad de agua y
nutrientes. Las especies fueron todas capaces de capturar mas N del suelo por efecto de
la fertilizacion aunque en general no lo asignaron a mayor produccion de pigmentos
fotosintéticos. Ademas, no hubo un aumento en la conductancia estomatica bajo los
tratamientos F e I+F, con lo cual posiblemente no pudieron aumentar la difusion del
CO,, limitando el incremento esperado en la tasa de fotosintesis en base al aumento
significativo en el N foliar, excepto en A. volckmannii y S. filaginoides durante la
estacion seca. Esto sugiere un cierto grado de desacople entre la fotosintesis y el N
foliar en algunas especies. Por otro lado, mientras que la adicién de agua no afecto el

contenido de N en las hojas, el aumento en la conductancia estomatica pudo facilitar la
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difusion de CO; e incrementar la tasa de fotosintesis, sugiriendo que el agua es el factor
mas limitante para la fotosintesis cuando la disponibilidad de agua es baja y que no hay
un efecto aditivo del tratamiento I+F. Tanto la adicion de N como de agua mantuvo las
tasas de asimilacion de carbono a valores relativamente méas altos en la estacion seca
respecto a la estacion de crecimiento que en el control. En el Capitulo VII se hace
referencia a las consecuencias de la adicion de agua y nutrientes a nivel de individuo

sobre el crecimiento y la productividad.
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Capitulo VI

Efectos de la irrigacion y de la fertilizacion sobre la

resistencia a bajas temperaturas de arbustos y pastos

6.1. INTRODUCCION

Las bajas temperaturas, ademas de la disponibilidad de agua y nutrientes,
constituyen un factor de estrés importante que afecta el crecimiento, la productividad y
la distribucion de las especies vegetales en el mundo (Levitt 1980). Los escenarios
climaticos predicen un mayor incremento en las temperaturas a mayores latitudes y mas
en invierno que en verano (Rapacz et al. 2014). Ademas, se predice que la temperatura
minima diaria y estacional aumentard mas que la temperatura maxima. Todo esto
sugiere que el riesgo de exposicién a temperaturas extremas disminuira; sin embargo la
frecuencia, grado y longitud de eventos extremos con temperaturas congelantes en
invierno incrementarian. En esta situacion las plantas estarian mas expuestas al

congelamiento debido a la reduccién en el periodo de aclimatacién a bajas temperaturas.

La resistencia a las bajas temperaturas, ya sea a traves de evitar o tolerar la
formacion de hielo extracelular, es clave para la supervivencia de las plantas en habitats
con temperaturas congelantes como la estepa patagonica. Las bajas temperaturas que se
observan en invierno o en primavera cuando la disponibilidad de agua en el suelo es
relativamente alta pueden afectar el uso de los recursos del suelo por parte de las
plantas. Por un lado las temperaturas bajas, aungue no sean congelantes, disminuyen la
viscosidad del agua y la permeabilidad de las membranas celulares (Ameglio et al.
1990; Lopez & Nobel 1991; Sellin & Kupper 2007) ocasionando una reduccion en el
transporte de agua dentro de la planta y un aumento en el déficit hidrico (Arias et al.
2015). Por otro lado, las temperaturas por debajo de 0°C pueden causar dafios letales en
los tejidos vegetales. El dafio por congelamiento de los tejidos vegetales generalmente
se produce por efecto de la deshidratacion del citoplasma durante la formacion
extracelular de los cristales de hielo (Xin & Browse 2000), por la ruptura de las
membranas celulares debido al crecimiento del hielo extracelular y por la formacién de
hielo intracelular (Pearce 2001). En las especies que tienen capacidad de tolerar la

formacion de hielo extracelular, esta estrategia esta relacionada a la estructura de las
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paredes y membranas celulares y a la presencia de sustancias crio-protectoras (Scholz et
al. 2012; Smallwood et al. 2002; Zhang et al. 2016).

Mientras que las hojas y los tallos de algunas especies de arbustos patagonicos
son tolerantes al congelamiento extracelular a temperaturas inferiores a -20°C (Scholz et
al. 2012; Zhang et al. 2016), las raices son en general mas sensibles al dafio por frio
(Zhang et al. 2016). Aunque las plantas puedan tolerar el congelamiento extracelular
(Zhang et al. 2016), estas pueden experimentar pérdida de la capacidad de transporte de
agua en los conductos xilematicos durante los procesos de congelamiento vy
descongelamiento. En general las raices tienen conductos Xxilematicos de mayor
diametro que otros 6rganos de la planta, lo cual favorece la formacion de embolismos
durante el invierno (Cavender-Bares 2005; Feild & Brodribb 2001; Martinez-Vilalta &
Pockman 2002). La formacion de embolismos en el sistema de transporte de agua de las
plantas, que puede ocurrir tanto por congelamiento o por déficit hidrico, puede
repercutir negativamente en la asignacion de recursos hacia el crecimiento dado los

costos asociados con la reparacion de los conductos embolizados (Bucci et al. 2003).

Una disminucidn en la resistencia al congelamiento podria afectar el crecimiento y
la supervivencia de las plantas durante la estacion de crecimiento siguiente (Malyshev
& Henry 2012). Por ejemplo, un aumento en la concentracion de Nitrégeno en los
tejidos puede disminuir la aclimatacion a bajas temperaturas como resultado de un
mayor contenido de agua en los tejidos o de una menor acumulacion de C en plantas
fertilizadas (Malyshev & Henry 2012). Asi, se ha observado que la fertilizacién con N
puede reducir la resistencia a las heladas en algunas especies de plantas (Flgistad &
Kohmann 2004; Hellergren 1981; Pellet & Carter 1981; Villar-Salvador et al. 2005;
Welterlen & Watschke 1985). Sin embargo, otros estudios han encontrado el efecto
opuesto, es decir, un incremento en la resistencia a las bajas temperaturas (Bigras et al.
1996; Sandli et al. 1993), o bien no encontraron ningun efecto (Birchler, Rose, & Haase
2001; Flgistad 2002). El aumento en la concentracion de nutrientes puede incrementar
la capacidad de super-enfriamiento, en particular en las especies que evitan el
congelamiento, disminuyendo el potencial osmatico de la savia. Un mayor contenido de
N en las hojas como resultado de la fertilizacion puede estar destinado a proteinas crio-
protectoras. Sustancias como las dehidrinas o la prolina que funcionan de manera no

coligativa, pueden actuar como crio-protectoras de las membranas celulares previniendo
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su ruptura (Gallardo-Cerda et al. 2016; Trischuk et al. 2014) o la deshidratacién celular
(Eriksson et al. 2011; Kumar & Bhatla 2006) a temperaturas debajo de cero grado.

Por otra parte, mientras que la sequia puede incrementar la tolerancia al
congelamiento (Medeiros & Pockman 2011), una mayor disponibilidad de agua por
efecto de la irrigacion podria disminuir la resistencia a las bajas temperaturas. Mayor
volumen de agua en los tejidos aumenta la probabilidad de formacion de hielo a
temperaturas més altas (Arias et al. 2017; Wilson, Heneghan, & Haymet 2003).
Asimismo las especies expuestas a mayor disponibilidad de agua presentan menor
cantidad de solutos osmoéticamente activos, los cuales contribuyen a disminuir la

temperatura de nucleacion de hielo (Arias et al. 2015).

El objetivo de nuestro estudio fue evaluar el impacto de la fertilizacion e
irrigacion sobre la resistencia a las bajas temperaturas de arbustos y pastos de la estepa
patagénica. La hipdtesis planteada establece que la adicion de nutrientes incrementa la
tolerancia a las bajas temperaturas, mientras que la adicion de agua disminuye la
resistencia a las bajas temperaturas. Principalmente la adicién de N podria proveer los
recursos necesarios para incrementar la cantidad de compuestos organicos como
aminoacidos o proteinas solubles que cambian el umbral de temperatura a la cual las
plantas exhiben dafios celulares. En cambio, un mayor contenido de agua en los tejidos
incrementaria la probabilidad de formacion del niacleo de hielo a mas altas
temperaturas. Para responder a este objetivo se realizd un experimento de irrigacion y
fertilizacion a campo y se trabajo con especies arbustivas y herbaceas representativas de
la estepa patagdnica tal como fue descripto en el Capitulo | de esta tesis. Se determin6
el contenido de agua de los tejidos, la temperatura de nucleacion del hielo a través de

analisis térmico diferencial y la temperatura de dafio de los tejidos.

6.2. MATERIALES Y METODOS

6.2.1. Contenido relativo de agua

Para cada especie y tratamiento (control, fertilizacion, irrigacion vy fertilizacion +
irrigacion) se determino el contenido relativo de agua (CRA) de hojas, tallos y raices en
agosto de 2018. En el caso de las hojas el CRA (y las otras variables mencionadas
abajo) fueron determinadas solo en las especies siempreverdes (Berberis microphylla,
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Senecio filaginoides, Poa ligularis y Pappostipa speciosa), dado que en invierno
especies como Adesmia volckmannii y Azorella prolifera no poseen hojas. Para el CRA
de raices (asi como las otras variables mencionadas abajo) fueron solo estudiadas en las
dos especies de gramineas, ya que las mismas presentan las raices mas superficiales
(Tabla 1.2, Capitulo I) y estarian mas expuestas a las bajas temperaturas. Cinco a 10
ramas de cada especie de arbusto y 5 a 10 vastagos de cada especie de pasto fueron
colectados por la mafiana y almacenados en bolsas plasticas hasta su posterior analisis
en el laboratorio. Las muestras (cada una compuesta de 3 a 5 hojas, 0 un segmento de
tallo terminal o 5 segmentos de raices) fueron primero pesadas para obtener la masa
fresca (MF), luego se sumergieron en agua destilada por 24 horas y fueron pesadas
nuevamente para obtener la masa saturada (MSat). Finalmente, las muestras fueron
secadas en estufa a 60°C por 72 horas y luego pesadas para obtener la masa seca (MS).
El CRA fue calculado como: (MF-MS)/(MSat-MS)*100.

6.2.2. Analisis térmico

El analisis térmico fue realizado en muestras de hojas, tallos y raices de cada
especie y en cada tratamiento para determinar la temperatura de nucleacion de hielo
(INT por su sigla en inglés). Las muestras fueron colectadas en agosto de 2018, en 10
individuos de cada especie y en cada tratamiento. Las muestras fueron colocadas en un
bafio de frio (Thermo Fisher Scientific, USA) con una mezcla de agua y etilenglicol en
una relacién 1:1 que permite una tasa de descenso de la temperatura de 5°C h™* desde la
temperatura ambiente hasta -27°C. La tasa de descenso de la temperatura fue similar a
la utilizada en otros estudios (Lipp et al. 1994; Rada et al. 2001; Zhang et al. 2016), y
refleja la tasa maxima de disminucion de la temperatura observada en el campo en el
area de estudio (Zhang et al. 2016). La temperatura de los tejidos (hojas, tallos
terminales y raices) fue evaluada con termopares de cobre-constantan colocados en
contacto directo con el tejido y conectadas a un sistema automatico de adquisicion de
datos (CR10X, Campbell Scientific, USA). La temperatura de cada termopar fue
registrada cada 4 segundos. Las INT fueron detectadas a partir de la formacion de
exotermas en la cinética de temperatura del tejido, ya que un incremento abrupto en la
temperatura indica liberacién de calor del agua durante la nucleacion de hielo

extracelular y/o intracelular.
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6.2.3. Dafio celular

Para evaluar el dafio de los tejidos por efecto de temperaturas bajas se uso el
método de pérdida de electrolitos (Lipp et al. 1994; Wilner 1960). Se colectaron
muestras de hojas, tallos terminales y raices de cada especie y en cada tratamiento en
agosto de 2018. En el laboratorio las muestras, cada una compuesta de 3 a 5 hojas, o un
segmento de tallo 0 5 segmentos de raices, se colocaron en tubos plésticos cerrados y se
sumergieron en un bafio de frio (Thermo Fisher Scientific, USA), con una mezcla de
agua y etilenglicol. El bafio fue configurado para disminuir su temperatura a una tasa de
5°C h}, con rampas para mantener la temperatura fija en determinados valores (5, 0, -
10, -15, -20 y -27 °C) durante 15 minutos. Después de mantener las muestras a una
temperatura determinada durante los 15 minutos (ver Lipp et al 1994; Zhang et al.
2016), 3-10 tubos de cada tejido, especie y tratamiento fueron retirados del bafio de frio
y dejados descongelar a 4°C por 2 hs. Luego se adicionaron 10 ml de agua deionizada
en cada tubo y se los mantuvo a 4 °C por 24 hs. Posteriormente, los tubos con las
muestras fueron colocados en un agitador orbital (Orbital Shaker TS-1000, Arcano) por
1 h. Luego se determin6 con un conductivimetro (Hanna HI 98311, Hanna Instruments,
USA) la conductividad eléctrica (CE inicial) de la solucién en cada muestra. Después de
la determinacion de la CE inicial, las muestras fueron colocadas en una autoclave por 20
min a 121°C. Este es un procedimiento convencional para determinar la méaxima
liberacion de electrolitos y, de ese modo, la resistencia de los tejidos al congelamiento
(Arias et al. 2015; Arora, Wisniewski, & Scorza 1992; Scholz et al. 2012).
Posteriormente las muestras fueron mantenidas por 24 hs a 4°C y luego agitadas por 1
h y determinar la CE final. La CE relativa, como un indicador de la pérdida relativa de

iones, fue calculada para cada muestra como: (CE inicial / CE final) x 100.

