o
Y

N\
7

1

?=|—

UNIVERSITAT e
BARCELONA

Gramineas perennes C3; y C4 para la produccion
de bioenergia en ambiente Mediterraneo

Claudia Vanina Arias

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les seglents condicions d'Us: La difusio
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) i a través del Diposit Digital de la UB (diposit.ub.edu) ha estat
autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual Unicament per a usos privats emmarcats en activitats
d’investigacid i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccioé amb finalitats de lucre ni la seva difusio i posada a disposicio
des d'un lloc alié al servei TDX ni al Diposit Digital de la UB. No s’autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra
o marc alie a TDX o al Diposit Digital de la UB (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacio de
la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) y a través del Repositorio Digital de la UB
(diposit.ub.edu) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de propiedad intelectual unicamente para usos
privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se autoriza su reproduccion con finalidades de lucro
ni su difusién y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio TDR o al Repositorio Digital de la UB. No se autoriza
la presentacion de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR o al Repositorio Digital de la UB (framing). Esta
reserva de derechos afecta tanto al resumen de presentacion de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de
partes de la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service and by the UB Digital Repository (diposit.ub.edu) has been authorized by the titular of the
intellectual property rights only for private uses placed in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative
aims is not authorized nor its spreading and availability from a site foreign to the TDX service or to the UB Digital
Repository. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service or to the UB Digital Repository is not
authorized (framing). Those rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using or
citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




Gramineas perennes C3 y C4 para la produccién de bioenergia

en ambiente Mediterraneo

Memoria presentada por Claudia Vanina Arias para optar al titulo de Doctor por la Universitat de
Barcelona. Este trabajo se enmarca dentro del programa de doctorado “Biologia Vegetal”,

correspondiente al bienio 2011/2015 de la Universitat de Barcelona.

Este trabajo se ha realizado en el Departamento de Biologia Vegetal de la Facultad de Biologia

de la Universitat de Barcelona bajo la direccion del Dr. Salvador Nogués Mestres.

Doctoranda Director de Tesis

Claudia Vanina Arias Salvador Nogués Mestres

Barcelona, 16 de julio de 2015

@ Universitat de Barcelona






Suenia lo que desees sonar;

ve doénde desees ir;

sé lo que deseas ser,

porque solamente tienes una vida

y una oportunidad para hacer las cosas que ambicionas.

Ten la suficiente felicidad que te haga dulce,
los suficientes tropiezos que te hagan fuerte,
la suficiente tristeza que te haga humano

y la suficiente esperanza que te haga feliz.

Recuerda que la vida comienza con una sonrisa,
crece con una ilusion
y se fortalece con el anhelo de ser cada dia una persona mejor, mas

sensible, mas afectuosa y mas amable.

(Autor desconocido)






Agradecimientos






Solia pensar que este dia nunca llegaria, sin embargo aqui estoy, frente al ordenador
escribiendo los agradecimientos y recordando a todas aquellas personas que de una forma u

otra han contribuido para que esta tesis pueda llegar a su final.

En primer lugar, mi sincero agradecimiento al Dr. Salvador Nogués por brindarme la oportunidad
de realizar esta tesis, por su confianza, dedicacién y por motivarme hacia el camino de la

investigacion.

A los docentes del Departamento de Biologia Vegetal pero especialmente a profesores de la
Unitat de Fisiologia Vegetal que desde mis primeras horas en la Facultad alla por el afio 2010,
cuando comencé el master de Agrobiologia Vegetal, fueron muy amables conmigo; siempre

predispuestos y atentos para ayudarme con lo que necesitara.

A la Carmencita y Esthercita, gracias por su ayuda cuando las he necesitado y sobre todo por su

calidez humana, su complicidad y por las risas compartidas.

A mis compafieros de grupo: Salvador Aljazairi por su amistad, generosidad, paciencia y
trasmision de conocimientos, a la Elena, Gladys, Alba y Carla. A Fernando Henrique Silva (hijo
mio) y a Antoni Llabrés Payeras (Toni) por haberme dejado ser parte de su proceso de
aprendizaje. A los chicos “Rice” Xavi, Camilo y Edu que me han ensefiado muchas cosas
nuevas de Word, Excel, Sigma Plot, EndNote......etc. y sobretodo porque han hecho que estos

ultimos 4 meses fueran mas llevadero y no tan estresantes, gracias chicos!

No puedo dejar de agradecer al resto de compafieros del departamento con quienes he
compartido buenos momentos y charlas: Marta Renato, Jordi, Elenita, Boubker, Alcira, Samira,
Tana, Ruth, Sara, Susan, Bang, Salvatorico, Jana Cela, Marta Pintd, Javier Miret, Daniela, Erola,
Barbara, Eva, Laura, Marta y Melani. Espero no olvidarme de ninguno y si es asi perddn, es que

son un montén y muchos ya no estan en la facultad.

Un apartado muy especial para el personal del Serveis de Camps Experimentals (SCE): Don
Ricardo Simonneau, Josep Matas y Xavier Garcia. En primer lugar, debo agradecerles de todo
corazdn porque mas que comparieros de trabajo fueron y son unos buenos amigos, con los que
sé que puedo contar siempre. Gracias por todas las ensefianzas y reflexiones, por la confianza,
por dejarme ser yo misma, por hacer que esta primera experiencia laboral de mi vida haya sido
tan agradable y sobre todo productiva (he aprendido muchisimo), por darme el tiempo para hacer
la tesis cuando lo necesitaba, por todos los cafés, los vinos y alfajores compartidos, por aguantar
mis cambios de estado de &nimo (sobre todo Xavi), por ser como son, por todo esto y muchas

cosas mas, gracias!



Al personal de los Centres Cientifics i Tecnoldgics de la UB (CCiTUB)): Pilar Teixidor, Pili Rubio
y Lourdes Berdié, por haberme brindado su ayuda y ensefianzas en el mundo de los is6topos
estables. Y a las chicas de la Unidad de Microscopia en el Clinic, Aimudena y Rosa por su

amabilidad y atencion.

A las profesoras Patricia Perissé y Rita Lovey de la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la
Universidad Nacional de Cordoba por los consejos y las palabras en el momento justo. Patry

gracias por tu acompafamiento en esta etapa, tu amistad y por confiar en mi.

A los compis de piso, por aguantarme todos estos afios sobre todo cuando llegaba cansada y de
mal humor de la facultad, han formado parte de esta historia y me han brindado su amistad
desinteresadamente, por eso y mucho mas gracias de todo corazon a Lizeth, Sean Meéhan,

Dani y Frens. Chavez no me olvido de ti, gracias por tu amistad.

Y si de alguien méas debo estar eternamente agradecida, esos son mis padres. Es por ellos dos
que hoy estoy aqui, que he llegado y conseguido todo lo que me propuesto, porque desde nifia
me han incentivado al estudio y a superarme tanto a nivel personal como profesional. Han
apostado siempre por mi y espero hoy se sientan orgullosos, gracias por todo: gracias pa y

gracias ma. Los quiero!

También no puedo olvidarme del resto de la familia (hermano, tias, tios y de todos mis queridos
primos) y de mis amigos, tanto los alld como los que estan aqui més cerca. Gracias por su
carifio, por haber estado cuando los necesité, por sus palabras de aliento y por sentirse

orgullosos de mi.

Y por ultimo pero no menos importante, quiero agradecer a la persona mas importante en mi
vida: “el meu marit Alejandro”, quien es mi compafiero de cada dia, el que ha estado a mi lado
apoyandome en cada minuto y animandome cuando parecia perder el rumbo. Gracias amor,
gracias por dejarlo todo para vivir esta aventura, por consolarme cuando lo necesitaba (que han
sido muchas veces), por las horas de cosecha y sobre todo por el tupper de cada dia. Tenés un
gran corazédn y eres la persona mas noble que conozco, por todo esto y mucho mas te estaré

agradecida toda mi vida.... Te Amo!



Indice






AGradeCIMIENTOS ...ttt 5

ADreviaCiones Y SIMDOIOS ........cvcueuiiieieiiise et es 15
1 INEFOAUCCION <.ttt 21
1.1. Demanda energética y cambio ClIMALICO. ..........cccveiririieiiirceess e 23
1.2. La biomasa como fuente alternativa de energia ...........ccccccoceeeieiiiiniiicsceceeeeees 24
1.3. Especies candidatas para la produccion de bioenergia en ambiente Mediterraneo ......... 25
1.4. Determinacion de la composicion isotopica para el estudio integrado del comportamiento
fISIOIOQICO ... bbb 27
1.4.1. Conceptos basicos sobre 10s iS6topos estables...........cccovveeceeeiciccciciicee, 28
1.4.2. Composicion isotopica de Carbon0 ..........ccceviiviviiieiciciice e 29
1.4.3. Composicion isotopica de NItrOGEN0 ......ccoviiiriiiiieiiiciee e 32
2. ODJBHIVOS ...ttt aea s 33
2.1, ODJELIVO GENEIAL.......c.evieiiiiicises ettt eaens 35
2.2. ODjetiVOS ESPECITICOS......cuuriieiiiicieieisissiceeie s 35
3. Materiales & METOAOS ......cvviiiciei et 37
3.1, Material VEGETaL.........ovieiieiei e 40
3.2. Condiciones de cultivo y disefio experimental ..o 40
3.2.1. Condiciones semi-controladas (EXperimento I)..........ccccovvvvvviviiiiiscciceeee e 40
3.2.2. Condiciones de campo (EXperimento 1) ........cccceeiiiiiiiiiiciccec e 41
3.2.3. Condiciones controladas (Experimento ) ..o, 43
3.3. Medidas de CreCiMIENTO ... 48
3.3.1. Determinacion de la produccion de materia seca (EXp. [y 1) ..o, 48
3.3.2. Determinacion del Area FOlIar (EXP. 1) ......rvecveeeeeeseeeeeseseeeeeeeeeeseeeeeseesseessseeeneeas 48
3.3.3. Relaciones entre fracciones (EXP. 1) .....cvvrriirniericercree e 48
3.3.4. Altura del tallo (EXP. TV 1) oo 49
3.3.5. Determinacion de la Tasa de Crecimiento Relativo (EXp. 1) ....cccoovviirnirnniiiiinene, 49
3.3.6. Longitud de la radicula (EXP. HID) ......ocviieiriiieereeees e 50
3.4. Medidas fISIOIOGICAS ........curueueeriririeirieieisisceeieie st 50
3.4.1. Medidas de intercambio de gases foliar (EXp. [y 11)....ccovvoverrrniieeeeeccea, 50
3.4.2. Medida de la fluorescencia modulada de las clorofilas (Exp. [y 1) .....coeeeniiininnne. 52
3.4.3. Contenido de clorofilas (EXP. 1) ....c.oiiireiericeee e 52
3.4.4. Eficiencia del uso del agua (EXP. [ Y 1) oveveveeeeeeeeeieee e 53

11



3.4.5. Eficiencia de uso del nitrdgeno (EXp. [y 1) .o.ccecceeeieieere e 53

3.4.6.Tasa de respiracién foliar (Exp. I) medida por consumo de Oz.......ccccevevevevevercrcrcncnnes 53
3.4.7. Contenido hidrico relativo (EXp. ) ......c.cueueceeiiiceeee e 55
3.5. ANAIISIS ISOLOPICO ....vevivieieiiiisieisieis ettt enenenenes 56
3.5.1. Procedimiento de marcaje isotopico con carbono 13 y nitrdgeno 15 (Exp. I)............. 56
3.5.2. Medidas isotopicas y andlisis elemental (EXp. [y 1) ..o, 57
3.5.3. Discriminacion del BC (EXP. [Y 1) wovevevereeccceeeeee e 63
3.5.4. Proporcidn de carbono NUEVO (EXP. 1) c.vcvcvevevcriiiiieieeec e 63
3.6. Estudio microscOpiCo (EXP. 1D).......cueuiiiiiieicirireceeec e 64
3.6.1. Preparacion del material para estudios estructurales .............ccccoovveeveiiiiicccecienne, 64
3.6.1.1. Fijacion, deshidratacion € INCIUSION...........ccrrriiiieiiirrs s 64
3.6.1.2. ObteNCION A COMES .....vevviicieieiesieice e 65
3.6.1.3. TINCION Y CONraStAdO ... 66
3.6.1.4. Observacion y parametros MedidoS.........ccceeeeiiriiiieieieesiee e 66
3.7. ANAliSiS €StAUISHICO. .. ..c.veriiiiirici e 66
3.7 EXPerimento |y 1. ..o 66
3.7.2. EXPEIIMENTO [l ..eeieicecee e 67
4. RESUIAAOS ...ttt 69
4.1. Experimento |: Caracterizacién fisiologica de las tres especies en ambiente controlado.. 71
4.1.1. Medidas de CreCimIENTO ........cviiiiiriririrrr s 71
4.1.2. Medidas fiSIOIOQICAS .........cccruririririicieieire s 75
4.1.3. ANAISIS ISOTOPICO ...ttt 80
4.2. Experimento II: Caracterizacién fisioldgica de las tres especies en condiciones de clima
IMEAIEITANEO . ...ttt 88
4.2.1. Condiciones ambientales ............cocvrrirriririieieeere s 88
4.2.2. Medidas de CreCimIENTO ......c.oeuriiiiee e 90
4.2.3. Medidas fiSIOIOQICaS .........ccrururririicirierrree s 93
4.2.4. ANALISIS ISOTOPICO ...v.vvvvereieieieeeee s 108
4.3. Experimento Il Ensayos de germinacidn en Panicum virgatum L. ..............cccccovvevennnen. 112
4.3.1. Resultados del experimento llla: evaluacion de diferentes métodos para romper la
dormicién en la semilla de Panicum VIrgatum L. ............ccooeeereeeenenennenneseeeeseseseseens 112
4.3.2 Resultados de experimento llIb: Evaluacion de la germinacion de Panicum virgatum
L. en condiciones de salinidad y déficit hidriCo ..........cooeevrniccreree e, 115
0. DISCUSION ...ttt 125



5.1. Experimento |: Caracterizacion fisiologica de las tres especies en ambiente controlado 127

9.1.1. Medidas de CreCiMIBNTO ..........couivrurieieieeeeieee e 127
5.1.2. Medidas de fiSIOlOGICAS ...........ccueveveiereereieieieeeeeee s 129
9.1.3. ANAlISIS ISOLOPICO ...t 132
5.2. Experimento II: Caracterizacion fisiolégica de las tres especies en condiciones de clima
MEAIEITANEO . ......ceeeeeeee ettt s e e e 134
5.2.1. Medidas de CreCimMIBNTO ..........couivririeieieieeieiee e 134
5.2.2. Medidas de fiSIOlOGICAS ...........ccueveveierereicieieieiee e 135
5.3. Experimento lII: Ensayos de germinacion en Panicum virgatum L. ..........ccccococeevvvvinnnen. 137
5.3.1. Experimento Illa: Evaluacion de diferentes métodos para romper la dormicion en la
semilla de Panicum VIFGatUum L. ............cocvrimireceiesseeeeeses s 137
5.3.2. Experimento lllb: Evaluacién de la germinacién de Panicum virgatum L. en
condiciones de salinidad y déficit NidriCO ...........covvrriieic e 139
B. CONCIUSIONES ......vviieiiiiriii ittt ettt s ettt et esnsenes 145
6.1, EXPErIMENLO L. vt 147
6.2, EXPEriMENLO 1. .o 147
6.3 EXPerimeNntO . ......c.oiieieeee e 148
B6.3.1. EXPEriMENtO H1a........cvviiiieie s 148
6.3.2. EXPErMENtO 11D .....cuieviii e 148
7. BIDHOGIAia . ... 151
B ANEXOS ...ttt ettt ettt sttt ettt ettt s rens 175

13



14



Abreviaciones y simbolos






%Cruevo
1G
2G
A
ABA
AF
AFE
Amax
AMF
Asat
C

Cs

Cs

Ca

CAM
CCiTuB
CE

CHs
CHR

Ci

ClCa
CIK
CINa
CO2
DPX
EA-IRMS
EUA
EUN
Fu/Fm
F/Fm'

Porcentaje de carbono nuevo

Combustibles de primera (1°) generacién

Combustibles de segunda (2°) generacién

Tasa de asimilacion neta de CO»

Acido abscisico

Area foliar (LA: Leaf area)

Area foliar especifica (SLA: Specific leaf area)

Tasa de Fotosintesis neta maxima a saturacién de CO2 y luz

Area de masa foliar (LMA: Leaf Mass Area)

Tasa de Fotosintesis neta a saturacion de luz

Carbono

Mecanismo fotosintético cuyo producto inmediato de la fijacion del CO2 es un acido de
3 carbono

Mecanismo fotosintético cuyo producto inmediato de la fijacion del CO2 es un acido de
4 carbono

Concentracion atmosférica de CO;

Mecanismo &cido de las crasulaceas

Centro Cientifico y Tecnoldgico de la Universidad de Barcelona
Conductividad eléctrica

Metano

Contenido hidrico relativo (RWC: Relative Water Content)
Concentracion interna de CO2

Cloruro de calcio

Cloruro de potasio

Cloruro de sodio

Di6xido de Carbono

Depoxi

Analizador Elemental- Espectrdmetro de masas de relacién isotdpica
Eficiencia en el uso del agua

Eficiencia de uso del nitrégeno

Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il

Eficiencia de la captura de la energia de excitacion por los centros de reaccion

abiertos del fotosistema |l

17



GAs
GC-C-IRMS
GEl
GRP

gs

HCOs
IAF
INTA
IRGA
ISTA
Jmax

MO
MOT
MPa

N

N20
NaClO
NAD-ME
NADPH
NADP-ME
NHsNO3
PA
PARi
PB

PCK
PDB
PEG
PEP
PEPC
PF

PFT

PG
PG50

Giberelinas

Cromatografia de gases- Espectrometro de masas de relacidn isotopica

Gases de efecto invernadero

Gramineas rizomatosas perennes
Conductancia estomatica

Bicarbonato

indice de area foliar (LAI: Leaf Area Index)
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria
Analizador de Gas Infrarrojo (Infrared gas analyzer)
International Seed Testing Association

La tasa maxima del transporte de electrones
Materia orgénica

Materia organica total

Mega Pascales

Nitrogeno

Oxido de nitrégeno

Hipoclorito de sodio

Enzima NAD-maélico

Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
Enzima NADP-malico

Nitrato de amonio

Parte aérea

Radiacion fotosintéticamente activa interceptada
Tampdn Fosfato sédico

Enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa

Pee Dee Belemnite

Polietilenglicol

Fosfoenolpiruvato

Enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa

Peso fresco

Peso fresco turgente

Porcentaje de Germinacion (%)