Las muestras no fueron inoculadas con hielo de modo de simular condiciones
naturales y evitar efectos artificiales de este método como la formacion de hielo en la
superficie de los tejidos analizados. Las mediciones de dafio celular sin inoculacién de
hielo se han usado ampliamente para evaluar la resistencia al congelamiento (por
ejemplo, Arias et al. 2015; Cavender-Bares 2005; Goldstein, Meinzer, & Monasterio
1985; Lipp et al. 1994; Sierra-Almeida and Cavieres 2010). Previamente se realizé una
prueba con dos especies de arbustos patagonicos tolerantes a la formacion de hielo

extracelular (B. microphylla y Nardophyllum obtusifolium Hook y Arn), la cual mostro
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que la inoculacién de hielo no tiene ningun efecto sobre la ruptura de la membrana

plasmatica y la evaluacion de la resistencia al congelamiento (Zhang et al. 2016).

Generalmente se determina el valor de temperatura al cual se libera el 50% de
los electrolitos (LTsp), definido como la temperatura letal de los tejidos (Cavender-
Bares 2005; Lipp et al. 1994; Zhang et al. 2016). Sin embargo en este estudio la
mayoria de las especies a -27°C, que es la temperatura minima posible alcanzada con el

bafio de frio y la mezcla liquida empleada, no experimentaron el 50% de dafio.

6.2.4. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software R version 3.4.4 (R
Development Core Team, 2018). Se usaron modelos lineales (MLs) con test-F para
evaluar el efecto de la interaccion entre tratamiento y especie (variables explicativas)
sobre el contenido relativo de agua y la temperatura de nucleacion de hielo de hojas,
tallos y raices (variables dependientes). Debido a que no se analizaron los mismos
tejidos en cada especie, debido a la ausencia de tallos en las especies de gramineas y de
hojas en las especies caducifolias, se teste6 un ML para cada tejido por separado. Para
evaluar las diferencias entre tratamientos y temperaturas (variables explicativas) sobre
el dafio celular, medido como la pérdida de electrolitos en solucion (variable
dependiente), se testearon modelos lineales (MLs) con test-F, un modelo para cada
especie y 6rgano. Cuando fue necesario, todos los modelos se ajustaron mediante
modelos de varianza; la seleccion del modelo se baso en el criterio de informacion de
Akaike (AIC) (Burnham y Anderson 2002). La simplificacion de los efectos fijos de
todos los modelos para alcanzar el modelo minimo adecuado se llevé a cabo mediante
una prueba de hipotesis (test-F). El analisis post-hoc de Tukey se utiliz6 para
comparaciones multiples en todos los modelos cuando el test-F fue significativo,
utilizando la funcion "glht" del paquete de R "multcomp™ version 1.4-8 (Bretz et al.
2010). Cuando se hicieron comparaciones entre tratamientos, solo se comparé cada
tratamiento (F, | o I+F) con respecto al control. Para graficar los resultados del modelo
mejor ajustado, se utilizo el paquete de R “visreg” version 2.5-0 (Breheny y Burchett
2017).
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6.3. RESULTADOS

La temperatura minima del aire en el sitio de estudio alcanzé valores entre -10 a
-15°C entre 2015 y 2019. Durante gran parte del afio, a excepcion del verano, las
temperaturas minimas del aire fueron menores a 0°C (Figura 6.1). La temperatura
minima del suelo a 10 cm de profundidad alcanzo valores inferiores a 0°C durante junio

y julio (Figura 6.1, gréafico inserto).
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Figura 6.1. Temperatura diaria minima del aire (desde 01/01/2015 a 31/08/2019) en la Estacion
Experimental Rio Mayo, INTA. (Fuente: http://sipas.inta.gob.ar/). El gréfico inserto muestra las
temperaturas minimas mensuales del suelo a 10 cm de profundidad para una parcela control (C),
una parcela de irrigacion (1) y una de irrigacion-fertilizacion (I1+F) durante el afio 2016,

obtenidas de psicrometros instalados en el suelo.
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6.3.1. Contenido relativo de agua

El contenido relativo de agua (CRA) de las hojas varié significativamente entre
las especies (F277) = 29,24 p <0,0001) y por efecto de los tratamientos (F 277 = 3,57 p
= 0,015), sin interaccion significativa entre ambas variables (F 268y = 1,72 p = 0,085).
El CRA de las hojas fue mayor en el tratamiento de irrigacion (p = 0,024) y
marginalmente mayor en el tratamiento de irrigacion-fertilizacion (p = 0,067) con
respecto al control en las cuatro especies analizadas (Figura 6.2 A). Ademas, el CRA de
las hojas fue mayor en P. speciosa, aproximadamente 80%, y menor en S. filaginoides,
aproximadamente 60% (Figura 6.2 A). EI CRA de los tallos no vario entre tratamientos
(F@a,162) = 0,42 p = 0,74), pero fue diferente entre las especies arbustivas (F 165y = 90,9 p
<0,0001). Los tallos de B. microphylla tuvieron mayor CRA que los de A. proliferay S.
filaginoides (Figura 6.2 B). EI CRA de las raices de los pastos fue diferente entre
tratamientos y entre las dos especies, con interaccion significativa entre ambas variables
(F(s.220= 4,85 p = 0,007). En P. ligularis el CRA de las raices disminuyé marginalmente
en el tratamiento | (p = 0,055) y significativamente en el tratamiento 1+F (p = 0,037)
con respecto al control (Figura 6.2 C). En P. speciosa aumentdé marginalmente en el
tratamiento F (p = 0,062) y significativamente en el tratamiento I+F (p = 0,027)
respecto al control (Figura 6.2 C). EI CRA de las raices de P. ligularis en el control fue
mayor que en P. speciosa (p = 0,008) (Figura 6.2 C).
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Figura 6.2. Contenido relativo de agua (CRA; %) de (A) hojas, (B) tallos y (C) raices, para
cada especie y tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion

(1+F) en una estepa patagonica. Los simbolos representan la media +IC (n= 5-10).

6.3.2. Analisis térmico

La temperatura de nucleacion de hielo (INT) de las hojas varid
significativamente entre las especies y por efecto de los tratamientos, con interaccion
significativa entre ambas variables (F316) = 2,45 p = 0,01). Solo la INT de las hojas de
P. speciosa en el tratamiento I+F fue mayor con respecto al control (p = 0,05) (Figura
6.3 A). En el resto de las especies, la INT de las hojas no fue diferente entre los
tratamientos (Figura 6.3 A). Ademas, la INT de las hojas fue menor en P. speciosa (p
<0,001 para la diferencia con el resto de las especies), cercana a -20°C, y mayor en S.
filaginoides (p <0,001 para la diferencia con el resto de las especies), cercana a -8°C
(Figura 6.3 A). En los tallos la INT no vari6 entre tratamientos (Fs 238 = 2,2 p = 0,088),
pero fue diferente entre las especies arbustivas (F241) = 49,3 p <0,0001). La INT de los
tallos de A. volckmannii y B. microphylla fue cercana a -10°C, menor que la INT de los
tallos de A. prolifera y S. filaginoides, que fue aproximadamente -8°C (p <0,0001)
(Figura 6.3 B). Por ultimo, la INT de las raices de los pastos fue diferente entre los

tratamientos (F( 111y = 8,6 p <0,0001) y entre las dos especies (F(,111) = 9,22 p = 0,003),
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sin interaccion significativa entre ambas variables (F 108y = 1,1 p = 0,352). La INT de
las raices de los pastos en el control y en el tratamiento | fue cercana a -20°C, mientras
que la INT en los tratamientos F e I+F incrementd aproximadamente 3°C (menos
negativa) en ambas especies, siendo significativamente mayor (p = 0,005 y p = 0,003,
respectivamente) que en el control (Figura 6.3 C). A su vez, la INT de las raices de P.
ligularis fue mayor que la de P. speciosa (p = 0,002) (Figura 6.3 C). La capacidad de
super-enfriamiento de las raices de P. speciosa fue similar a la de sus hojas (p = 0,14).
En cambio, en P. ligularis fue significativamente mayor la capacidad de super-

enfriamiento de las raices que la de las hojas (p <0,0001) (Figura 6.3).
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Figura 6.3. Temperatura de nucleacion del hielo (INT; °C) en (A) hojas, (B) tallos y (C) raices,
para cada especie y tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-

fertilizacion (1+F) en una estepa patagodnica. Los simbolos representan la media £IC (n= 9-15).

6.3.3. Dafo celular
El dafio celular fue variable entre las especies y los 6rganos analizados. En
ningun caso se alcanzo un 100% de dafio a -27°C, la minima temperatura alcanzada en

el experimento de frio (Figura 6.4). El dafio celular de las hojas, estimado a partir de la
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pérdida relativa de electrolitos, fue casi nulo en B. microphylla (aproximadamente 1% a
-27°C) (Figura 6.4 A). En P. ligularis el dafio vario significativamente por efecto de los
tratamientos y entre las temperaturas analizadas, con interaccién significativa entre
ambas variables (Fq2,118 = 2,24 p = 0,014). Solo el dafio de las hojas de P. ligularis en
el tratamiento I+F fue marginalmente mayor con respecto al control a 0°C (p = 0,059),
aungue tendio a ser mayor también a temperaturas mas bajas en ese tratamiento (Figura
6.4 B). A -27°C el dafio celular en hojas de P. ligularis varié entre 34 y 72%, sin
diferencias significativas entre los tratamientos pero con tendencia a ser mayor en el
tratamiento 1+F y menor en el tratamiento | con respecto al control (Figura 6.4 B). El
dafio celular en las hojas de P. speciosa vari6 entre tratamientos y temperaturas, con
interaccion significativa entre ambas variables (F(12,34) = 2,86 p = 0,008). El dafio en las
hojas de P. speciosa fue mayor en los tratamientos de fertilizacion e 1+F con respecto al
control a -27°C (p = 0,014 y p = 0,034) y a -20°C (p <0,001 y p = 0,008) (Figura 6.4 C).
También en esta especie el dafio en las hojas fue mayor en el tratamiento F que en el
control a -10 (p = 0,006) y a 0°C (p = 0,002) (Figura 6.4 C). A -27°C, el dafio celular en
hojas de P. speciosa fue mayor que a temperaturas mas altas (p <0,0001), siendo de
aproximadamente un 20% en el control y en el tratamiento I, y cercano a 40% en los
tratamientos F e I+F (Figura 6.4 C). Por su parte, en las hojas de S. filaginoides el dafio
celular vari6 significativamente entre tratamientos (Fig7) = 11,2 p <0,0001) y entre
temperaturas (Fus7y = 36,4 p <0,0001), sin interaccion significativa entre ambas
variables (F(12,75 = 1,04 p = 0,42). En esta especies el dafio en las hojas fue mayor en el
tratamiento de fertilizacion que en el control (p <0,001), y fue mayor a -27°C que a
temperaturas mayores (p <0,001), variando entre 40 y 50% en los cuatro tratamientos
(Figura 6.4 D).

El dafo celular en tallos de A. prolifera fue significativamente diferente entre
tratamientos (Fs o2 = 6,1 p = 0,0008), pero no entre temperaturas (Fags) = 1,84 p =
0,13). En los tallos de A. prolifera el dafio fue mayor (aprox. 20%) en los tres
tratamientos (F, 1 e 1+F) que en el control (p = 0,011, p <0,001 y p = 0,004,
respectivamente) (Figura 6.4 E). En tallos de A. volckmannii y de B. microphylla el
dafio celular no vario significativamente entre tratamientos (Fsgs) = 1,74 p = 0,16 y
Fioo) = 0,35 p = 0,79, respectivamente), pero si entre temperaturas (Fuo1) = 4,65 p =
0,002 y F(93 = 11,3 p <0,0001, respectivamente). En ambas especies, el dafio celular de
los tallos fue mayor (20%) a -27°C que a -20°C (p <0,001 y p = 0,0007,
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respectivamente) (Figura 6.4 F-G). En S. filaginoides el dafio celular en los tallos fue
significativamente diferente entre temperaturas (Fug7) = 517 p = 0,0009) y entre
tratamientos (Fzg7) = 3,91 p = 0,011), sin interaccion significativa entre ambas variables
(Faz75 = 1,54 p = 0,128). En esta especie el dafio celular en los tallos fue 40% a -27°C

y ningun tratamiento se diferencio del control (Figura 6.4 H).