50 % de germinacion

18



PG75
PPFD
dpsii
PS
PSII
qP
R/RL
R/S
RAF
RPF
Rubisco
SCE
TCR
TES
viv

Ve, max
VPD
A3C
013C
O"N

75 % de germinacion

Densidad de flujo fotdnico fotosintético

Rendimiento cuantico relativo del transporte de electrones en el fotosistema |l
Peso Seco

Fotosistema dos

Quenching fotoquimico

Rojo/Rojo Lejano

Relacion Raiz/Tallo (R/S: Root/Shoot)

Relacién area foliar (LAR: Leaf Area Ratio)

Relacion peso foliar (LWR: Leaf Weight Ratio)
Ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa-Oxigenasa

Servicios de Campos Experimentales

Tasa de crecimiento relativo (RGR: Relative Growth Rate)
Solucion buffer

volumen/volumen

Velocidad maxima de carboxilacion

Déficit de presion parcial de vapor

Discriminacion isotépica del 13C

Composicion isotdpica de carbono 13

Composicion isotdpica de nitrégeno 15

19



20



1. Introduccion






11.  DEMANDA ENERGETICA Y CAMBIO CLIMATICO

A partir de la revolucion industrial, se ha utilizado como principal fuente de energia los
combustibles fosiles, especialmente petrdleo, carbon y gas. Actualmente, dichos combustibles
son recursos cada vez mas limitados, dificiles de extraer, costosos y objeto de un intenso debate
politico (Charles et al., 2007). Sin embargo, a pesar de esta situacion, se estima que el consumo
de energia mundial se incremente y que el precio del petréleo continle creciendo (IEO, 2014).
Parrish and Fike (2008) sefialan que actualmente los dos aspectos de mayor importancia son: (i)
la creciente amenaza del agotamiento de los combustibles fésiles y (i) la necesidad de reducir
las emisiones de COx. Es por ello que la crisis energética mundial esta impulsando la busqueda

de nuevas fuentes de energias renovables.

El uso de carbdn y el petréleo no solo significa el consumo insostenible de los recursos (y los
precios en aumento), sino también que estan directamente relacionados con el aumento de las
emisiones de gases (principalmente CO2, CHa4, N20O, etc.) responsables del calentamiento global
(IPCC, 2014). La acumulacion de estos gases en la atmésfera impide la salida del calor emitido
desde la superficie terrestre lo que resulta en un mayor efecto invernadero, elevando la
temperatura a nivel global. En los registros de los ultimos 100 afios se puede observar como los
valores de temperatura han incrementado y se estiman aumentos de entre 4 y 5°C antes del
2100. A su vez, este escenario sera acompafiado de condiciones climaticas extremas como
cambios en la cantidad y frecuencia de las precipitaciones, intensidad de ciclones tropicales,

sequias y olas de calor (Smith et al., 2012).

En la Unién Europa, por ejemplo, el sector del transporte es responsable de alrededor del 21%
de las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) y con el fin de poner freno al incremento
de estas emisiones el uso de biocombustibles es considerado una solucién clave para hacer
frente a este conflicto (Fischer et al., 2012). Ademas, el uso de biomasa como materia prima
para la produccién de biocombustibles podria contribuir hacia los objetivos de una reduccion
global de las emisiones de GEl, a través de la absorcion fotosintética de CO2 dentro del ciclo de
crecimiento de la biomasa (Dunnett and Shah, 2007).
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1.2. LA BIOMASA COMO FUENTE ALTERNATIVA DE ENERGIA

Cuando hablamos de bioenergia hacemos referencia a la produccion de alguna forma de energia
renovable a partir de fuentes biologicas (Karp and Shield, 2008). Materiales derivados de los
cultivos agricolas, residuos, productos forestales, plantas acuéticas, fuentes animales y
microbianas pueden ser combustionados directamente o después de procesos de conversion
(hidrdlisis, fermentacion, etc...) para producir diferentes tipos de bioenergia como calor, etanol,

energia mecanica o electricidad (Haberl et al., 2010).

Dada la necesidad de desarrollar nuevas fuentes de energia alternativa, varias especies de
plantas han sido estudiadas para la produccion de biocombustibles (Alison and Raman, 2013).
Fue asi como surgieron los biocombustibles de 1° generacion (1G), los cuales son producidos
principalmente a partir de cultivos alimenticios como cafia de azucar, almidén de maiz, girasol,
soja y sorgo (Sims et al., 2006; Carpita and McCann, 2008). Sin embargo, la produccion de
biocombustibles a partir de este tipo cultivos se ha enfrentado a fuertes criticas en cuanto a su
sostenibilidad y sobre todo a la desviacion de alimentos que se produce fuera de la cadena
alimentaria. Situacion que lleva a la escasez de alimentos y aumentos en los precios de los
productos basicos agricolas. Por otro lado, la liberacion de gases de efecto invernadero
asociados con los cambios de uso del suelo ha llevado a discusiones polémicas sobre la eficacia
de los biocombustibles de primera generacion para reducir las emisiones globales de carbono
(Naik et al, 2010).

Debido a este problematica, nuevas plantas sin valor nutricional son objeto de estudio para la
produccion de biocombustibles de 2° generacion (2G), es decir producidos a partir de cultivos
energeéticos ricos en celulosa, hemicelulosa o lignina como por ejemplo algunas gramineas
perennes, especies forestales (como el alamo) y residuos de la industria de la madera (rica en
lignocelulosa), aceite de palma o de Jartropha curcas, grasas animales, fritos, etc. (Lynd et al.,
2003). El desarrollo de los biocombustibles de segunda generacion ofrece la oportunidad de
evitar la competencia con la produccion de alimentos y de utilizar materias primas para explotar
los suelos no aptos para los cultivos de alimentos y generar mayor eficiencia de conversion
(McLaughlin & Adams Kszos, 2005; Idris et al., 2012).
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1.3. ESPECIES CANDIDATAS PARA LA PRODUCCION DE BIOENERGIA EN AMBIENTE
MEDITERRANEO

Dentro de las caracteristicas que hacen atractivas a las gramineas perennes para la produccion
de biomasa estan su alta capacidad fotosintética (mayor capacidad de fijar CO,), alto potencial
de rendimiento, altos contenidos de lignina y celulosa en su biomasa y su impacto ambiental
positivo en comparacién con otros cultivos anuales (Jaradat, 2010; Ceotto et al., 2013). Las
gramineas perennes no son vistas como competencia por las tierras agricolas, ya que pueden
cultivarse en tierras marginales o degradadas y donde la rentabilidad econdmica del agricultor y
el capital no son sostenibles (Lewandowski et al., 2003). Es decir, pueden cultivarse en tierras
marginales y a su vez proporcionan beneficios en términos de estructura y estabilidad del suelo
(por ejemplo, reduciendo la pérdida de suelo debido a la erosién y la escorrentia) y la calidad del
suelo (por ejemplo, aumento de la fertilidad del suelo a nivel de la materia organica y la retencién
de nutrientes) (Angelini et al., 2009).

El clima Mediterrdneo se caracteriza por presentar veranos calurosos y secos, y la mayoria de
los modelos de calentamiento global muestran que el suministro de agua serd mucho menor y
las temperaturas del aire significativamente mayor en el corto plazo, sobre todo durante el
verano (Rosenzweig and Tubiello, 1997; Metzger et al., 2005). Esto plantea serias amenazas
para varios cultivos convencionales, en particular en las zonas marginales. La disminucion en la
disponibilidad de agua, como consecuencia del cambio climatico, conduciria a periodos de
sequia mas prolongados y, por lo tanto reduccion de la disponibilidad o de los recursos hidricos
sobre todo en regiones de clima Mediterraneo (IPCC, 2014). En la regidn de la Peninsula Ibérica
y mas concreto en Espafia, las precipitaciones son el factor climatico mas importante en la
formacion de los ecosistemas y sobretodo en la limitacién de rendimiento de los cultivos (Nogués
et al., 2001; Araus et al., 2002). La sequia afecta rendimiento de los cultivos mas que cualquier
otro estrés ambiental generando un impacto negativo en el crecimiento, desarrollo, supervivencia
y productividad de la planta (Cattivelli et al., 2008). A su vez, el aumento en la frecuencia de los
periodos de sequia suele traer como consecuencia la aparicion de problemas de salinidad en el
suelo ya que esta asociado con un mal manejo del agua de riego (Ghannoum, 2009). Por lo
tanto, el estudio de cultivos alternativos como las gramineas perennes en ambientes
desfavorables se vuelve interesante por su mayor tolerancia a la baja disponibilidad de agua y a

la salinidad en comparacion con los cultivos tradicionales.
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En Europa, cerca de 20 especies perennes se han probado y tres gramineas rizomatosas
perennes (GRP): Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. han sido
elegidas para los programas de investigacion mas amplios (Lewandowski et al., 2003; Heaton et
al., 2004), y sobre las cuales hemos realizado nuestro estudio. Las tres especies elegidas, se
caracterizan por ser gramineas herbaceas y del tipo perenne ya que su cultivo puede durar entre
15y 20 afios. Su crecimiento se da durante la estacién célida (primavera- verano) y poseen una

alta productividad de biomasa.

Panicum virgatum L.: en inglés "switchgrass", pertenece a la familia Poaceae, subfamilia
Panicoideae. Es una especie nativa de América del Norte (difundida desde Quebec hasta
México), que puede extenderse hasta América Central. Esta especie se utiliza para produccion
de forrajes y como cobertura para conservacion de suelo y agua (Whyte et al., 1959). En los
ultimos afios se incrementd su investigacion para la produccion de biocombustibles (Sanderson
et al., 1996). Es una especie con via fotosintética C4 y del subtipo NAD-ME, existen dos ecotipos
reconocidos: upland y lowland, los primeros son de menor altura y generalmente se encuentran
en tierras altas de menor fertilidad y mas secas; mientras que los lowland puede alcanzar hasta 2
metros de altura, son muy robustos, y se encuentran en zonas bajas, humedas y de alta
fertilidad. Esta especie puede tolerar varios tipos de estrés como bajas temperaturas, sequia,
salinidad y suelos acidos (Alexopoulou et al., 2008). Su forma de reproduccion es por rizomas
pero también se reproduce por semillas, a diferencia de las otras dos gramineas que presentan
semillas no viables. Actualmente, se cultiva mediante la siembra de sus semillas. Sin embargo,
presenta inconvenientes al momento de establecimiento del cultivo (Checovich and Ruiz, 2012),
ya que sus semillas presentan dormicién al momento de la cosecha, resultando el retraso en la
germinacion y emergencia de las plantulas (Duclos et al., 2013). Diferentes estudios se han
llevado a cabo usando distintos métodos para romper la dormicién y asi aumentar el porcentaje
de germinacion, como escarificacion acida, hipoclorito de sodio y prechilling, priming, etc. (Moser
and Vogel, 1995; Haynes et al. 1997).

Miscanthus x giganteus Greef & Deuter ex Hodkinson & Renvoize: conocida como
‘miscantus”, pertenece a la familia Poaceae, subfamilia Panicoideae. Es originaria del Este de
Asia y fue utilizada antiguamente en Japdn como forraje y para produccion de calor a partir de su
combustion. Es una especie con via fotosintética C4 y del subtipo NADP-ME. Es un hibrido

triploide estéril, que viene del cruce entre M. sacchariflorus (tetraploide) y M. sinensis (diploide).
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M. sacchariflorus se reproduce por rizomas y caracteriza por tener un répido crecimiento y alta
productividad en areas calidas y humedas (Greef and Deuter, 1993). La reproduccién de M.
sinensis es principalmente es por semillas y se encuentra en ambientes frios. Por lo cual,
miscantus heredd buena tolerancia al frio y actualmente es la unica especie C4 mas productiva
en las regiones frias (Naidu and Long, 2004). Pudiendo desarrollarse bajo temperaturas menores
de 10°C y mantener altas tasas fotosintéticas bajo temperaturas entre 14 y 25 °C (Naidu, 2003).
Diferentes estudios indican que esta tolerancia a bajas temperaturas de se debe a la proteccion
del fotosistema Il mediante el incremento del contenido de zeazantina en la hoja a menos de
14°C (Farage et al, 2006).

Arundo donax L.: conocida como "cafia comUn o carrizo”, pertenece a la familia Poaceae,
subfamilia Arundineae. Es originaria de Asia y se encuentra ampliamente distribuida en los
paises alrededor del mar Mediterraneo, asi como en diferentes areas del mundo (Ceotto et al.,
2013). Es una especie con via fotosintética C3 pero presenta altas tasas de asimilacion
fotosintéticas y un potencial fotosintético insaturado comparado con las C4, que no son usuales
para las C3 (Rossa et al., 1998). Es una de las plantas herbaceas mayor tamafio del género y
una de las gramineas mas grandes del mundo, se ha utilizado antiguamente para el control de la
erosion y forraje para el ganado (Dudley, 2000). Es una planta estéril por lo que se reproduce por
rizomas (Pilu et al., 2012), por ello se la considera una especie invasora (Angelini et al., 2009).
Es capaz de crecer en una amplia gama de condiciones ambientales aunque es considerada una
planta acuatica emergente (Cook, 1990), sin embargo una vez establecida no precisa de un

aporte constante de agua, por lo que puede crecer en lugares secos.

14. DETERMINACION DE LA COMPOSICION ISOTOPICA PARA EL ESTUDIO
INTEGRADO DEL COMPORTAMIENTO FISIOLOGICO

A pesar del creciente interés en el uso de cultivos de biomasa para la produccion de energia, se
sabe poco sobre la biologia basica, fisiologia y ecologia de muchas de estas especies. Por lo
tanto, existe la necesidad de caracterizarlas desde sus tolerancias fisiologicas y ambientales
para identificar los ecosistemas méas adecuados para la produccién agronémica (Barney et al.,
2009; Chaves et al., 2009). Ademas, entender como varia el rendimiento de la biomasa segun la
gestion de los recursos y las condiciones ambientales, en las distintas especies, es de primordial
importancia para la industria de los biocombustibles (Lasorella et al, 2011; Kiniry et al, 2012).
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En este trabajo, ademés de estudiar diferentes parametros de crecimiento y fisioldgicos
ampliamente conocidos como: altura, area foliar, rendimiento de la biomasa (PS), tasas de
asimilacion de CO,, respuesta a la luz, fluorescencia, contenido de clorofilas, contenido hidrico
del agua, etc., nos planteamos el uso de isétopos estables para el estudio integrado del
comportamiento fisiolégico, ya que los isotopos estables pueden dar informaciéon sobre las
respuestas de las plantas, y sus estrategias, a los diferentes parametros ambientales (Nogués et
al., 2008).

1.4.1. Conceptos basicos sobre los isotopos estables

Los is6topos son atomos de un mismo elemento quimico que poseen el mismo numero de
protones pero difieren en el nimero de neutrones. Dentro de cada elemento, encontramos una
familia de is6topos radiactivos o inestables, que se desintegran espontaneamente en un cierto
periodo de tiempo y los no radiactivos o estables, que permanecen inalterados; estos ultimos
seran nuestro objeto de estudio. La mayoria de los elementos presenta diferentes is6topos
estables, los de mayor peso molecular o pesados, que se encuentran en bajas concentraciones y
los de menor peso o ligeros estan en mayor concentracion en la naturaleza.

La variacion en la abundancia de estos isotopos se determina mediante espectrometria de

masas y se define segun la notacion diferencial:

8"X (%0) = (R muestral R estandar — 1) * 1000

Donde d"X es la composicion isotdpica referida a un estandar expresada en tantos por mil y R
muestra ¥ R estandar representan las proporciones isotopicas absolutas del isétopo "X respecto del
cociente de un patron internacional de referencia especifico para cada elemento (Tabla 1). De
este modo, cuando el valor de 0 es positivo indica que el material estudiado esta enriquecido en
el is6topo pesado respecto al patrdn utilizado, y cuando es negativo denota empobrecimiento

respecto al patron internacional.
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Tabla 1.1. Estandares, notacion diferencial y abundancia natural de los isétopos de Cy N

utilizados en ecofisiologia.

Relacién Isotdpica 13C/12C 15N/14N
Estandar PDBP N2 atmosférico
Notacion diferencial 813C 85N
Abundancia natural (%)2 1.1 0,37

a Abundancia media del isétopo pesado respecto al total de elemento.

b PDB, fésil Pee Dee Belenmite, actualmente sustituido por Viena PDB.

Por diferencia de masa atdmica, el isétopo pesado difunde o reacciona a una menor velocidad
que el ligero en cualquier transformacién o reaccién biogeoquimica, lo que explica el
enriquecimiento 0 empobrecimiento relativo de un is6topo con respecto al otro, este proceso es
denominado: Fraccionamiento o Discriminacion isotdpica (A) y queda definido como la

desviacién respecto de la unidad:

A%o)= a—1=(5 -8, (1+8,/1000))

Siendo a el efecto isotdpico asociado a la reaccién y &y dp la composicion isotopica de los

reactivos y del producto respectivamente (Farquhar et al., 1989).

1.4.2. Composicion isotdpica de carbono

El carbono es el elemento mas abundante en la tierra y es un componente esencial de los seres
vivos, ya que interviene en procesos imprescindibles para la vida. En la biosfera coexisten de
forma natural dos is6topos de carbono: 2C (98,99 %) y 13C (1,11%).

Antiguamente, en ausencia de actividad industrial el valor de la composicién isotopica '3CO> del
aire era de -6,4 %0 (Chen et al., 2006), en la actualidad presenta valores alrededor de -8 y -10 %,
esto se debe a que a medida que aumenta la concentraciéon de CO2 en la atmosfera varia la
composicion isotopica. Estos valores mas negativos se correlacionan con la mayor presencia de
12C en el aire debido a la mayor discriminacién contra el 3C en el proceso de fotosintesis, la
deforestacion antropogénica y el uso de combustibles fosiles de origen organico cuyo CO:
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producido viene de la combustion de plantas con una &'3C entre -28 y -30 %o (Farquhar et al.,
1989). La variacién de la composicion isotopica depende de la especie analizada, de la anatomia
foliar, las condiciones ambientales y los componentes genéticos de cada especie (Brugnoli and
Farquhar, 2000). Las plantas estan normalmente empobrecidas en el isétopo mas pesado (3C)
en comparacion con el CO, atmosférico (fuente C), a causa de los procesos fisicos y quimicos
que participan en la absorcion de CO2. La 8'3C de las plantas varia entre -7 y -35 %o, en funcién
de su metabolismo fotosintético (Ca, C4 y CAM). A su vez, el 8'3C puede verse afectado por la
discriminacion durante la respiracion mitocondrial (3-6%o), ya que los substratos producto de la
fotosintesis enriquecidos/empobrecidos con 3C son liberados durante la respiracion en la
oscuridad y alterando la composicién isotépica de la planta (Ghashghaie et al., 2003), los valores
de 8'3C del aire respirado varian entre -20 %o y -30 %o. También existe una discriminacién pos-
fotosintética en los procesos de translocacion y particion de asimilados segun Badeck et al.
(2005). En las plantas C3, 8'3C valores en su materia organica (MO) varian entre -22 y -35 %o y
en plantas C4 6'3C los valores estan menos empobrecido en 3C, con valores que oscilan entre
los -9y -17 %o (Fig. 1).