En las raices de P. ligularis el dafio celular fue diferente entre tratamientos y
temperaturas, con interaccion significativa entre ambos (F2113) = 2,31 p = 0,011). A -
27°C las raices de P. ligularis exhibieron un 40% y un 60% mas dafio en los
tratamientos F e 1+F respectivamente, que en el control (Figura 6.4 1). En las raices de
P. speciosa el dafio celular fue diferente entre tratamientos (F44) = 14,7 p <0,0001) y
entre temperaturas (F,44 = 65,5 p <0,0001), sin interaccion significativa (F(2,32) = 0,59
p = 0,83). Asi, el dafio fue mayor en los tratamientos F e I1+F con respecto al control (p
<0,001 en ambos tratamientos), y el dafio fue mayor a -27°C que a temperaturas
mayores (p <0,0001), siendo en los tratamientos F e I+F aproximadamente 60%

mientras que en el control fue aproximadamente 50% a -27°C (Figura 6.4 J).
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Figura 6.4. Pérdida de electrolitos (%) en hojas de (A) Berberis microphylla, (B) Poa ligularis,
(C) Pappostipa speciosa y (D) Senecio filaginoides, en tallos de (E) Azorella prolifera, (F) A.
volckmannii, (G) B. microphylla y (H) S. filaginoides, y en raices de (1) P. ligularis y (J) P.
speciosa, para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (I) e irrigacion-

fertilizacion (1+F) en una estepa patagdnica. Los simbolos representan la media IC (n= 3-11).
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6.4. DISCUSION

La hipotesis planteada de que la fertilizacion aumenta la resistencia a las bajas
temperaturas no fue validada por los resultados, ya que en algunas especies se observo
el efecto opuesto, o bien ningln efecto del tratamiento. Asi mismo la irrigacion no
aumentd la vulnerabilidad a las bajas temperaturas en ninguna de las especies

analizadas, también rechazando la hipétesis.

El analisis térmico de las especies de pastos y arbustos de la estepa patagonica
indico que, independientemente del tratamiento, la temperatura de nucleacion del hielo
fue inferior a -7,5°C, siendo sustancialmente menor en los pastos (-20°C). Esto significa
que las especies de la estepa patagonica tienen una gran capacidad de super-enfriar sus
tejidos. Estos valores podrian estar relativamente subestimados dado que cuando se
realizan los andlisis térmicos en hojas separadas de sus tallos, como en este estudio, la
INT tiende a ser menor que en hojas adheridas a sus tallos (Zhang et al. 2016). Los
valores de INT obtenidos en este estudio son consistentes con los encontrados por
Zhang et al (2016) en algunas de las especies analizadas en el presente trabajo y donde
se compard la resistencia a bajas temperaturas entre especies arbustivas en los

cafiadones con las de las mesetas patagonicas.

En casi todas las especies y tratamientos un dafio celular significativo (cerca del
50%) se produjo a temperaturas inferiores a la temperatura de nucleacién del hielo. En
B. microphylla el dafio fue insignificante a la menor temperatura alcanzada en este
estudio (-27°C). Similarmente, en un estudio previo realizado en la estepa patagénica
por Scholz et al. (2012) se observd que B. microphylla casi no exhibe dafio celular a -
20°C y que en S. filaginoides es solo de un 25%. Estos resultados, donde la INT ocurre
a temperaturas mayores que la temperatura donde se observa el 50% de dafio celular,
indican que todas las especies analizadas en el presente estudio tienen como mecanismo
de resistencia a las bajas temperaturas la tolerancia al congelamiento extracelular.
Zhang et al. (2016) también encontré que muchas especies de arbustos patagénicos son
tolerantes aunque algunas tienen como mecanismo la evitacion a través del super-
enfriamiento, como Acantholippia seriphioides. Esta resistencia estaria explicada, al
menos en parte, por la mayor rigidez de las paredes celulares durante el invierno
(Scholz et al 2012; Zhang et al. 2016). Las diferencias en los umbrales de temperatura,
tanto para el INT como para el dafio celular, encontradas entre las especies podria ser

explicada también por las diferencias inter-especificas en la elasticidad de las paredes
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celulares, donde por ejemplo B. microphylla tiene paredes mas rigidas que S.
filaginoides (Capitulo 1V de esta tesis; Scholz et al. 2012). A su vez, la capacidad de
ajuste elastico entre verano e invierno también podria influir en la capacidad de super-
enfriamiento. En el estudio realizado por Zhang et al. (2016), B. microphylla, quien fue
una de las especies mas resistente a las bajas temperaturas, fue quien presentd mayor

ajuste elastico (paredes celulares més rigidas) entre verano e invierno.

En general, cuanto mayor es el didmetro de los conductos del xilema mayor es
su vulnerabilidad al congelamiento, ya que es mas probable que se formen burbujas de
aire durante el proceso de descongelamiento (Cavender-Bares 2005; Feild & Brodribb
2001). Asi mismo, generalmente las raices tienen conductos Xilematicos de mayor
didmetro que otros drganos de la planta, lo cual podria favorecer la formacion de
embolismos durante el invierno (Cavender-Bares 2005; Feild & Brodribb 2001;
Martinez-Vilalta & Pockman 2002). Sin embargo, las raices de las dos especies de
pastos estudiadas presentaron una gran capacidad de super-enfriamiento demostrada por
el INT ocurriendo a temperaturas entre -15 y -20°C. Sin embargo el 50% de dafio
celular, excepto en P. speciosa en el tratamiento I, fue alcanzado antes de -27°C. La
resistencia de las raices de estos pastos a las bajas temperaturas fue similar a la
resistencia de las hojas. A pesar de que estas temperaturas no se observan en el suelo de
la estepa patagonica, por lo cual las raices estarian protegidas del dafio celular por
congelamiento, hay que tener en cuenta que los tratamientos de fertilizacion
disminuyeron la resistencia al congelamiento. Hacke et al. (2010) encontraron que las
plantas de Populus sp. presentan vasos Xilematicos de mayor tamafio cuando son
fertilizadas con altas dosis de Nitrégeno que cuando se fertilizan con dosis menores.
Probablemente la fertilizacion aumenta el didmetro de los vasos de las raices debido a la
mayor tasa de crecimiento, tornandolas mas vulnerables a las bajas temperaturas. En un
experimento de fertilizacion, Malyshev & Henry (2012) también encontraron un
aumento en la vulnerabilidad al congelamiento de Poa pratensis. Esto también ha sido
encontrado en otros pastos (Webster & Ebdon 2005; Welterlen & Watschke 1985).
Consistente con los resultados presentes, una reduccién de la resistencia al
congelamiento en experimentos de fertilizacion ha sido observada en especies no
gramineas (Hellergren 1981; Kelley 1972; Puempel, Gaebl, & Tranquillini 1975;
Smiley & Shirazi 2003). Una disminucion en la resistencia al congelamiento, aunque no

sea letal, podria afectar el crecimiento, la productividad y la supervivencia de las plantas

156



(Boorse, Ewers, & Davis 1998; Drake & Franks 2003; Malyshev & Henry 2012). Por
esto, algunas especies como P. ligularis y P. speciosa, podrian ser mas vulnerables
cuando son fertilizadas.

Por otro lado un mayor contenido de solutos osmdticamente activos (compuestos
nitrogenados y carbohidratos solubles) puede proveer proteccion a las membranas
celulares (Lipp et al. 1994; Strauss & Hauser 1986). Las plantas aclimatadas al frio
pueden sintetizar ademas otras moléculas crio-protectoras, como compuestos
nitrogenados de bajo peso molecular (por ejemplo, osmotina, prolina, glicina betaina),
que pueden ayudar a estabilizar las membranas celulares (D’Angeli & Altamura 2007;
Fernandez-Escobar, Garcia-Novelo, & Restrepo-Diaz 2011). Un mayor contenido de
solutos en el interior de las células podria aumentar la entrada de agua, disminuyendo
asi el contenido de agua apoplastica y, de este modo, la probabilidad de la formacién del
nucleo de hielo extracelularmente (Arias et al. 2015). Diversos estudios han observado
un aumento en la tolerancia al congelamiento por efecto de la fertilizacion (Broschat
2010; DeHayes, Ingle, & Waite 1989; Sandli et al. 1993; Taulavuori et al. 2001), lo cual
fue relacionado con mayor contenido de nitrégeno en sus tejidos (Sandli et al. 1993).
Taulavuori et al. (1997) determinaron que el N extra fue metabolizado a compuestos
crioprotectores. Sin embargo, en el presente estudio, el aumento de nitrégeno en las
plantas en los tratamientos de fertilizacion (Capitulo V), tuvo un efecto adverso en
algunos tejidos, al aumentar el dafio celular tanto en las hojas como en las raices de los
pastos, en las hojas de S. filaginoides y en los tallos de A. prolifera.

En general mayor contenido de agua en los tejidos estd relacionado con una
menor resistencia al congelamiento, ya que a mayor volumen de agua aumenta la
probabilidad de que un agente de nucleacion de hielo pueda generar el nicleo de hielo
(Wilson, Heneghan, & Haymet 2003). En algunos estudios se ha encontrado que las
plantas expuestas a sequia aumentan su tolerancia al congelamiento (Kreyling et al.
2012; Navarrete-Campos et al. 2013; Arias 2015). Esto esta relacionado con que la
sequia genera respuestas metabolicas y fisioldgicas similares a las que ocurren durante
la aclimatacion a bajas temperaturas (Coopman et al. 2010). En otros estudios
comparando entre afios secos y afos humedos se observd que la resistencia al
congelamiento es mayor cuando la humedad del suelo incrementa (Pescador et al.
2018). Contrariamente, Sierra-Almeida, Reyes-Bahamonde, & Cavieres (2016)

encontraron que el aumento en la disponibilidad de agua en el suelo a través de la
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irrigacion tiene efectos negativos sobre la resistencia al frio en plantas alpinas. Los
resultados observados en el presente experimento demuestran que aunque el CRA
incremento en los tratamientos | e I+F no afect6 la INT, excepto en las hojas y las raices
de S. speciosa donde INT vy el nivel de dafio incrementaron. Posiblemente, aunque el
CRA incrementd hubo también una redistribucion de agua entre los espacios
apoplasticos y simplasticos manteniendo constante la INT. Asi los resultados sugieren
que un aumento en la disponibilidad de agua en el suelo no afecta la tolerancia al
congelamiento de las especies analizadas. Sin embargo, en el caso de los pastos y si los
incrementos en la disponibilidad de agua en el suelo son acompafiados de un aumento

en la fertilidad, su supervivencia podria verse afectadas negativamente.

6.5. CONCLUSIONES

La hipotesis planteada en este estudio establecia que la tolerancia a las bajas
temperaturas aumenta con la adiciébn de N al suelo, mientras disminuye con el
incremento de las precipitaciones. Sin embargo, la hip6tesis no fue validada por los
resultados de este estudio, ya que la adicion de N produjo un efecto opuesto en algunas
especies, y en el tratamiento de irrigacion no se observaron cambios en la vulnerabilidad
a las bajas temperaturas. Todas las especies estudiadas tuvieron una capacidad alta de
super-enfriar sus tejidos. La temperatura de nucleacién de hielo en los tejidos ocurrié a
temperaturas mayores que la temperatura donde se observé el 50% de dafio celular,
indicando que todas las especies analizadas en el presente estudio tienen como
mecanismo de resistencia a las bajas temperaturas la tolerancia al congelamiento
extracelular. Solo las especies de pastos disminuyeron su resistencia a las bajas
temperaturas con la adicion de nutrientes, pero igualmente continGan siendo muy

tolerantes a las bajas temperaturas con margenes de seguridad aun elevados.
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Capitulo VII

Efecto de la irrigacion y de la fertilizacion sobre el

crecimiento aéreo y subterraneo de arbustos y pastos

7.1. INTRODUCCION

La productividad primaria neta aérea es un atributo que integra aspectos
importantes del funcionamiento de un ecosistema (McNaughton et al. 1989). En los
ecosistemas aridos y semiaridos la produccion primaria esta fuertemente limitada por la
disponibilidad de agua y de nutrientes (Le Houérou 1984; Milchunas & Lauenroth
1993; Sala et al. 1988; Skujins 1981; Yahdjian, Gherardi, & Sala 2011b), por lo que los
cambios en estos factores modificaran las dindamicas de la vegetacion y la
productividad, alterando procesos importantes relacionados con el ciclo del C
(Lauenroth, Dodd, & Sims 1978; Stevens et al. 2015; Wedin & Tilman 1996). Segun
sus requerimientos las plantas asignan los foto-asimilados a diferentes partes de la
misma. Por ejemplo, si la disponibilidad de nutrientes es relativamente baja las plantas
asignan mas carbono a sus raices de modo de aumentar la captura de nutrientes. Si esta
limitacién fuera aliviada a través de fertilizacion el patron de asignacién podria cambiar,
favoreciendo el crecimiento aéreo a expensas del crecimiento de las raices (Boot &
Mensink 1990; Giardina et al. 2003; Gleeson 1993; Tingey, Johnson, & Phillips 2005).
En un meta-analisis de experimentos con fertilizacién con Nitrégeno (N) en ecosistemas
aridos a subhimedos Yahdjian, Gherardi, & Sala (2011b) encontraron que la
produccién primaria neta aumenta con la adicion de N y que el efecto es mayor con el
aumento de las precipitaciones, independientemente de la forma de vida de las plantas y
de la naturaleza del fertilizante aplicado. Es decir que los efectos del aumento de N
sobre la estructura del ecosistema estan fuertemente influenciados por la disponibilidad
de agua (Harpole, Potts, & Suding 2007). La disponibilidad de agua afecta la
disponibilidad de N en ecosistemas aridos, donde el contenido de N del suelo se reduce
cuando la disponibilidad de agua aumenta (Reichmann, Sala, & Peters 2013).

Las respuestas de la productividad subterranea a la fertilizacion e irrigacion en
pastizales indican, en general, una reduccion de la fraccion fotosintética asignada a las

raices con aumento en la disponibilidad de agua (Fahnestock & Detling 1999) y de N
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(Harpole, Potts, & Suding 2007; Shangguan et al. 2004). Sin embargo, otros autores
(Gao et al. 2011; Li, Lin, & Taube 2011) encontraron un aumento en la produccién de
raices en experimentos de irrigacion, aunque coincidieron en la disminucién en la
produccién de raices bajo adicion de N en un ecosistema semiarido. Experimentos de
adicion de nutrientes (N y P) en el norte de la Patagonia han indicado un incremento en
la biomasa aérea, en particular de pastos perennes, sin cambios sobre la biomasa de
raices y la cantidad de materia organica del suelo (Kowaljow et al. 2010), lo que implica

una mayor asignacion a la produccion de estructuras aéreas.

El aumento en la disponibilidad de agua produce un incremento, en general, de
la productividad primaria neta aérea y subterranea en estepas templadas (Austin & Sala
2002; Bai et al. 2008; Gao et al. 2011). Austin & Sala (2002) encontraron un
incremento lineal de la productividad primaria neta area (PPNA) a lo largo de un
gradiente de precipitacion en Patagonia. Consistente con esto, experimentos de
manipulacion de agua han encontrado una relacion causal entre la disponibilidad de
agua y la PPNA (Chou et al. 2008; Yahdjian & Sala 2006). Sin embargo, en algunos
casos la limitacion por N restringe el efecto del aumento de la PPNA con la
disponibilidad de agua (Austin & Sala 2002; Hooper & Johnson 1999).

La mayoria de los estudios sobre productividad primaria se han enfocado sobre
la biomasa aérea sin prestar demasiada atencién a lo que sucede con la biomasa
subterranea. Sin embargo, las raices son una parte importante de la vegetacion desde un
punto de vista estructural y funcional (Carrera & Bertiller 2010; Fox 2000; Ofatibia et
al. 2010; Pereyra et al. 2017; Reyes & Aguiar 2017b, 2018; Soriano, Golluscio, &
Satorre 1987a). A lo largo de un gradiente de disponibilidad de agua, desde un desierto
con 100 mm de precipitacién hasta un bosque templado con 800 mm de precipitacion,
Austin & Sala (2002) encontraron que la razon entre la biomasa subterranea y la
biomasa aérea varia de 2,2 en la porcion mas arida a 0,44 en la mas humeda. Esto
resalta la importancia y la contribucién que la biomasa radical tiene sobre el

funcionamiento del ecosistema.

Ademas de los cambios en la biomasa y crecimiento de la vegetacion por efecto
de los cambios en la disponibilidad de agua y de N, la composicion de especies y las
interacciones pueden cambiar con la disponibilidad de recursos (Bustamante et al. 2012;
Lannes et al. 2016; McLendon & Redente 1991; Wedin & Tilman 1996). Por ejemplo,
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se ha observado que la cobertura de arbustos aumenta cuando la precipitacion media
anual disminuye y la precipitacion de invierno aumenta, mientras que la cobertura de
pastos aumenta cuando la precipitacion aumenta (Golluscio, Sigal Escalada, & Pérez
2009; Kowaljow & Fernandez 2011; Paruelo et al. 1998b). Por otra parte, resultados de
estudios en ecosistemas semiaridos indican que la adicion de N incrementa la riqueza de
especies y la diversidad de especies de la comunidad (Chalcraft et al. 2008; Gutierrez &
Whitford 1987).

El objetivo de este trabajo fue determinar los efectos de la adicién de agua y de
N al suelo sobre el crecimiento de la biomasa aérea y subterranea de pastos y arbustos
en la estepa patagonica. La hipotesis propone que las plantas expuestas a mayor
disponibilidad de agua y de nutrientes tienen mayores tasas de crecimiento de la
biomasa aérea y reduccion en el crecimiento de la biomasa subterrdnea. El estrés
nutricional e hidrico son los principales limitantes de la productividad. Mayor fertilidad
y oferta de agua incrementaria el area foliar, la concentracion de nutrientes y la
asimilacién total de carbono, incrementando la fraccion fotosintética asignada a la parte
aérea y reduciendo la fraccion asignada a las raices. Para responder al objetivo se
realizd un experimento a campo de manipulacion de agua y de N que constd de un
control (C), un tratamiento de fertilizacion (F), otro de irrigacién (1) y otro de I+F, tal

como el descripto en el Capitulo 1.

7.2. MATERIALES Y METODOS

7.2.1. Crecimiento aéreo y PPNA

Para determinar el crecimiento de los pastos se calculdé la altura méaxima
(incluyendo la porcién reproductiva) y el perimetro basal de los pastos Poa ligularis y
Pappostipa speciosa. Dado que luego de 5 afios de iniciados los tratamientos se observo
un ndmero elevado de individuos de Pappostipa humilis en las parcelas de los
tratamientos de fertilizacion e I+F, también se analizO este especie. En las parcelas
control y en las irrigadas no se encontré un nimero adecuado de individuos de P.
humilis para considerar su muestreo y posterior analisis estadistico. Las determinaciones

se realizaron en diciembre de 2018 en individuos que fueron seleccionados

162



aleatoriamente en cada parcela con el método del cuadrante, con un minimo de tres

individuos (n = 3 a 5) de cada especie por parcela (n = 5) y tratamiento (C, F, | e I+F).

Para determinar el crecimiento de los arbustos en 2015 se marcaron tres
individuos de cada especie (Azorella prolifera, Adesmia volckmannii y Senecio
filaginoides) por parcela. Luego en diciembre de cada afio (2015, 2016, 2017 y 2018)
se midid la altura y el diametro mayor y perpendicular de cada individuo. Berberis
microphylla no fue incluida en este analisis debido a que los individuos suelen estar
agrupados formando matorrales. Cuando se observaron individuos muertos de un afio al
siguiente, se registr0 para determinar el nimero de plantas muertas por afio, y se
marcaron y midieron nuevos individuos. Para determinar el diametro mayor y
perpendicular de cada individuo se tomaron fotografias de la parte superior del canopeo
identificando un objeto a modo de escala, y se analizaron las iméagenes con el programa
Image) (Ferreira & Rasband 2012). A partir de la altura y el didmetro mayor y
perpendicular se estimo la biomasa de cada individuo aplicando relaciones alométricas
estimadas por Ofiatibia et al. (2010) para las mismas especies y en un area cercana a la
del presente estudio. Las ecuaciones utilizadas fueron las siguientes:

b=0,000003 x dh*%?! para A. prolifera
b= 0,0002 x dh***®? para A. volckmannii
b=0,0002 x dh®**¥" para S. filaginoides

donde b es la biomasa aérea estimada (g) y dh es el didmetro promedio entre el mayor y
su perpendicular mas la altura de la planta (cm). El crecimiento anual se determino

como el cambio en la biomasa estimada entre afios consecutivos.

Para determinar la PPNA de las gramineas se utilizd un cuadrante de 50 x 50 cm
(Figura 7.1) el cual fue lanzado al azar en cada parcela, teniendo en cuenta que si caia
sobre un arbusto se lanzaba de nuevo para evitar a los arbustos en las muestras debido a
la dificultad de estimar el crecimiento anual de este grupo funcional a través de este
método. Todo el material vegetal fue recortado en su base y trasladado al laboratorio
donde se separd el material verde, el material seco y la broza, sin diferenciar el material
vegetal por especie. Luego el material se secé en estufa a 70°C por 72 h. Se excluyeron
los cactus Yy las dicotiledoneas herbaceas del analisis debido a su baja representatividad

en las muestras. Los pastos perennes conforman el grupo funcional mas abundante en la
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estepa patagonica, contribuyendo en un 67% a la PPNA de este sistema (Fernandez,
Sala, & Golluscio 1991). Luego, el material se pes6 y se determind la productividad
como la cantidad de biomasa de cada tipo dividido la superficie del cuadrante en cada
afio, expresada en g m? Se determind la productividad en diciembre de 2013
(corresponde al afio de inicio de los tratamientos) y en diciembre de 2017. Sala &
Austin (2000) determinaron que este metodo de estimacion de la PPNA en pastizales
con marcada estacionalidad, consistiendo en una Unica cosecha anual, es el que menos

errores introduce.

Figura 7.1. Foto del cuadrante de 50 x 50 cm utilizado para estimar la PPNA de pastos de la

estepa patagonica.

7.2.2. Crecimiento subterraneo

En mayo de 2015 (previo al inicio de la estacion de crecimiento) se enterraron 8
trampas por parcela (5 por cada tratamiento) para cuantificar el crecimiento de raices
nuevas. Las trampas fueron colocadas alrededor de un parche de vegetacion que
contenia una mezcla de arbustos y pastos representativa del area ya que estos sitios
contienen mayor cantidad de raices que en el suelo desnudo entre parches (ver Figura
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2.3, Capitulo 1), y asi asegurar una rapida colonizacién del suelo dentro de las trampas.
Las trampas consistieron de tubos plasticos de 6 cm de longitud x 4 cm de didmetro que
presentaban perforaciones de 10 mm? distribuidas uniformemente en toda su superficie
(Figura 7.2). Para la colocacion de las trampas se realizaron perforaciones en el suelo de
10 cm, de modo que las trampas quedaron colocadas entre los 4 y los 10 cm de
profundidad (ver Reyes & Aguiar 2017). Cada trampa fue rellenada con la tierra quitada
del mismo lugar, tamizada para quitar las piedras y raices; también se relleno con tierra
el espacio entre la trampa y la tierra circundante de modo que quedaran en intimo
contacto para permitir la colonizacién de raices. Asi, cada trampa contenia un volumen
de suelo de 75,4 cm®. Cada trampa fue retirada en diferente momento, cada 1-3 meses a
lo largo de un afio, desde el momento en que fueron colocadas en el suelo. Para quitar
las trampas del suelo luego del periodo establecido, se insertd un tubo metalico
alrededor de cada trampa para cortar las raices, y luego se extrajo la misma con el suelo
en su interior. Cada muestra fue pasada por un tamiz de 3 mm y las raices se lavaron
para quitarles cualquier resto de tierra. Luego se secaron en estufaa 70°C durante 48 h y
se pesaron, sin identificar la especie a la que pertenecian. Se expreso la biomasa de

raices en gramos de raices por superficie de suelo (m?).

Figura 7.2. Foto de una trampa para raices colocada en el suelo cerca de pastos y arbustos en la
estepa patagonica.
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7.2.3. Cobertura vegetal e indices de biodiversidad

Se determind el cambio en la cobertura de plantas entre 2012 (previo al inicio de
los tratamientos) y 2018 mediante el método de punto de intercepcién (Matteucci &
Colma 1982). Para ello se determin0 la especie presente cada un metro a lo largo de las
dos diagonales de cada parcela. Posteriormente se calculd el porcentaje de cada especie
0 de suelo desnudo en cada parcela y en cada afio. Cabe sefialar que no se consideraron
las especies herbaceas efimeras, que solo estan presentes, principalmente, durante

octubre y noviembre.

Con los datos de cobertura vegetal estimados en 2018 en cada parcela se
determinaron diferentes indices de biodiversidad. La biodiversidad incluye dos variables
importantes: la riqueza de especies y la abundancia relativa de especies. El indice de
Margalef (Dmg) mide el nimero de especies por nimero de matas (Margalef 1969). Su

formula es:
Dmg=S-1/InN
donde S es el nimero de especies y N es el nimero total de individuos o matas.

El indice de dominancia de Simpson (Ds;) considera la representatividad de las
especies con mayor valor de importancia y varia entre 0 y 1 (Simpson 1949). Su

férmula es:
Dsi =X pi’

donde p; es la abundancia proporcional de la especie i (calculada como el niamero de
individuos o matas de la especie i dividido por el numero total de individuos o matas de
la muestra). Su calculo esta fuertemente determinado por la importancia de las especies
mas dominantes, por lo que valores mas cercanos a 1 indican dominancia de alguna o

algunas especies sobre otras.

El indice de Shannon (H) expresa la uniformidad de los valores de abundancia
entre todas las especies de una muestra, y contempla tanto la riqueza de especies como

la abundancia relativa de cada especie (Shannon y Weaver 1949). Su formula es:

H:-(Epi In p.)
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donde p; es la abundancia proporcional de la especie i (calculada como el numero de
individuos o0 matas de la especie i dividido por el nimero total de individuos o matas de
la muestra). H adquiere valores entre 0, cuando hay una sola especie en la muestra,
hasta el logaritmo neperiano de S, donde todas las especies estan igualmente
representadas (distribucion uniforme o equitativa). Este indice asume que todos los
individuos son escogidos al azar y que todas las especies estan representadas en la

muestra.

El indice de Pielou (J°) muestra el grado de uniformidad o equitatividad en la
muestra, y mide la relacion entre la diversidad observada en relacién a la maxima

diversidad esperada (Pielou 1975). Su formula es:
J = H/ Hmax

donde Hpax €s el logaritmo neperiano de S. Su valor oscila entre 0 y 1, de manera que 1

indica maxima equitatividad, donde todas las especies son igualmente abundantes.