La discriminacion isotopica de carbono (8'3C) en plantas se calcula a partir 8'3Ca y 8'3Cp

(Farquhar et al., 1989) como:

APC (%) =8 1°C, -8 °C,/ (1 + 8°C, /1 1000))

Donde 8%C, y 8%C, indican la composicion isotépica del aire y de la planta, a y b la
discriminacion por difusion en el aire y la carboxilacion, respectivamente.

En las especies C3 este empobrecimiento se debe a la menor difusién estomatica del 1°C y a la
preferencia de la Rubisco por el isbtopo mas ligero (12C), siendo la discriminacion contra el 13C
de la Rubisco mayor (-29 %o in vitro) que la discriminacion sobre la difusion estomatica (-4,4 %o).
Mientras que en las plantas C4, la absorcién de CO implica varios pasos: (i) la difusion de CO-
desde el aire al interior a través de la capa limite y los estomas, (i) la hidratacion de CO, a HCO3
(bicarbonato) por la anhidrasa carbénica, que reacciona con el fosfoenolpiruvato (PEP) con la
ayuda de la PEP carboxilasa (PEPC) para producir oxalacetato (&cido de C4) en el mesdfilo, (iii)
el oxalacetato se convierte en otros acidos C4 (malato, aspartato o alanina) que difunden en las
células de la vaina del haz y se descarboxila a CO. para su posterior fijacion por la Rubisco y
seguir el resto del ciclo C3. El modelo que describe la discriminacion isétopo de carbono en

hojas de las plantas C4 segun Farquhar et al. (1982) viene dada por:
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A®C (%0) = @ (C,-Ci/C,) + (bs + bs®)* Ci/Ca

Esta expresidén se deriva de la ASC descripta para plantas C3, en el que el término b es
sustituido por (b4 + b3®), donde @ representa permeabilidad y la proporcién de C fijado por
PEPC que posteriormente se escapa hacia fuera de la vaina del haz permitiendo la
discriminacién por Rubisco en la vaina del haz. El término (b4 + b3®) es menor de b3, y por lo
tanto el efecto de fraccionamiento es potencialmente méas grande por Rubisco (Bowman et al.,
1989). Esto explica los valores méas bajos de &'3C en C4 plantas en comparacion con las plantas
C3.
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813C (%o)

Figura 1.1. Variacién en la composicion isotdpica de 3C en plantas C3 y C4. Adaptado de Cerling et al. (1997).
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1.4.3. Composicion isotdpica de nitrogeno

El nitrbgeno se encuentra en forma organica e inorganica, y circula a través de procesos
complejos en el ecosistema terrestre. Las diferentes reacciones que tienen lugar en el ciclo del N
generan variaciones en los valores de los isétopos 5N y 14N, esta variabilidad en la abundancia
natural del N en las plantas terrestres puede aportar informacién valiosa del ciclo del N en el
ecosistema.

El fraccionamiento isotdpico del N en la planta es resultado de i) la asimilacion de NO3- 0 NH4*, ii)
la translocacion hacia las hojas vy iii) el metabolismo del N en el citoplasma. La incorporacion de
NOs- tiene un efecto isotdpico de 0,3 y 3 %. Se ha observado que este fraccionamiento
disminuye con la edad de la planta, las intensidades de luz y aumenta con el aumento de las
concentraciones de NO3- en una planta madura y en un suelo normal la discriminacion contra 5N
es pequefa. La variabilidad entre drganos es bastante homogénea, con excepcion en los
nddulos bacterianos, por ej.: hojas -1,5, frutos y flor -1,1, tallos -3,1, raiz -3,3 y nédulo +6.3%o. El
rango de valores de composicidn isotopica del ®N varia entre -10 y 10 %o (Tcherkez and
Hodges, 2008).

La composicion isotopica del N en la planta y en la hoja estan determinadas por el cociente
isotopico entre la fuente de N externo y los mecanismos dentro de la planta, como resultado de
la combinacién de i) 85N del aporte de N, ii) la relacion entre los aportes de N y la demanda, iii)
la proporcién del N derivada de la descomposicion de materia organica y iv) procesos de
discriminacion durante la absorcidn, reduccién, asimilacion y redistribucion en la planta. En
consecuencia, la 8 N en suelo y plantas aumenta con el exceso de N en ausencia de
fertilizacion mineral y el N derivado de fertilizacion organica resulta enriquecido en 85 N (Evans,
2001).

La composicién isotopica de °N se calcula como:
8N, = 8N, - (A, + ni/ne * (Ar-Ay)

Donde 6'5Nay 8'°Ne son la composicion isotépica del N asimilado y del nitrato externo del suelo
respectivamente, ni hace referencia a concentracion interna de N y ne a la externa de nitrato en
el suelo; Ay es el fraccionamiento asociado a la absorcion y Ar a la asimilacion (reduccidn)
(Tcherkez and Hodges, 2008).
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2. Objetivos






2.1. OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis fue caracterizar el comportamiento de las gramineas perennes

Panicum virgatum L. (C4), Miscanthus x giganteus (C4) y Arundo donax L. (C3), para la

produccion de bioenergia en ambiente Mediterraneo.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para lograr este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Caracterizar el comportamiento de estas tres especies bajo condiciones controladas
mediante el estudio de diferentes parametros fisioldgicos y de crecimiento.

Estudiar la particién del C asimilado y el N fijado entre cada 6rgano (hojas, tallos, raices
y rizomas) de la planta y el metabolismo respiratorio mediante el uso de is6topos
estables (13C y 5N).

Estudiar las respuestas de estas especies a condiciones ambientales de clima
Mediterraneo a partir de diferentes parametros fisioldgicos y de crecimiento.

Aumentar el porcentaje de germinacion mediante la evaluacion de diferentes métodos
pre-germinativo para romper la dormicion en semillas de Panicum virgatum L.

Estudiar la germinacion y la respuesta morfo-anatomica de la raiz de Panicum virgatum

L. bajo condiciones de salinidad y estrés hidrico.
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3. Materiales & Métodos






Tabla 3.1. Resumen de Experimentos realizados

Arundo donax L.

Mediterraneo: Riego y secano

Experimentos Material vegetal Condiciones Experimentales Tratamientos Estudios
Panicum virgatum L. Semi-controladas: Parametros de crecimiento
| Miscanthus x giganteus Invernadero y Condiciones de crecimiento: optimas Parametros fisiologicos
Arundo donax L. Camara de ambiente controlado Analisis isotdpico
Panicum virgatum L. Parametros de crecimiento
, . Condiciones de crecimiento: clima ) L
Il Miscanthus x giganteus No controladas: Campo Parametros fisiolégicos

Analisis isotdpico

Panicum virgatum L.

Controladas: Camara de germinacion

llla. Métodos pre-germinativos

lllb. Condiciones de salinidad y déficit hidrico

Parametros de crecimiento
Parametros fisiologicos

Parametros anatémicos




3.1.MATERIAL VEGETAL

Las especies estudiadas fueron: Panicum virgatum L. “switchgrass”, Miscanthus x giganteus
Greef et Deu “miscantus” y Arundo donax L. “cafia comun”, las cuales han sido descriptas
anteriormente en la introduccion. Las semillas de Panicum virgatum L. cultivar Alamo
correspondiente al subtipo “low-land”, fueron donadas por el INTA Anguil (La Pampa, Argentina).
Las plantulas de Miscanthus x giganteus y de Arundo donax L. fueron obtenidas de
micropropagacion "in vitro" por la empresa Piccoplant (Pflanzenvertrieb und Verkauf GmbH,

Oldenburg, Alemania).

Los diferentes experimentos se realizaron en las instalaciones del Servicio de Campos

Experimentales (SCE) de la Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona.

3.2. CONDICIONES DE CULTIVO Y DISENO EXPERIMENTAL
3.2.1. Condiciones semi-controladas (Experimento )

El primer experimento se llevo a cabo con las tres especies y en condiciones semi-controladas.
Las plantas crecieron en invernadero durante 6 meses, y luego se colocaron en camaras de
ambiente controlado para realizar un marcaje isotopico con carbono 13 (*3C) y nitrégeno 15
(*5N).