7.2.4. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software R version 3.4.4 (R
Development Core Team, 2018). Para evaluar las diferencias entre tratamientos en la
altura y el perimetro basal de los pastos, se separd a P. humilis del andlisis debido a las
falta de datos en los tratamientos control y de irrigacion. Para evaluar el efecto del
tratamiento (variable explicativa) sobre la altura y el perimetro basal de los pastos (P.
ligularis y P. speciosa), se teste6 un GLS con test-F, con la especie como co-variable, y
con estructura de correlacion de simetria compuesta (corCompSymm entre parcelas),
pero este factor no fue significativo (prueba REML.: XZ =212,df =1, p=0,14 para la
variable “altura” y y? = 0,02, df = 1, p = 0,88 para la variable “perimetro”, por lo cual se
elimind de ambos modelos. Se utilizaron GLSs para evaluar el efecto de la interaccion
entre tratamiento, especie y afio (variables explicativas) sobre el crecimiento anual de
arbustos (variable dependiente), con estructura de correlacion temporal entre afios para
cada muestra (corAR1) pero este factor no fue significativo (prueba REML: XZ = 1,44,
df = 1, p = 0,23, por lo cual se elimind del modelo. Para evaluar el efecto de la
interaccion entre tratamiento, especie y afio sobre el nimero de plantas muertas, se

tested un modelo lineal generalizado (GLM) con distribucién binomial y con test-y. Se
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usaron modelos lineales ajustados de minimos cuadrados (GLSs) con test-F para evaluar
el efecto de la interaccion entre tratamiento y fecha (variables explicativas) sobre la
densidad de raices (variable dependiente), con estructura de correlacion temporal entre
fechas para cada parcela (corAR1), pero este factor no fue significativo (prueba REML.:
¥*=0,13,df = 1, p = 0,72, por lo cual se eliminé del modelo. Para evaluar el efecto de la
interaccion entre tratamiento y afio (variables explicativas) sobre la productividad verde
(variables dependientes), se usaron LMs con test-F. Se testearon MLs para evaluar el
efecto del tratamiento (variable explicativa) sobre cada tipo de cobertura (variables
dependientes) en cada afio. Para evaluar el efecto del tratamiento (variable explicativa)
sobre los diferentes indices de biodiversidad (variables dependientes), se testearon LMs.
Los GLSs se llevaron a cabo utilizando la funcién “gls” del paquete de R “nlme”
version 3.1-131.1 (Pinheiro y Bates 2000). Los GLMs se llevo a cabo utilizando la
funcién “glm” del paquete de R “Ime4” version 1.1-15 (Bates et al 2014). Cuando fue
necesario, todos los modelos se ajustaron mediante modelos de varianza; la seleccion
del modelo se bas6 en el criterio de informacion de Akaike (AIC) (Burnham y
Anderson 2002). La simplificacion de los efectos fijos de los modelos MLs y GLSs para
alcanzar el modelo minimo adecuado se llevd a cabo mediante una prueba de hipétesis
(test-F). La simplificacion del modelo GLM para alcanzar el modelo minimo adecuado
se llevo a cabo con el test x°. El andlisis post-hoc de Tukey se utilizd para
comparaciones multiples en todos los modelos cuando el test-F fue significativo,
utilizando la funcién "glht" del paquete de R "multcomp™ version 1.4-8 (Bretz et al.
2010). Cuando se hicieron comparaciones entre tratamientos, solo se compar6 cada
tratamiento (F, I o 1+F) con respecto al control. Para graficar los resultados del modelo
mejor ajustado, se utilizé el paquete de R “visreg” version 2.5-0 (Breheny y Burchett
2017).

7.3. RESULTADOS

7.3.1. Crecimiento aéreo y PPNA

La altura de las matas de P. ligularis y de P. speciosa fue diferente entre
tratamientos y entre especies, con interaccion significativa entre ambos (F114) = 12,45,
p <0,0001). La altura de las matas de P. ligularis fue menor en el tratamiento F que en
el control (p = 0,021), mientras que en P. speciosa la altura fue mayor en los
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tratamientos F (p = 0,05) e I+F (p = 0,001) respecto al control (Figura 7.3 A). La altura
de las matas de P. speciosa fue mayor que la de las matas de P. ligularis solo en los
tratamientos F e I+F (p <0,0001 en ambos tratamientos) (Figura 7.3 A). El perimetro
basal de las matas de P. ligularis y P. speciosa fue diferente entre los tratamientos (F,
117) = 6,47, p = 0,0004) y entre las especies (F,117)= 12,52, p = 0,0006), sin interaccion
significativa entre ambos (F114= 1,05, p = 0,372). El perimetro basal fue menor en los
pastos en el tratamiento F con respecto al control (p = 0,029), y fue mayor en las matas
de P. speciosa que en las de P. ligularis (p = 0,0004) (Figura 7.3 B). La altura y el
perimetro basal de las matas de P. humilis, que solo fue estudiada en los tratamientos F
e I+F debido a la ausencia de individuos de esa especie en el control y en el tratamiento
I, fueron similares entre ambos tratamientos (F1,30 = 1,33 p = 0,26 para la altura, y
F30= 1,07 p = 0,31 para el perimetro basal) (Figura 7.3 A-B).
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Figura 7.3. (A) Altura (cm) y (B) perimetro basal de pastos (Pappostipa humilis, Poa ligularis
y Pappostipa speciosa) en diciembre 2018 para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F),
irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (1+F) en una estepa patagonica. Las barras representan la
media +IC (n= 15).

El crecimiento de los arbustos vario significativamente entre los tres afos
analizados, entre los tratamientos y entre las tres especies, con interaccion significativa
entre afio y especie (F,30)= 0,51, p = 0,048) y entre tratamiento y afio (F426) = 4,51, p
= 0,0002). El crecimiento de A. prolifera y de A. volckmannii fue mayor en el periodo
2016-2017 (correspondiente a un afio humedo, con 233 mm) que en los otros dos
periodos (2015-2016: 118 mm, 2017-2018: 108 mm) (Figura 7.4). El crecimiento en el
tratamiento de fertilizacion fue mayor con respecto al control en el periodo 2016-2017
(y el tratamiento I+F tendi a ser mayor que en control en este periodo pero no fue
significativo), y el crecimiento en el tratamiento I+F fue menor que en el control en el
periodo 2017-2018 (Figura 7.4). Ademas, el crecimiento en los tratamientos F e I+F fue
mayor en el periodo 2016-2017 que en los otros dos periodos, y en el control el
crecimiento fue mayor en el periodo 2016-2017 y en 2017-2018 que en 2015-2016
(Figura 7.4).
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Figura 7.4. Cambio en la biomasa anual (%) en tres periodos tiempo (2015-2016, 2016-2017 y
2017-2018) de tres especies de arbustos (Azorella prolifera, Adesmia volckmannii y Senecio
filaginoides) para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-
fertilizacion (1+F) en una estepa patagonica. Las barras representan la media +IC (n= 15).

El porcentaje de plantas que se murieron de una estacion de crecimiento a la
siguiente fue diferente entre tratamientos, especies y periodos, con interaccion
significativa entre tratamiento y especie (xz(e) = 16,82, p = 0,01) y entre especie y
periodo (X2(4) = 10,12, p = 0,038). El porcentaje de plantas muertas de A. prolifera fue
mayor en el tratamiento F con respecto al control, y en S. filaginoides fue mayor en el
tratamiento I+F que en el control (Figura 7.5). El porcentaje de plantas muertas de S.
filaginoides en el periodo 2015-2016 fue mayor que en 2017-2018 (Figura 7.5). No se
encontraron plantas muertas de A. volckmannii en el periodo 2016-2017 en ningun
tratamiento, ni de A. prolifera en el periodo 2017-2018 (Figura 7.5). En el tratamiento

de irrigacion solo se encontraron plantas muertas de S. filaginoides (Figura 7.5).
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Figura 7.5. Plantas muertas (%) en tres periodos tiempo (2015-2016, 2016-2017 y 2017-2018)
de tres especies de arbustos (Azorella prolifera, Adesmia volckmannii y Senecio filaginoides)
para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (1+F)

en una estepa patagonica. Las barras representan la media +IC.
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La productividad primaria neta aérea (PPNA) de los pastos fue diferente entre
tratamientos y afios, con interaccion significativa entre ambos (F 42 = 4,52, p = 0,008).
En 2013, cuando se iniciaron los tratamientos de fertilizacion e irrigacion, no hubo
diferencias significativas entre los tratamientos en la PPNA, mientras que en 2017 la
PPNA fue mayor en los tratamientos de fertilizacion e I+F que en el control (Figura
7.6).
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Figura 7.6. Productividad primaria neta aérea (g m? afio™) en (A) 2013 y (B) 2017, para cada
tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (I+F) en una

estepa patagonica. Los simbolos representan la media £IC (n= 5-9).

7.3.2. Crecimiento subterraneo

La biomasa de raices en las trampas vario entre tratamientos y entre meses, con
interaccion significativa entre ambos (F21,128) = 1,83, p = 0,022). La biomasa de raices
fue maxima entre noviembre y febrero, y después fue disminuyendo (Figura 7.7). En el
tratamiento de fertilizacion la biomasa de raices fue en general menor que en el control

aunque solo se detectaron diferencias marginales en octubre y noviembre de 2015 (p =
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0,06 y p = 0,08, respectivamente) (Figura 7.7). El tratamiento de I+F no tuvo efecto
significativo sobre la biomasa de raices, aunque hubo tendencia a ser menor que en el
control a partir de octubre de 2015 (Figura 7.7). La biomasa de raices en el tratamiento

de irrigacion no fue diferente al control en ningiin mes (Figura 7.7).
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Figura 7.7. Biomasa de raices (g m™) en trampas de raices entre agosto 2015 y agosto 2016
para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (1+F)
en una estepa patagoénica. Las trampas de raices fueron colocadas en el suelo en mayo 2015. Los

simbolos representan la media £IC (n=5).

7.3.3. Cobertura vegetal e indices de biodiversidad

La cobertura vegetal en 2012 (previo al inicio del experimento) no fue
significativamente diferente entre las parcelas (p >0,05), con un rango de cobertura de
pastos de entre 22 y 47%, de arbustos de entre 12 y 43% y de suelo desnudo de entre 21
y 44%. La cobertura vegetal en 2018 no varié significativamente entre tratamientos en
cobertura total, cobertura solo de arbustos, cantidad de suelo desnudo, y en cobertura de
cada una de las especies arbustivas analizadas (A. prolifera, B. microphylla y S.
filaginoides (Tabla 7.1 y Figura 7.8). El tratamiento de fertilizacion tuvo efectos

significativos sobre la cobertura de pastos en 2018, siendo la cobertura menor en el
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tratamiento F con respecto al control (p = 0,031) (Tabla 7.1 y Figura 7.8). El porcentaje
de cobertura de muerto en pie y de A. volckmannii variaron significativamente entre
tratamientos (Tabla 7.1), pero ningun tratamiento fue significativamente diferente del
control (p >0,05) (Figura 7.8). La cobertura de P. ligularis disminuyé en los
tratamientos de fertilizacion (p <0,001), irrigacion (p = 0,028) e irrigacion-fertilizacion
(p <0,001), con respecto al control (Figura 7.8). La cobertura de P. speciosa disminuyd
significativamente en el tratamiento de fertilizacion con respecto al control (p = 0,019)
(Figura 7.8). La cobertura de P. humilis aumento significativamente en los tratamientos
F (p =0,0003) e I+F (p <0,0001) con respecto al control (Figura 7.8).

Tabla 7.1. Resultados de los test-F para el efecto del tratamiento sobre la cobertura vegetal en
2018 para cada tipo de cobertura. Se muestran el valor estadistico F, los grados de libertad (df) y

el valor de probabilidad p.

Tipo de cobertura

Test-F

Cobertura total
Arbustos

Pastos

Muerto en pie

Suelo desnudo
Azorella prolifera
Adesmia volckmannii

Berberis microphylla

Fi16=1,17p=0,35
F16=1,98p=0,16
Fis = 3,32 p = 0,047
Feas = 3,89 p=0,029
Fs169= 0,71 p =0,56
Fs16)= 0,71 p =0,56
Fei6=4,12p=0,024
Feie =156 p=0,24

Poa ligularis F(,16)= 11,10 p = 0,0003
Pappostipa humilis F.16= 24,70 p <0,0001
Pappostipa speciosa  F16= 5,74 p = 0,0073
Senecio filaginoides  F16= 1,51 p =0,25
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Figura 7.8. Cobertura vegetal (%) en 2018 para cada tratamiento: control (C), fertilizacion (F),
irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (1+F) en una estepa patagonica. La linea punteada separa
a la izquierda la cobertura total, de arbustos, de pastos, de muerto en pie y de suelo desnudo, y a

la derecha la cobertura detallada por especie. Los simbolos representan la media IC (n=5).