Las plantulas de switchgrass, se obtuvieron a partir de la siembra de semillas en capsula de Petri
sobre papel de filtro humedecido bajo las condiciones recomendadas, para esta especie, segun
las reglas ISTA (2012). Las plantulas de las tres especies se trasplantaron en tiestos de 9 litros
(una planta por tiesto), llenos con sustrato 3:1:1 (turba: perlita: vermiculita). Se colocaron nueve
tiestos de cada especie sobre las mesas en el invernadero (Fig. 3.1). Las condiciones
ambientales durante todo el periodo de crecimiento fueron: temperatura 25/18°C (dia/noche) y el
VPD 0,75 kPa. El rango de humedad relativa estuvo entre 65-70% y el maximo PPFD fue ~1000
pmol m2s1. El riego fue localizado, mediante goteros y se suministrdé solucién Hoagland

completa (Hoagland and Arnon, 1950).

Para realizar el marcaje isotopico, descrito en la seccion 3.5.1, las plantas se retiraron del
invernadero y se colocaron en una cdmara de ambiente controlado (Conviron E15, Controlled
Environments Ltd., Winnipeg, Manitoba, Canada). Las condiciones de la camara fueron las
siguientes: temperatura de 25/18°C (luz/oscuridad), humedad relativa entre 60-70%, PPFD de

400 pmol m2 s* durante un periodo de 16 horas de luz y una concentracion de 400 umol CO>
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mol!. Se realizaron tres riegos manuales, con solucion Hoagland completa (Hoagland and
Arnon, 1950), para mantener al 100% la capacidad de contenedor durante el periodo en el que

las plantas permanecieron en la camara (10 dias).

Figura 3.1. Plantas de Panicum virgatum L. sobre mesa de cultivo, en el interior del invernadero del SCE.

3.2.2. Condiciones de campo (Experimento II)

El segundo experimento se realizd también con las tres especies, pero en parcelas de suelo de
cultivo en el SCE. Este experimento se llevé adelante durante dos afios consecutivos (2013-
2014).

Para ello, se prepard el terreno mediante fresado con tractor, rastrillado y nivelado. En un terreno
de 56,16 m2 se marcaron dos areas (A y B) de 28,08 m2 cada una. Se dividi6 cada area en 3
parcelas (una por cada especie) de 1,8m x 1,8m (3,24 m2), trasplantandose en cada parcela 16
plantas (Fig. 3.2).
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El area A correspondio al tratamiento que denominaremos: condiciones de regadio consistente
en 50 mm H20 mes', con riego localizado mediante goteros, durante los meses de primavera-
verano (junio, julio, agosto y septiembre). Y el area B correspondi6 al tratamiento que
denominaremos: condiciones de secano el cual no tuvo riego suplementario, sélo recibié agua de

lluvia precipitada.

Se llevaron adelante diferentes mediciones relacionadas con el crecimiento y el comportamiento
fisiologico de las plantas a lo largo de todo el experimento. La primera medicion, que llamaremos
TO, se realizb en primavera (mes de mayo). En este momento (inicial) las plantas ya habian
rebrotado y no se les afiadio riego suplementario, es decir rebrotaron solo con el agua de lluvia
caida hasta ese momento. Luego de TO, se fue aplicando riego solo en la parcela A. La segunda
medicion que llamaremos T1 se realizd aproximadamente un mes después de T0, es decir a

comienzos del verano y T2 dos meses después de TO0, es decir hacia finales de verano.

18m 36m

| |

| i e )

on .

2m { Pasilo Areatotal = 56,16 m2

Area A conriego [ |

AreaBensecano [

N Superficie parcela = 3,24 m?
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giganteus N° plantas/parcela = 16

Wi

Panicum virgatum L.

Figura 3.2. Diagrama de la superficie y distribucion de las parcelas para cada especie, en la superficie de suelo
cultivable del SCE.
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Los datos meteoroldgicos de temperatura y humedad en las parcelas experimentales del SCE
durante el periodo de ensayo, fueron facilitados por el Observatorio Meteoroldgico Departamento
de Astronomia y Meteorologia de la Facultad de Fisica de la Universidad de Barcelona. Los
datos de precipitacion caida se obtuvieron a partir de los registros del pluviometro ubicado (a 10
metros del ensayo) en el propio SCE. El tipo de suelo del SCE, corresponde a un suelo tipo E
(luvisol calcico), arcilloso; derivado de sedimentos coluviales y aluviales caracteristicos de suelos
mediterraneos y subtropicales (Sauras et al., 1999). Al comienzo de la estacion de primavera, se

fertilizaron ambas parcelas (A y B) con NPK (15:15:15) con una dosis de 5 g m2,

3.2.3. Condiciones controladas (Experimento lll)

En el tercer experimento se trabajo solo con la especie Panicum virgatum L. cv. Alamo, ya que
como se menciond anteriormente, es la Unica de las tres especies que posee semillas viables
para germinacion. Para lograr los objetivos planteados en este estudio de germinacion se
llevaron a cabo dos experimentos que denominaremos llla y lllb. En el primero, se intentd buscar
un método préactico para la ruptura de la dormicién de las semillas de esta especie; y en el
segundo, evaluar el proceso de germinacion de las semillas en condiciones de salinidad y déficit

hidrico.

Los ensayos se realizaron con un lote de semillas cosechadas manualmente en diciembre 2013,
provenientes de la parcela A correspondiente al Experimento Il de Condiciones de Campo. Estas
semillas se almacenaron en sobres de papel a temperatura ambiente (2212 °C) y 40+5 % de
humedad durante tres meses hasta el inicio del experimento (marzo 2014). Previo a cada uno de
los experimentos se realizo la desinfeccion de las semillas. Se sumergieron (dentro de una fina
malla) en solucién NaOClI al 5% (v/v) en agitacién durante 15 minutos, seguido de cuatro lavados
en agua destilada estéril de 5 minutos cada uno. Todo el material utilizado (frascos de vidrio,

papel de filtro, pinzas, etc.) se esterilizd en autoclave.

La germinacion se evalud en capsulas de Petri de 9 cm de diametro (100 semillas/ capsula y tres
réplicas de cada tratamiento) sobre doble capa de papel filtro humedecido con 2,5 ml de solucién
control (agua destilada) y problema. Las cépsulas se sellaron con parafiim para evitar la
evaporacion y contaminacién. Cada ensayo fue repetido tres veces en el tiempo. Los recuentos
de germinacion se realizaron, bajo lupa de aumento, cada tres dias durante 28 dias segun lo
recomendado por ISTA (2012) para esta especie, a excepcion del experimento lllb que durd 35

dias. Esta prolongacion del periodo de ensayo, de 7 dias, se realizd para comprobar la viabilidad
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de las semillas no germinadas hasta el dia 28 de ensayo. Se consider6 semilla germinada
cuando la radicula emergida habia alcanzado 2 mm de longitud y una vez contabilizadas fueron
descartadas. En el caso de las semillas que fueron sometidas a oscuridad (Tratamiento 8 del
Exp. llla), el recuento se hizo en una camara oscura, bajo luz verde de seguridad. Esta luz verde
de seguridad esta formada por fluorescentes de luz de dia (Sylvania F18W 154 Day light)

recubiertos por dos capas de filtro verde N° 90 Rosco Supergel.

Después de cada recuento, las capsulas, se colocaron nuevamente en la cdmara de germinacion

distribuyéndose de forma aleatoria por la variabilidad de la irradiancia luminica en la cadmara.

A partir de los resultados obtenidos en cada recuento, se determiné:

e Porcentaje de germinacion (PG %) al final del experimento usando la férmula:

PG (%) = Numero de semillas germinadas 100
= 7 Namero total de semillas

e Velocidad de germinacion (dia en el que llega al PG50 % y PG75 %)
e Larelacion entre el PG % y la velocidad de germinacion.
Los dos ultimos puntos se obtuvieron mediante un Analisis de supervivencia (Ver apartado 3.7.2

Anélisis Estadistico).

3.2.3.1. Experimento llla: Evaluacién de diferentes métodos para romper la dormicién de las

semillas de Panicum virgatum L.

Con el objetivo de seleccionar la mejor alternativa para romper la dormicién de las semillas y

favorecer un mayor PG, se sometieron las mismas a los siguientes métodos pre-germinativos:

Prechilling o estratificacion: las capsulas con semillas sobre papel humedecido con 2,5 ml de
agua destilada, se almacenaron en cadmara fria a 5°C+£1°C durante un periodo de tiempo
determinado.

Priming o hidropriming con deshidratacion: las capsulas con semillas sobre papel
humedecido con 2,5 ml agua destilada, se almacenaron a temperatura ambiente (22°C+2°C)
durante un periodo de tiempo determinado y luego se deshidrataron en estufa a 40°C con

ventilacion durante dos horas.
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Combinacion de prechilling y priming: las capsulas se almacenaron en camara fria a 5°C+1°C
durante un periodo de tiempo determinado y luego se deshidrataron en estufa a 40°C con

ventilacion durante dos horas.

Los tratamientos realizados fueron (Tabla 3.1):

» Control y tratamiento 7: las semillas se pusieron a germinar directamente en la cdmara
de germinacion, sin aplicar ningun método pre-germinativo. La diferencia entre ambos
tratamientos fueron las condiciones de temperatura y luz de la camara de germinacion.

» Tratamientos 1y 2 se les realiz6 priming, durante 24 y 48 horas respectivamente.

» Tratamientos 3 y 5 se combinaron los dos métodos (prechilling y priming), es decir se
mantuvieron las semillas sobre papel humedecido a 5°C+1°C durante 7 y 14 dias
respectivamente y luego de ese periodo se procedid a su secado.