En la tabla 7.2 se muestran los diferentes indices de biodiversidad para cada
tratamiento. El indice de Margalef fue marginalmente mayor en las parcelas fertilizadas
con respecto al control (p = 0,09) indicando un aumento en la biodiversidad. Por otra
parte, el indice de Simpson fue menor a 0,5 en todos los tratamientos, lo cual indico
falta de dominancia de alguna especie, y a su vez en las parcelas fertilizadas el indice
fue marginalmente menor que en el control (p = 0,057). El indice de Shannon-Wiener
aumento marginalmente en el tratamiento de fertilizacion (p = 0,059), sugiriendo una
distribucion mas uniforme. El indice de Pielou o de equitatividad vario entre 0,79 y 0,86
en los tratamientos, lo cual indica una equitatividad alta, y no existieron diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos.
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Tabla 7.2. indices de biodiversidad: indice de Margalef (Dyy), indice de Simpson (Ds;), indice
de Shannon-Wiener (H) e indice de Pielou (J), para cada tratamiento: control (C), fertilizacion
(F), irrigacion (1) e irrigacion-fertilizacion (I+F), en una estepa patagonica. Cada valor
representa la media + IC (n = 5). Se muestran los resultados de los test estadisticos para el
efecto del tratamiento sobre cada indice de biodiversidad. Se muestra el valor estadistico F, los
grados de libertad entre paréntesis y el valor de probabilidad p.

indi Tratamiento
.In@ces _de Test estadistico
biodiversidad C F | 1+F
1 1 1,34 1
DMg 35 69 3 90 F(3,16) =2,6 p= 0,088

(0,30) (0,14)  (0,30) (0,21)

0,30 0,23 0,29 0,27 L

Dsi 006) (0,03 (0,05 (0,04) Fe19=28p=0073
1,42 1,67 1,45 1,51 ) )

H 0190  (012)  (0,18) (0,16) Fa16= 2,58 p=0,089
0,79 0,86 0,83 0,81

0,08  (003) (005 (0,06 Fai9=167p=0213

7.4. DISCUSION

7.4.1. Efectos de los tratamientos sobre el crecimiento y la PPNA

La PPNA de las gramineas perennes en las parcelas control fue similar a la
estimada para otras estepas semiaridas (Bai et al. 2004; Gao et al. 2011; Swindon,
Burke, & Lauenroth 2019). El rango de valores de PPNA de los pastos en las parcelas
control de este estudio (18-55 g m™ afio™) son semejantes a los reportados por Jobbagy
& Sala (2000) para la estepa patagénica y que incluyen la PPNA de pastos de 15 afios
(11-49 g m™ afio™). Los resultados del presente estudio indicaron un aumento en la
PPNA de los pastos con la adicion de fertilizante incluyendo N y P, pero sin respuesta a
la adicion de agua luego de 4 afios de iniciado el experimento, el cual incremento las
entradas de agua en un 20-25% por afio. EI aumento en la PPNA en respuesta a la
fertilizacion ha sido también observado en otros estudios (Boot & Dubbelden 1990;
Giardina et al. 2003; Henry et al. 2014; Kowaljow et al. 2010; Yahdjian, Gherardi, &
Sala 2014). Este aumento en la PPNA de los pastos con la fertilizacién podria responder
a dos causas: el cambio en la composicion de especies de pastos y el cambio en el
tamafo de los pastos que fue diferente segln la especie. Mientras que P. humilis no

estaba presente al inicio de los tratamientos y aumento significativamente su cobertura
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por efecto de la fertilizacion, P. ligularis disminuyo, tanto en tamafio como en su
porcentaje de cobertura en las parcelas fertilizadas, y las plantas de P. speciosa también
disminuyeron en tamafio. La explicacion para la proliferacion de P. humilis con la
adicion de fertilizante puede ser su mayor requerimiento de N, ya que Armas, Pugnaire,
& Sala (2008) encontraron una asociacion entre esta especie y A. volckmannii, la cual
tiene mayor cantidad de N en sus hojas que otras especies de arbustos (ver Capitulo V
de esta tesis) y posiblemente haya mayor cantidad de N en el suelo alrededor de esta
especies Ademas, estos autores mencionan una elevada cantidad de plantas de P.
humilis en areas que rodean las aguadas, donde hay acumulacion de Nitrdégeno en el
suelo debido a las deposiciones de animales y la orina (observacion personal de O. Sala
mencionada en Armas, Pugnaire, & Sala 2008). Esto refuerza ain mas la idea de que
niveles elevados de N en el suelo favorecen el establecimiento de P. humilis. Por otra
parte, P. ligularis parece ser la especie de pasto méas perjudicada con la adicion de N,
quizd por estar compitiendo por los recursos con P. humilis. En un estudio de
fertilizacion con N en la estepa patagénica, Yahdjian, Gherardi, & Sala (2014) tampoco
encontré un aumento en la PPNA de P. ligularis. Por el contrario, en un estudio con
fertilizacion inorganica en una estepa arbustivo-graminosa similar a la de este estudio,
Kowaljow et al. (2010) observaron un incremento en la cobertura vegetal y en la
produccion primaria, principalmente representada por el pasto perenne P. ligularis.

Pappostipa speciosa es considerada mas tolerante a la sequia que P. liguralis
(Couso & Fernandez 2012) no cambiando significativamente su biomasa aérea y
namero de macollos bajo condiciones de sequia debido al aumento en la biomasa de
raices. En la direccidn contraria, en este estudio se observd que esta especie también
tiende a mantener estable su altura, perimetro basal y cobertura bajo un aumento en la
disponibilidad de agua, consistente con su menor grado de plasticidad respecto a otras
especies de gramineas de la estepa patagonica (Couso & Fernandez 2012). Por otro
lado, P. ligularis ha sido mencionada como una especie mas plastica frente a la sequia
que P. speciosa. En estas condiciones P. ligularis reduce su biomasa, pero en
condiciones optimas la incrementa (Couso & Fernandez 2012). Consistente con esto, en
el presente estudio se observd que P. ligularis tendié a aumentar su perimetro basal y
altura con la irrigacién. Sin embargo su cobertura disminuyo significativamente con el

aumento en la disponibilidad de agua.
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La falta de respuesta a la adicion de agua en la PPNA de los pastos observada en
este estudio fue también encontrada por Swindon, Burke, & Lauenroth (2019) en otras
estepas semiaridas en las cuales solo aumentd la PPNA cuando se combiné la adicion
de agua con adicion de N. La limitacion de nutrientes en la estepa patagonica,
principalmente de N, podria explicar la falta de respuesta de los pastos a la adicion de
agua (Hooper & Johnson 1999). Sin embargo, en otros estudios se ha encontrado una
respuesta positiva a la adicion de agua, incluso en pastizales semiaridos (Bai et al. 2008;
Gao et al. 2011; Li, Lin, & Taube 2011; Li et al. 2014), con (Li, Lin, & Taube 2011) o
sin efecto aditivo de la fertilizacion (LU et al. 2014). En algunos de esos estudios (Gao
et al. 2011; Li, Lin, & Taube 2011; LU et al. 2014) la adicion de agua tuvo incluso
mayores efectos sobre la productividad que la fertilizacion. En la estepa patagonica,
Golluscio, Sala, & Lauenroth (1998) encontraron que los pastos respondieron
experimentalmente a eventos grandes de lluvia, sugiriendo que la cantidad de agua
adicionada en este estudio fue insuficiente para provocar un aumento en la PPNA de los
pastos. Por otro lado, Yahdjian & Sala (2006) encontraron una reduccion significativa
de la PPNA de los pastos cuando se interceptd experimentalmente el 71% de las
precipitaciones, pero sin efecto si la restriccion era menor. En ese mismo trabajo la
PPNA total fue positivamente relacionada con las precipitaciones cuando se incluyé la
PPNA de los arbustos. En contraposicion a lo encontrado por Yahdjian & Sala (2006)
para la estepa patagonica, pero en acuerdo con los resultados del presente estudio,
Jobbagy & Sala (2000) encontraron que la PPNA de los pastos no presentd una
asociacion significativa con las precipitaciones. Para el caso de los arbustos, las
respuestas fueron similares a las de Yahdjian & Sala (2006) pero opuestas a las de
Jobbagy & Sala (2000) quienes encontraron un aumento en la PPNA de los arbustos con
el aumento de las precipitaciones acumuladas a lo largo de 10 afios en la estepa
patagonica. Yahdjian & Sala (2006) asociaron esta discrepancia al hecho de que usaron
parcelas muy pequefias (<4m?) y posiblemente las raices de los arbustos estarian
explorando suelo fuera del area del tratamiento. En el presente estudio se usaron
parcelas de 625 m? y aun asf la biomasa de los arbustos no cambié con la adicién de un
20-25% mas de precipitacion que la media anual histérica. Sin embargo, durante el
periodo 2016-2017 del presente estudio se registraron 233 mm de precipitacion (55%
mas que la media del area de estudio) y los arbustos con raices mas superficiales (A.
prolifera y S. filaginoides) respondieron positivamente incrementando su biomasa aérea

respecto al afio anterior con 108 mm (2015-2016). Este rapido incremento de la PPNA
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observado en el presente estudio no coincide con lo expuesto por Yahdjian & Sala
(2006) de que el retardo en la respuesta de la vegetacion al aumento de las
precipitaciones esta asociado al grado de sequia del afio previo.

Similar a los efectos de la irrigacion sobre el crecimiento de los arbustos, la
fertilizacion sola o combinada no los afectd. Esto concuerda con los resultados de
Yahdjian, Gherardi, & Sala (2014) que encontraron que la PPNA de los arbustos no
cambia luego de 2 afios de adicion de N en coincidencia también con Reichmann, Sala,
& Peters (2013) y Fernandez, Pissolito, & Passera (2018) en otros ecosistemas aridos.
Sin embargo, frente a un afio humedo se observo que los arbustos incrementaron su
productividad con la fertilizacion y con la adicion conjunta de agua en mayor medida
que en las plantas en el control. EI contenido de N en las hojas de los arbustos aumento
por efecto de la fertilizacion pero sin incrementar la tasa fotosintética durante un afio
normal (ver capitulo V), reflejandose en la falta de respuesta en la productividad durante
2016 y 2018. Ademas, y llamativamente, la mortalidad de arbustos fue mayor en los
tratamientos con fertilizacion durante el 2016. En 2017, que fue un afio muy humedo
que elevd el contenido de agua en el suelo aun en las capas profundas (2 m de
profundidad; Capitulo I), la mayor cantidad de N en sus tejidos, con mayor capacidad
fotosintética potencial, fue aprovechada por los arbustos y se reflejo en una mayor
productividad. A pesar de esto, S. filaginoides registr0 mayor namero de plantas
muertas con la fertilizacion que en las parcelas control. El incremento en la biomasa de
los arbustos en el afio himedo sugiere que estos estdn més limitados por el agua que por
los nutrientes, pero que cuando la disponibilidad de agua aumenta lo suficiente, los
nutrientes potencian su efecto. Como se mencioné anteriormente, un aumento del 20-
25% en las precipitaciones anuales distribuidas en eventos de 5 mm no tendria grandes
efectos sobre la biomasa area de arbustos, pero si un aumento de méas del 50% como el
registrado durante 2017. Similarmente, los pastos incrementaron su PPNA respecto al

control solo en F y I+F durante el afio hiumedo.

7.4.2. Efectos de los tratamientos sobre la biomasa subterranea

En este estudio no se identificaron las raices por especie, pero es muy probable
que en cada trampa hayan estado presentes raices de diferentes especies, ya que Reyes
& Aguiar (2017b) y Onfatibia, Reyes, & Aguiar (2017) determinaron que no hay
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territorialidad en la estepa patagénica. Esto indica que en el suelo cercano a una planta
hay raices de otras especies, tal que la riqueza subterrdnea es méas de tres veces de la que
se encuentra en la parte aérea por unidad de superficie. Probablemente las raices
pertenezcan solo a especies de pastos ya que estos tienen la mayoria de sus raices en los
primeros 30 centimetros del suelo, mientras que los arbustos tienen raices mas
profundas (Bucci et al. 2009, 2011), aunque ciertos arbustos tienen también alta
proporcion de sus raices en los primeros centimetros del suelo (Bucci et al. 2009;
Fernandez & Paruelo 1988).

El mayor crecimiento de raices finas fue encontrado entre octubre y noviembre,
coincidiendo con el crecimiento de la biomasa aérea, y con lo encontrado por Soriano,
Golluscio, & Satorre (1987a) para el mismo sitio de estudio. Esta estacionalidad esta
relacionada con el momento en que la temperatura y la humedad del suelo son més
favorables para el crecimiento de las plantas. El crecimiento de las raices generalmente
aumenta con el aumento de la temperatura hasta un éptimo a partir de la cual disminuye
(McMichael & Burke, 1998; Pregitzer et al. 2000). Ademés, Swindon, Burke, &
Lauenroth (2019) relacionaron la mayor tasa de produccion de raices con el momento
de mayores precipitaciones. Durante fines del verano y del otofio la biomasa radical
comenz6 a disminuir, posiblemente por efecto de su descomposicién, si bien la tasa de
descomposicion de raices es baja en la estepa patagonica (Austin et al. 2009; Austin &
Vivanco 2006; Reyes & Aguiar 2017a).

Tal como se esperaba, el crecimiento de las raices fue menor en los tratamientos
con fertilizacion, en coinicidencia con los resultados de otros estudios en ecosistemas
semiaridos (Gao et al. 2011; Harpole, Potts, & Suding 2007; Li, Lin, & Taube 2011;
Shangguan et al. 2004). Sin embargo, este resultado fue diferente a aquel encontrado
por Ladwig et al. (2012) en el Desierto Chihuahuan, por Swindon, Burke, & Lauenroth
(2019) en tres estepas semiaridas del Hemisferio Norte, y por Kowaljow et al. (2010) y
Reyes & Aguiar (2017a) en la estepa patagdnica, quienes no observaron cambios en la
produccién de raices por efecto de la adicion de N. También estos resultados estan en
contraposicion a aquellos donde el incremento en la disponibilidad de N resultdé en
mayor produccion de raices finas. Los resultados del presente estudio indican que a
mayor disponibilidad de nutrientes en el suelo se reasignd una mayor proporcion de
foto-asimilados a la parte aérea que a la subterranea. Una explicacién alternativa a la

menor biomasa de raices encontrada en el tratamiento con fertilizacion puede ser el
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cambio en la composicion de especies observado con la fertilizacion, en el cual proliferd
P. humilis. A diferencia de P. ligularis y P. speciosa, esta especie tiene menor tasa de
proliferacion de raices (Reyes & Aguiar 2017a). Estos autores encontraron, utilizando
trampas de raices similares a las empleadas en este estudio, que la biomasa de raices de
P. humilis en las trampas es menor que la biomasa de P. ligularis y de P. speciosa luego
de 6 meses de colocadas las trampas. La disminucion en la cobertura de P. ligularis y la
tendencia a la disminucion en la cobertura de P. speciosa en conjunto con el
establecimiento de P. humilis, podria explicar la menor biomasa de raices con la

fertilizacion.