» Tratamiento 4 y 8 se les realizd prechilling durante 7 dias. La diferencia entre ambos
tratamientos fueron las condiciones de temperatura y luz de la cdmara de germinacion.

» Tratamiento 6 se realizd prechilling durante 14 dias.

Luego de aplicar los diferentes métodos pre-germinativos, las capsulas se colocaron en camaras
de germinacion (ASL Ibercex, Madrid, Espafa). Las condiciones de temperatura en la cdmara de
germinacion para los tratamientos 1; 2; 3; 4; 6 y control fueron:

o Alternancia de temperatura 22°C/16°C.

Para los tratamientos 7 y 8 fueron las sugeridas por ISTA (2012) para ésta especie:

o Alternancia de temperatura 30°C/15°C.

La alternancia de luz en las camaras fue de 16 h luz /8 h oscuridad para todos los tratamientos
excepto el n° 8, el cual se mantuvo en oscuridad. Las capsulas de Petri fueron cubiertas con
papel de aluminio para evitar la luz y de esta manera poder evaluar la influencia del fotoperiodo
sobre la germinacion. La luz en la camara de germinacion fue proporcionada por seis tubos
fluorescentes color blanco frio, marca OSRAM L36W/840 (Munich, Alemania), la cantidad de luz
recibida a la altura de las capsulas fue de 76 + 5,88 umol PAR m2 s y la calidad de la luz o
relacion Rojo/Rojo Lejano (R/RL) de 7,46 + 0,21 medido con un espectrometro UniSpec

(Spectral Analysis System, PP System).
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Tabla 3.2. Tratamientos pre-germinativos aplicados y condiciones de la camara de germinaciéon ensayadas para
romper la dormicién de las semillas de Panicum virgatum L. Prechilling o estratificacion: consistié en colocar las
semillas sobre papel humedecido con 2,5 ml de agua destilada en capsula de Petri, se almacenaron en camara fria
a 5°C+1°C durante un periodo de tiempo determinado. Priming o hidropriming con deshidratacion: las capsulas con
semillas sobre papel humedecido con 2,5 ml agua destilada, se almacenaron a temperatura ambiente (22°C+2°C)
durante un periodo de tiempo determinado y luego se deshidrataron en estufa a 40°C con ventilacion durante dos
horas. Combinacién de prechilling y priming: las capsulas se almacenaron en camara fria a 5°C+1°C durante un

periodo de tiempo determinado y luego se deshidrataron en estufa a 40°C con ventilacidn durante dos horas.

Métodos pre-germinativos Condiciones de la cdmara de germinacién
Tratamientos | Prechilling Priming Duracion Temperatura Fotoperiodo

Control - - - 22°C/16°C 16h luz/ 8h oscuridad
1 - + 24 horas 22°C/16°C 16h luz/ 8h oscuridad
2 - + 48 horas 22°C/16°C 16h luz/ 8h oscuridad
3 + + 7 dias 22°C/16°C 16h luz/ 8h oscuridad
4 + - 7 dias 22°C/16°C 16h luz/ 8h oscuridad
5 + + 14 dias 22°C/16°C 16h luz/ 8h oscuridad
6 + - 14 dias 22°C/16°C 16h luz/ 8h oscuridad
7 - - - 30°C/15°C 16h luz/ 8h oscuridad
8 + - 7 dias 30°C/15°C Oscuridad

3.2.3.2. Experimento lllb: Evaluacion de la germinacion de Panicum virgatum L. en condiciones

de salinidad vy déficit hidrico

El segundo experimento consisti6 en germinar las semillas simulando condiciones de estrés
salino y déficit hidrico, para ello se utilizaron soluciones de cloruro de sodio (CINa) segun
metodologia de Sosa et al. (2005) y se prepararon soluciones con Polietilenglicol (PEG8000),

segun la formula de Michel (1983).

Los tratamientos realizados fueron:
» Control: las semillas fueron sembradas sobre papel humedecido con 2,5 ml de agua
destilada.
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» Tratamiento de salinidad: semillas sembradas sobre papel humedecido con 2,5 ml de
CINa con un potencial hidrico de -0,8 MPa.

» Tratamiento de salinidad: semillas sembradas sobre papel humedecido con 2,5 ml de
CINa con un potencial hidrico de -1,2 MPa.

» Tratamiento de déficit hidrico: semillas sembradas sobre papel humedecido con 2,5 ml
de solucion PEG 8000 con un potencial hidrico de -0,8 MPa

» Tratamiento de déficit hidrico: semillas sembradas sobre papel humedecido con 2,5 ml

de solucién PEG 8000 con un potencial hidrico de -1,2 MPa.

Las condiciones de pre-germinacion y de germinacion que se implementaron fueron las
sugeridas por ISTA (2012) para esta especie. Se aplico a las semillas el método pre-germinativo:
prechilling 5 °C durante 7 dias, el papel fue humedecido con la solucién correspondiente a cada
tratamiento durante este periodo. Para el tratamiento con PEG 8000 como es un carbohidrato
cuya dilucién se ve afectado por la temperatura, se prepararon dos soluciones de PEG 8000, una

para el periodo de prechilling a 5°C y otra para el periodo de germinacién a 30°C.

Luego las capsulas se colocaron en la camara de germinacion (ASL, Ibercex, Madrid, Espafia)

con las siguientes condiciones:
o Alternancia de temperatura 30°C/15°C.
o Alternancia de luz (16 h luz /8 h oscuridad).

Cada semana se cambio el papel de filtro, para mantener los potenciales osméticos iniciales de
las soluciones problemas. Durante un periodo de 28 dias se realiz6 el seguimiento y contaje de
las semillas germinadas para cada tratamiento. Una vez finalizado este periodo, se procedié a
comprobar la viabilidad de las semillas que no habian germinado; para ello las semillas se
colocaron entre papeles con agua destilada y se dejaron en la camara durante 7 dias mas,

manteniendo las mismas condiciones de temperatura y fotoperiodo en la cdmara de germinacién.

En este experimento se colocaron dos capsulas de Petri extra, de cada tratamiento, para realizar
mediciones de la longitud de la radicula emergida (Apartado 3.3.7) y también para estudios

morfo-anatémicos de la misma (Apartado 3.6).
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3.3.MEDIDAS DE CRECIMIENTO

Para evaluar el crecimiento se midieron pardmetros de biomasa y se utilizaron diferentes
técnicas. Algunas medidas se realizaron durante el experimento y otras al final de cada

experimento.

3.3.1. Determinacion de la produccion de materia seca (Exp. 1y ll)

Se determiné el contenido de materia seca de los diferentes 6rganos de la planta. Se definieron
cuatro: hoja, tallo, raiz y rizoma. Una vez cortado el material se procedié a su secado
colocandolo en estufa a 60 °C hasta obtener un peso constante (~72 h) y luego fue pesado en
balanza de precision. Las raices fueron lavadas previamente para extraer el sustrato antes de

procesarlas.
Los parametros medidos fueron:

e Peso Seco Hoja (g): representa el PS total de hojas.

e Peso Seco Tallo (g): representa el PS total de tallos.

e Peso Seco Parte aérea (g): representa el PS total de la parte aérea del material vegetal
(PS de las hojas + PS de los tallos).

e Peso Seco Raiz (g): representa el PS total de las raices.

e Peso Seco Rizoma (g): representa el PS total de los rizomas.

e Peso Seco Parte subterranea (g): representa el PS de las raiz mas el PS de rizomas.

e Peso Seco Total (g): PS total del material vegetal (PS parte aérea + PS parte

subterranea).

3.3.2. Determinacion del Area Foliar (Exp. I)

El &rea foliar o AF (cm?) fue cuantificada mediante escaner de imagen plano (Hewlett- Packard
ScanJet modelo licx, San Diego, EE.UU). Posteriormente, las imagenes se analizaron con el
programa de procesamiento de imagenes IMAGE (Nogués et al., 1998).

3.3.3. Relaciones entre fracciones (Exp. I)

Una vez obtenida el area foliar y el peso seco del material vegetal, se calcularon los siguientes

parametros:
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Area foliar especifica o AFE (m2 kg'): es el coeficiente ente el area foliar y el peso
de la hoja.

Relacion peso foliar o RPF (kg kg): es el coeficiente entre el peso seco de las
hojas y el peso total de la planta, el cual representa la proporcion de biomasa que
invierten las plantas en la formacion de hojas.

Relacion area foliar o RAF (m2kg): es igual al producto de AFE por RPF, es decir
es el coeficiente entre el area foliar y el peso total de la planta, que es parcialmente
determinada por la traslocacion (RPF) y por la morfologia de la hoja (AFE).

indice de area foliar o IAF: es el area total de tejido foliar por unidad de area de
superficie del terreno. Es una cantidad adimensional que caracteriza la canopia de
una planta (Watson, 1947).

Area de masa foliar o AMF (g m-2): es el coeficiente entre el peso seco foliar y el
area foliar (Poorter et al., 2009).

Relacion Parte subterranea / Parte aérea: es el coeficiente entre el peso seco de

la parte subterranea (raiz + rizoma) y el peso seco de la parte aérea.

3.3.4. Altura del tallo (Exp. 1y Il)

Se midié la altura de los tallos (desde la base hasta la tltima hoja completamente desplegada en

el tallo) con regla graduada.