La irrigacion, por otra parte, no produjo cambios en el crecimiento de las raices,
a diferencia de lo propuesto, ya que un aumento en la disponibilidad de agua tiende a
disminuir la biomasa asignada a las raices (Fahnestock & Detling 1999). Sin embargo,
Wilcox et al. (2004) han observado que la relacién entre la disponibilidad de agua y la
biomasa de raices en el desierto Mojave depende de la especie, ya que mientras que en
una especie existié una relacién negativa entre ambas, en otra especie no encontraron
relacion o la relacion fue positiva. Swindon, Burke, & Lauenroth (2019) encontraron, en
tres estepas diferentes, que la produccién de raices no cambi6 con la adicién de agua,

asi como tampoco cambid la productividad aérea, tal como en nuestro estudio.

7.4.3. Efectos sobre la biodiversidad

La composicion de especies de la estepa patagonica fue alterada por efecto de
los tratamientos de adicion de agua y de nutrientes, tal como habian propuesto varios
autores para otros ecosistemas (McLendon & Redente 1991; Roem, Klees, & Berendse
2002; Vourlitis & Pasquini 2009; Wedin & Tilman 1996). Cada especie respondié de
modo diferente al cambio en los recursos debido a diferencias en su capacidad
competitiva. Mientras que P. humilis fue muy favorecida por la fertilizacion,
aumentando su porcentaje de cobertura, P. ligularis fue muy afectada. En cambio, la
representatividad de las especies dominantes de arbustos en la comunidad no fue
afectada por los tratamientos. Es decir, en general los arbustos fueron mas insensibles a
los cambios en la disponibilidad de recursos que los pastos, como ha sido establecido
para las plantas de la estepa patagénica (Paruelo et al. 1998b; Sala & Lauenroth 1982;
Yahdjian & Sala 2006).
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Los cambios en la composicion de especies por efecto de los tratamientos
condujeron a cambios marginales en los indices de biodiversidad. Los indices indicaron
una tendencia a un aumento en la biodiversidad con disminucion de la dominancia de
alguna especie, sugiriendo asi una distribucion mas uniforme al aumentar la
disponibilidad de nutrientes. Esto podria interpretarse como un efecto positivo, sin
embargo el hecho de que P. ligularis, un pasto altamente palatable, esté siendo
reemplazado parcialmente por P. humilis, un pasto con poco valor forrajero, seria
negativo para la estepa patagénica, donde la principal actividad es la ganaderia ovina
(Adler et al. 2004; Ofiatibia, Aguiar, & Semmartin 2015; Soriano, Golluscio, & Satorre
1987b).

7.5. CONCLUSIONES

La hipotesis propuesta en este estudio fue que las plantas expuestas a mayor
disponibilidad de agua y nutrientes tienen mayores tasas de crecimiento de la biomasa
aérea y reduccion en el crecimiento de la biomasa subterranea. Los resultados indicaron
un aumento en la PPNA de los pastos con la adicién de fertilizante incluyendo N y P,
pero sin respuesta a la adicién de agua luego de 4 afios de iniciado el experimento.
Mientras que las matas de las especies de pastos P. ligularis y P. speciosa disminuyeron
su tamafio, el pasto P. humilis aument6 significativamente su cobertura en las parcelas
fertilizadas. La explicacion para la proliferacion de esta especie con la adicion de N
puede ser su mayor requerimiento de N. Por otra parte, el crecimiento de los arbustos no
fue afectado por la irrigacion, y la fertilizacion solo tuvo un efecto positivo durante un
afio humedo. Ademas hubo alta mortalidad de arbustos en el tratamiento de
fertilizacion, solo o combinado con adicion de agua. El incremento en la biomasa de los
arbustos en el afio hiumedo sugiere que estos estdn mas limitados por el agua que por los
nutrientes, pero que cuando la disponibilidad de agua aumenta lo suficiente, los
nutrientes potencian su efecto. La produccion de raices finas, que fue maxima durante
octubre y noviembre, coincidiendo con el desarrollo de la porcidn aérea, fue menor en
los tratamientos con fertilizacion. Estos resultados indicarian que a mayor
disponibilidad de nutrientes en el suelo se reasigndé una mayor proporcién de foto-
asimilados a la parte aérea que a la subterranea. O bien una explicacion alternativa a la
menor biomasa de raices encontrada en el tratamiento con fertilizacion puede ser el

cambio en la composicion de especies de pastos observado con la fertilizacion. Por otra
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parte, la irrigacion no produjo cambios en el crecimiento de las raices. Por ultimo, la
composicion de especies de la estepa estudiada fue alterada por efecto de los
tratamientos, ya que cada especie respondié de modo diferente al cambio en la
disponibilidad de recursos debido a diferencias en su capacidad competitiva. EI cambio
mas significativo fue la proliferacion de P. humilis a expensas de la disminucion en la
cobertura de P. ligularis con la adicion de N. El hecho de que un pasto altamente
palatable esté siendo reemplazado por otro con poco valor forrajero, seria negativo para

la estepa patagonica, donde la principal actividad es la ganaderia ovina.
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Capitulo VIII

Discusién general

8.1. MOTIVACION

Las estepas aridas y semiaridas estan fuertemente limitadas por la disponibilidad
de agua y de nutrientes. La estepa patagonica en particular presenta ademas limitaciones
dadas por la asincronia entre la disponibilidad de agua y las temperaturas favorables
para el crecimiento, las altas intensidades y frecuencias de viento, y problemas
ambientales de desertificacion relacionados con el sobrepastoreo y la actividad petrolera
y minera. En las Gltimas décadas se han sumado los cambios globales, que se estima
aumentaran las deposiciones de N y las temperaturas medias, y se modificaran los
regimenes de precipitacion. Aunque para gran parte de la Regidn Patagonica, incluidos
los bosques andino-patagonicos y las estepas se prevé una disminucion de las
precipitaciones y/o un aumento de las temperaturas (Saurral, Camilloni, & Barros 2017)
lo cual generaria un incremento de la sequia, en algunas areas especificas se espera un
aumento de las precipitaciones (Saurral, Camilloni, & Barros 2017). Los pastizales
aridos en general, son la base de la actividad econdémica de la region a través de su uso
para pastoreo. Sin embargo debido a las condiciones ambientales a las que estan
expuestos tienen baja productividad y calidad del forraje (Aguiar et al. 1996; Bertiller &
Bisigato 1998). En base a lo expuesto el objetivo principal de la tesis fue evaluar como
un aumento de las entradas de agua (ya sea que representen un aumento natural de las
precipitaciones o un aumento a través de practicas de riego) y un aumento en las
disponibilidad de N (ya sea por las deposiciones naturales o por fertilizacion), afectaria
algunos aspectos del funcionamiento del ecosistema y la ecofisiologia de sus especies
vegetales representativas. Para ello, se establecié un experimento de manipulacién de
los recursos agua y N a gran escala y a largo plazo. Muchos estudios y en diferentes
ecosistemas en los que se evallan las respuestas a cambios en las precipitaciones se han
realizado a lo largo de gradientes espaciales y a distintas escalas temporales
(esencialmente cortas) (ej. Austin & Sala 2002; Bai et al. 2008; Huxman, et al. 2004b;
Lauenroth, Burke, & Paruelo 2000; Paruelo et al. 1999; Paruelo, Sala, & Beltran 2000)
dando resultados muchas veces contradictorios. La falta de consenso muchas veces

puede recaer en la carencia de controles sobre algunos factores que confunden el efecto
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de la disponibilidad del recurso que se esta evaluando. Por esta razdn, el disefio
experimental desarrollado en este estudio, a diferencia de aquellos a lo largo de
gradientes, permitié controlar el tratamiento hidrico y el de adicion de N sin cambiar
otros factores ambientales y poder discernir los efectos directos de las variables
ambientales analizadas sobre el funcionamiento del ecosistema. Por otro lado, el disefio
experimental considerd parcelas de tamafio considerable (625 m?) con lo cual se aseguré
que las raices de las plantas analizadas estén usando los recursos asignados a cada
tratamiento, en contraste con aquellos estudios realizados sobre parcelas con superficies
menores a 3 m?. Asimismo se evaluaron los efectos a largo plazo y no las respuestas
inmediatas luego de un pulso de lluvia dado que el experimento se inicié en 2013 y se
mantiene en la actualidad, incorporando entre un 20 a un 25% maés de agua cada afio

respecto a la precipitacion media anual entre 1982-2018 y 100 kg N ha™ afio™.

8.2. RESULTADOS PRINCIPALES

En primera instancia se evalud el patron estacional de las emisiones de CO, del
suelo en la estepa patagonica, teniendo en cuenta la heterogeneidad espacial de este
ecosistema; ademas se determinaron los efectos de la temperatura y de la humedad del
suelo y la densidad de las raices sobre la respiracion del suelo, y se estudio la respuesta
de un pequefio pulso de lluvia sobre los flujos de CO, del suelo durante la estacién seca.
La primera hipotesis establecia que la variabilidad estacional en la respiracion del suelo
se atribuye a la variacion en la temperatura y la humedad del suelo, mientras que la
segunda hipdtesis proponia que los parches de suelo desnudo liberan una menor
cantidad de CO, que los parches con vegetacion, y la tercera hipdtesis establecia un
aumento en la respiracion del suelo después de un pulso de lluvia en ambos tipos de
parches. El estudio a lo largo de un afio pudo evaluar la fuerte dindmica estacional en
los flujos de CO,, y su relacion con los cambios en la temperatura y la humedad del
suelo. Las mayores emisiones se produjeron con la combinacion de alta temperatura y
humedad en el suelo, coincidiendo con la estacion de méaxima actividad metabolica de la
vegetacion de la estepa. Ademas, la marcada heterogeneidad espacial de la estepa se
reflej6 también en las mayores emisiones de CO, desde parches con vegetacion que
desde parches de suelo desnudo, independientemente del tratamiento. Los parches
vegetados fueron altamente sensibles a pequefios pulsos de agua, generando un gran

pulso de CO; a corto plazo, mientras que los parches de suelo no respondieron. Estos
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resultados sugirieron que la respiracion de las raices es el principal componente de la
respiracion del ecosistema y que si por efecto del cambio climéatico o por practicas
agricolas se incrementan las entradas de agua por precipitacion podrian a su vez

incrementarse las pérdidas de C desde el suelo.

El segundo objetivo especifico de esta tesis fue determinar el impacto del
aumento en la disponibilidad de nutrientes y agua sobre las emisiones de CO, del suelo
y de las tasas de mineralizacion de Nitrdgeno en la estepa patagoOnica, teniendo en
cuenta la heterogeneidad espacial y la variabilidad estacional de este ambiente. Se
propusieron dos hipdtesis, la primera proponia que la respiracién autotrofa (raices)
disminuye en los tratamientos fertilizados e irrigados, mientras que la segunda hipétesis
planteaba que la mineralizacion de Nitrégeno aumenta con la adicién de agua y de
nutrientes, dado que incrementan los recursos para que tal proceso ocurra. Sin embargo,
los resultados no apoyan la primera hipotesis ya que la adicion de agua no modifico las
tasas de emision de CO,, excepto inmediatamente luego de un evento de precipitacion
que generd un importante pulso de emision de CO; a corto plazo (como se explicé en el
parrafo anterior), mientras que la adicion de nutrientes estimul6 la liberacion de CO;
durante la estacion de crecimiento, siendo mayor el efecto en el tratamiento que
combind fertilizacién e irrigacion. Dichos cambios se relacionaron con la densidad de
raices del suelo, que fue mayor en las parcelas fertilizadas pero no en las parcelas
irrigadas. Por otra parte, la respiracion heterétrofa no parece haberse modificado con los
tratamientos, ya que la densidad de bacterias heterdtrofas del suelo no cambio
significativamente con los tratamientos. Por otra parte, la segunda hipdtesis tampoco fue
apoyada, ya que el aumento en el contenido de amonio y nitrato en el suelo en el
tratamiento de fertilizacion impact6 negativamente en las tasas de mineralizacion, con
una fuerte inmovilizacion del N por las comunidades microbianas del suelo, que podria
ser por inhibicién de la actividad bacteriana por exceso de N, mientras que el
tratamiento de irrigacion no afect6 la mineralizacion del Nitr6geno. Asimismo, las bajas
tasas de mineralizacion encontradas incluso en el control sugieren que los procesos de
mineralizacion del suelo en la estepa patagonica podrian estar restringidos a cortos

periodos en los cuales ocurren los pulsos de lluvia.

Luego se evaluaron los efectos de la manipulacion del recurso hidrico y del N
del suelo sobre el estado hidrico y la eficiencia en el transporte de agua de las especies

mas representativas de la estepa. La hipdtesis asociada a este objetivo fue que las
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plantas expuestas a mayor disponibilidad de agua y nutrientes exhiben mayor eficiencia
en el sistema de transporte de agua y mejor estado hidrico. Sin embargo, contrario a la
hipétesis, la eficiencia hidraulica de los tallos fue basicamente conservada, aun cuando
la densidad de la madera fue reducida o incrementada dependiendo de la especie y
tratamiento. Las caracteristicas hidraulicas de las hojas, sin embargo fueron mas
plasticas en la direccion de incrementar la resistencia a la sequia tanto con la irrigacion
y/o con la fertilizacion. Estos cambios no fueron acompafiados en general por cambios
en el estado hidrico. Salvo algunas excepciones como en P. ligularis en todos los
tratamientos o en A. prolifera en I+F se observé una fuerte homeostasis en los
potenciales hidricos minimos. Estos cambios en la eficiencia en el transporte de agua a
nivel de las hojas o posibles cambios a nivel de las raices o planta entera no analizados
en este estudio asi como un incremento en la superficie transpiratoria, pudieron
contribuir al aumento en el consumo de agua por planta con la adicion de agua y/o N sin

efectos sobre el estado hidrico.

El cuarto objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la adicion de
nutrientes y/o agua sobre las tasas de intercambio gaseoso y la eficiencia en el uso de
recursos de pastos y arbustos de la estepa patagOnica. La hipotesis propuso que la
adicion de agua y/o nutrientes incrementa la tasa de fotosintesis, pero la pérdida de agua
seria proporcionalmente menor con adicion de nutrientes y mayor con el incremento en
la disponibilidad de agua. Los resultados obtenidos indicaron una mayor absorcién de N
con adicion del fertilizante, que se reflejé en un incremento en el contenido de N en las
hojas de todas las especies, pero no necesariamente en un incremento en el contenido de
pigmentos fotosintéticos. El agua no fue un limitante para la absorcién de N desde el
suelo dado que aumentd el contenido de N tanto en el tratamiento F como en I1+F pero
no en I. En general, no hubo un aumento en la conductancia estomaética bajo los
tratamientos de fertilizacion e I1+F, con lo cual posiblemente no pudieron aumentar la
difusion del CO,, limitando el incremento esperado en la tasa de fotosintesis en base al
aumento significativo en el N foliar. Por otro lado, mientras que la adicion de agua no
afecto el contenido de N en las hojas, el aumento en la conductancia estomatica pudo
facilitar la difusion de CO; e incrementar la tasa de fotosintesis, sugiriendo que el agua
es el factor mas limitante para la fotosintesis cuando la disponibilidad de agua es baja.
La fertilizacion provocd, en general, un incremento en la eficiencia en el uso del agua y

una disminucion en la eficiencia en el uso del Nitrogeno, mientras que la adicion de
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agua tuvo el efecto opuesto. En el tratamiento que combind fertilizacion e irrigacion se
evidencio mas el efecto de la fertilizacion, sugiriendo una mayor limitacion de
nutrientes que de agua o bien una irrigacion insuficiente para lograr un mayor efecto de

ese tratamiento.

El quinto objetivo consistié en determinar si el aumento en las precipitaciones y
la adicion de N ejercen algun efecto sobre la resistencia a las bajas temperaturas en
invierno en arbustos y pastos de la estepa patagdnica. La hipotesis planteada establecio
que la tolerancia a las bajas temperaturas incrementa con la adicién de N al suelo,
mientras disminuye con el incremento de las precipitaciones. Sin embargo, la hipotesis
no fue validada por los resultados de este estudio, ya que la adicién de N produjo el
efecto opuesto en algunas especies, y en el tratamiento de irrigacion no se observaron
cambios en la vulnerabilidad a las bajas temperaturas. Todas las especies estudiadas
tuvieron una capacidad alta de super-enfriar sus tejidos. La temperatura de nucleacién
de hielo en los tejidos ocurrié a temperaturas mayores que la temperatura donde se
observd el 50% de dafio celular, indicando que todas las especies analizadas en el
presente estudio tienen como mecanismo de resistencia a las bajas temperaturas la
tolerancia al congelamiento extracelular. Solo las especies de pastos disminuyeron su
resistencia a las bajas temperaturas con la adicion de nutrientes, pero igualmente
contintan siendo muy tolerantes a las bajas temperaturas con margenes de seguridad

aun elevados.

El Gltimo objetivo luego de analizar los diferentes aspectos del comportamiento
fisiologico de las especies bajo los tratamientos de irrigacion y fertilizacion fue
determinar como ellos repercuten en el crecimiento de la biomasa aérea y subterranea.
La hipotesis propuesta fue que las plantas expuestas a mayor disponibilidad de agua y
nutrientes tienen mayores tasas de crecimiento de la biomasa aérea y reduccion en el
crecimiento de la biomasa subterranea. Los resultados indicaron un aumento en la
PPNA de los pastos con la adicion de fertilizante incluyendo N y P, pero sin respuesta a
la adicién de agua luego de 4 afios de iniciado el experimento. Mientras que las plantas
de las especies de pastos P. ligularis y P. speciosa disminuyeron su tamafio, el pasto P.
humilis aumenté significativamente su cobertura en las parcelas fertilizadas. La
explicacion para la proliferacion de esta especie con la adicion de N puede ser su mayor
requerimiento de N. Por otra parte, el crecimiento de los arbustos no fue afectado por la

irrigacion, y la fertilizacion solo tuvo un efecto positivo durante un afio humedo.
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Ademas hubo alta mortalidad de arbustos en el tratamiento de fertilizacion, solo o
combinado con adicion de agua. El incremento en la biomasa de los arbustos en el afio
hdmedo sugiere que estos estdn mas limitados por el agua que por los nutrientes, pero
que cuando la disponibilidad de agua aumenta lo suficiente, los nutrientes potencian su
efecto. La produccién de raices finas, que fue maxima durante octubre y noviembre,
coincidiendo con el desarrollo de la porcion aérea, fue menor en los tratamientos con
fertilizacion. Estos resultados indicarian que a mayor disponibilidad de nutrientes en el
suelo se reasigné una mayor proporcion de foto-asimilados a la parte aérea que a la
subterranea. O bien una explicacion alternativa a la menor biomasa de raices encontrada
en el tratamiento con fertilizacion puede ser el cambio en la composicion de especies de
pastos observado con la fertilizacion. Por otra parte, la irrigacion no produjo cambios en
el crecimiento de las raices. Por ultimo, la composicion de especies de la estepa
estudiada fue alterada por efecto de los tratamientos, ya que cada especie respondid de
modo diferente al cambio en la disponibilidad de recursos debido a diferencias en su
capacidad competitiva. EI cambio mas significativo fue la proliferacion de P. humilis a
expensas de la disminucion en la cobertura de P. ligularis con la adicion de N. EI hecho
de que un pasto altamente palatable esté siendo reemplazado por otro con poco valor
forrajero, seria negativo para la estepa patagénica, donde la principal actividad es la

ganaderia ovina.

La débil respuesta observada en algunas caracteristicas fisiologicas estudiadas a
la adicion de agua es posible que sea consecuencia de la baja capacidad de aclimatacion,
que las plantas estén adaptadas a la baja disponibilidad de agua, o a la cantidad de agua
y a la frecuencia con que fue adicionada. En el presente estudio se aplicaron pulsos de
aproximadamente 5 mm distribuidos desde mediados de la estacién de crecimiento
hasta fines de la estacion seca, aportando entre un 20 y un 25% mas de agua que la
precipitacion media anual histérica del sitio (130 mm). Estos eventos de riego
humedecieron la capa mas superficial del suelo de forma transitoria, pero no fueron
suficientes para aumentar el contenido de humedad del suelo en capas mas profundas.
Debido a la alta demanda evaporativa de la atmosfera de la estepa patagonica, el agua
de pequefios eventos podria perderse rapidamente si no es aprovechada por las plantas.
Sin embargo, hubo respuestas en la transpiracién de la vegetacion y en las tasas
fotosintéticas en el tratamiento de irrigacion, aun en los arbustos que tienen raices

profundas, indicando que el recurso estuvo efectivamente disponible para su uso.
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Por otra parte, el tratamiento de fertilizacion tuvo efectos esencialmente sobre
caracteristicas fisioldgicas, que influyeron en la productividad y biodiversidad de la
estepa patagdnica. ElI aumento en la cantidad de individuos muertos sugiere un efecto
negativo de la fertilizacion. La acidificacion del suelo por efecto de la fertilizacion con
N podria estar explicando la inhibicion del crecimiento y la menor supervivencia de
algunas especies dado su efecto negativo sobre la absorcion de nutrientes. Un disturbio
en el balance nutricional de las plantas por efecto de la fertilizacion podria resultar en
mortalidad de las plantas (Bobbink, Hornung, & Roelofs 1998; Schulze 1989). Ademas,
la acidificacion del suelo por efecto de la fertilizacién podria tener impacto negativo
sobre la germinacion y supervivencia de las plantulas (Roem, Klees, & Berendse 2002;
Tilman 1997).

La coexistencia de especies en una comunidad ocurre mediante un balance
complejo, que es disturbado cuando se modifican ciertos factores. La hipotesis del
equilibrio de recursos (Braakhekke & Hooftman 1999) predice que las especies
coexistirdn en un equilibrio competitivo en un entorno homogéneo cuando las
proporciones reales de la oferta de recursos estén equilibradas. La adicion de N estaria
alterando las dinamicas competitivas de las especies vegetales de la estepa patagonica.
Hay varios estudios que demuestran que la adicion de N altera la estructura de la
comunidad y la composicion de especies en diferentes ecosistemas (Goulding et al.
1998; Green & Galatowitsch 2002; Jefferies & Maron 1997; Wedin & Tilman 1996).
Bobbink, Hornung, & Roelofs (1998) encontraron que un incremento en la
disponibilidad de N resultd en exclusidbn competitiva de especies de plantas

caracteristicas de un ecosistema por especies nitrofilicas.
En conclusién, los principales aportes de esta tesis son:

e La adicion de N estimula las pérdidas de C desde el suelo por
respiracion, mientras que la adicion de agua solo produce pulsos de
emisién de CO; a corto plazo.

e La fertilizacion incrementa la inmovilizacion del N en el suelo.

e El incremento en las precipitaciones y en la disponibilidad de N
incrementan la resistencia a la pérdida de la conductancia hidraulica a

nivel de las hojas y el consumo de agua por planta pero sin afectar el
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estado hidrico, excepto en la especie palatable P. ligularis y en A.
prolifera cuyos potenciales hidricos se tornan méas negativos.

e La fertilizacion con o sin adicion de agua, pero no la irrigacion por si
sola incrementa el estado nutricional de las hojas de pastos y arbustos
aumentando el contenido de N. Sin embargo un aumento en la tasa de
fotosintesis se observd en el tratamiento de irrigacion debido al aumento
en la difusion estomatica de CO..

e La fertilizacion redujo la resistencia a las bajas temperaturas de los
pastos, que aun manteniendo grandes margenes de seguridad en su
tolerancia al congelamiento frente a eventos extremos de bajas
temperaturas podrian experimentar dafio celular.

e Aunque la fertilizacion no incrementé la tasa de fotosintesis de los
pastos, aumentd la productividad primaria aérea de los pastos pero con
un recambio de especies que consistié en una disminucién de P. ligularis
y un aumento de P. humilis.

e Los arbustos incrementaron su crecimiento aéreo solo en el afio
excepcionalmente himedo debido a un evento extremo de precipitacion y
la adicién de nutrientes potencio el efecto del agua.

e La fertilizacion condujo a un mayor numero de plantas de arbustos
muertas, mientras que con un aumento significativo en las

precipitaciones dicha mortalidad tendié a disminuir.

8.3. PERSPECTIVAS FUTURAS

Cuanto mayor namero de componentes a lo largo de una cadena de condiciones
se analicen existe mayor probabilidad de poder explicar certeramente la respuesta a un
cambio en las condiciones ambientales, especialmente si el estudio incluye
observaciones a largo plazo o tratamientos de manipulacion o ambos (Fernandez 2007).
Las respuestas observadas en este estudio podrian cambiar en un mas largo plazo
dependiendo del grado de plasticidad fenotipica. Por eso, se requiere continuar
observando el comportamiento de la vegetacion a los cambios en la disponibilidad de
recursos y determinar si existe un valor umbral a partir del cual restringen su respuesta o

comienzan a responder dependiendo de la variable analizada. Asi mismo, se requiere
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evaluar los cambios en la estructura a nivel de comunidad lo cual tiene importantes

consecuencias sobre el balance neto de carbono y de agua del ecosistema.
Posibles aspectos a considerar en futuros estudios:

e Evaluar el intercambio neto de Carbono para determinar si el ecosistema
es un sumidero o una fuente de C.

e Determinar si el aumento en la cobertura de P. humilis con la
fertilizacion se acompafia con un aumento de su palatabilidad.

e Evaluar el efecto de la disminucién de las precipitaciones y el efecto
combinado con la adicién de N.

e Evaluar los efectos de mayores incrementos en la precipitacion.

e Continuar con los tratamientos actuales y determinar si los efectos se

mantienen o cambian.
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