3.3.5. Determinacion de la Tasa de Crecimiento Relativo (Exp. I)

La tasa de crecimiento relativo o TCR (mg g dia-") es uno de los parametros mas importante

y clasicos del andlisis del crecimiento, el cual refleja la tasa de incremento relativo de biomasa

por unidad de tiempo. Fue descripta por Wolfe et al. (1998) y se define como:

TCR=(InPS2 - In PS1)/(t2 - t1) = (mg g dia™)

Dénde: PS2 y PS1 = son el peso seco (en gramos) de la planta al final y al inicio de cada periodo

respectivamente, mientras que {2 y t1 = corresponden al tiempo (en dias) transcurridos desde la

primera y la Ultima medicion.
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Este parametro fue medido durante el periodo de crecimiento de las plantas en el invernadero,

con un intervalo de un mes entre cada medicion.

3.3.6. Longitud de la radicula (Exp. lllb)

Se tomaron medidas de la longitud (mm) de la primera raiz adventicia a los 10 y 20 dias de
emergida con una regla graduada y se tomaron fotografias de las plantulas bajo los diferentes

tratamientos.

3.4.MEDIDAS FISIOLOGICAS
3.4.1. Medidas de intercambio de gases foliar (Exp. |y ll)

La medida de intercambio de gases se llevd a cabo utilizando un sistema de medida de
fotosintesis portatil Li-6400 (Li-cor Inc., Lincoln, Nebraska, USA). Este sistema consta de una
pinza con una cdmara que posee de un analizador de gases infrarrojo o IRGA. Debido a que
tanto el CO2 como el vapor de H20 se absorben en la banda del infrarrojo el analizador mide la
concentracion de ambos. La camara del IRGA es doble, donde se analiza el aire de referencia,
es decir, el aire que entra a la camara donde se coloca la hoja, y por otro lado mide el aire que
sale de la misma (Sistema abierto). De esta manera se pueden detectar las variaciones de estos
gases debidos al metabolismo de la hoja. Por otro lado, posee una consola central donde se
pueden modular y programar pardmetros como la luz, la temperatura, la humedad y la

concentracién de CO2en los que se desea que se encuentre la hoja para su estudio.

Algunos de los datos mas relevantes que podemos obtener son por ejemplo: la tasa de
asimilacion neta de CO; (A) es la resultante de la diferencia entre CO2 que entra y el que sale de
la camara, en funcién del flujo de aire que circula y del area foliar en el interior de la pinza.
Integrando diversas medidas como la temperatura foliar y la del aire, se pueden obtener otros

parametros como son la conductancia estomatica (gs) o la concentracion interna de CO2 (ci).

Medidas de respuestas fisiologicas de las plantas a las diferentes concentraciones de CO;
(Curvas Alc) y a diferentes niveles de luz (Curvas A/PARI) se tomaron en la Ultima hoja
completamente expandida. Las mediciones se realizaron en tres plantas de cada especie y

tratamiento.
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3.4.1.1 Curvas de respuesta al CO»

Se efectuaron curvas de respuesta al CO: (A/i), sometiendo las hojas a diferentes
concentraciones de CO, ambiental (ca). Las medidas comenzaron en 400 pmol CO2 mol, y
fueron disminuyendo gradualmente a 250, 100, 50, hasta 0 umol CO2 mol-'. Luego se reinicié en
400 pmol CO, mol' y fueron aumentando gradualmente a 750, 1000 hasta 1200 umol CO2 mol-
', esperando entre cada medida unos 10 minutos para la estabilizacién y aclimatacion de la hoja
a cada concentracion de CO.. Durante la medicion se mantuvo la temperatura foliar a 25°C,

21% Oz y un PPFD saturante de 1200 ymol m2 s-' con un 10% de luz azul.

3.4.1.2. Parametros obtenidos de las curvas de CO>

Las curvas A/ci permitieron el célculo de diferentes parametros fotosintéticos usando ecuaciones
desarrolladas por Von Caemmerer y Farquhar (1981):
e Tasa de Fotosintesis neta a saturacion de luz (Asa): es la medicién de la tasa de
fijacion CO2 neta en condiciones ambientales de luz saturante.
o Tasa de Fotosintesis neta maxima a saturacion de CO: y luz (Amax): s la medicion

de la tasa de fotosintesis en condiciones saturante de COz y luz.

Y por otro lado, se obtuvieron estimaciones mediante el método de McMurtrie y Wang (1993)
para los siguientes parametros:

e Velocidad maxima de carboxilacion (V¢max): €s la medida de la tasa méxima
carboxilacion o eficiencia maxima de carboxilacion. Se calcula como la pendiente inicial
de la porcién lineal de la curva.

e Latasa maxima del transporte de electrones (Jmax): €s la medida de la tasa méxima
de transporte de electrones que contribuyen a la regeneracién de la enzima RuBP
basado en el requisito NADPH. Se estim6 a partir de la asintota horizontal de cada curva
A/ciindividual. Es un buen indicador del funcionamiento del transporte electrénico en las

membranas tilacoidales bajo diferentes situaciones de estrés.

3.4.1.3. Curvas de respuesta a la Luz

Ademas de la respuesta al CO,, se realizaron curvas de respuesta de la fotosintesis a la luz
absorbida (A/PARI). Las curvas comenzaron a niveles maximos de luz de 2000 pmol PAR m2s-
1.y fueron disminuyendo gradualmente a 1200, 600, 300, 100, 50, 30 hasta 0 umol PAR m-2 s-1,
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La concentracién de CO, se mantuvo a 400 pumol mol-, la temperatura foliar a 25°C y 21% de
073

3.4.2. Medida de la fluorescencia modulada de las clorofilas (Exp. | y II)

Las medidas de emisién de fluorescencia de las clorofilas se realizaron simultdneamente con la
medida de intercambio de gases, en las mismas hojas, utilizando la camara de fluorescencia que
esta acoplada al cabezal del Li- 6400 (LFC 6400-40).

3.4.2.1 Parametros de la fluorescencia de la clorofila

Los parametros obtenidos fueron los siguientes:

e Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (F./Fm): es una medida de la
eficiencia méaxima del fotosistema Il si todos los centros estan abiertos. Para obtener el
valor de este parametro, la hoja a medir se mantuvo en oscuridad durante 30 minutos.

¢ Rendimiento cuantico relativo del transporte de electrones en el fotosistema I
(¢pesn): representa la proporcion de luz absorbida por las clorofilas que se aprovecha a
nivel fotoquimico y la cantidad de energia involucrada en la transferencia de energia.

o Eficiencia de la captura de la energia de excitacion por los centros de reaccion
abiertos del fotosistema Il (F,/Fn): da informacion de la variacion de la eficiencia
fotoquimica bajo condiciones limitantes de luz y sus valores varian entre 0 y 1. Fv/Fm'
se calcula mediante la fluorescencia variable (Fv = Fm"- Fo') y la fluorescencia méxima
de la hoja adaptada a la luz (Fm').

¢ Quenching Fotoquimico (qP): representa la porcién de centros de reaccion abiertos
dentro de PSII. Los cambios en el gP son el resultado de la saturacién de la fotosintesis

por la luz.

3.4.3 Contenido de clorofilas (Exp. Il)

El contenido de clorofila es un indicador del estado de salud de las plantas. Las mediciones se
realizaron con un medidor portétil de clorofila (Minolta SPAD 502 Meter, Plainfield, IL, USA), las

mediciones se realizaron en la Ultima hoja expandida de la planta.
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3.4.4. Eficiencia del uso del agua (Exp. 1y ll)

La eficiencia del uso del agua (EUA) fue estimada a partir de la metodologia segin Medrano et
al. (2007). Para obtener este parametro se utilizaron los valores de intercambio de gases que
estiman la eficiencia del uso del agua de la hoja, ya que permiten determinar la transpiracion
(salida de agua de la planta) y la fotosintesis neta (entrada neta de CO en las hojas). La
eficiencia en el uso del agua a escala foliar es el cociente entre la asimilacion de CO; y la

conductancia estomatica:

EUA intrinseca= Asat (Mmol CO2)/ gs (mol H20)

3.4.5. Eficiencia de uso del nitrégeno (Exp. |y Il)

Una vez que las plantas fueron cosechadas y cuantificado su contenido de nitrogeno, se calculd

la eficiencia de uso del nitrdgeno o EUN como:

EUN = Contenido N en la planta (g) / Peso seco (g)

3.4.6. Tasa de respiracion foliar (Exp. 1) medida por consumo de O;

Las tasas de respiracion del tejido foliar se determinaron mediante el uso de un Electrodo de
oxigeno polarografico tipo Clark de fase liquida (Clark et al., 1953), (Qubit Systems, Kingston,
Canada). Este sistema consiste en:

¢ Dos electrodos, uno es un catodo de platino y el otro un anodo de plata.

e Una membrana permeable al oxigeno (pero impermeable a otros gases).

e Una solucién electrolitica conteniendo (CIK) que une al &nodo y al catodo.

Sobre el electrodo hay una cadmara donde se coloca la solucion buffer y la muestra vegetal.
Envolviendo la camara hay una camisa de agua termostatizada, la cual permite controlar la
temperatura durante las medidas (se trabajo a temperatura ambiente 25°C) (Fig. 3.3). La
solucién se mantiene en agitaciéon continua mediante un agitador magnético, mientras en el

interior de la cdmara queda aislado del exterior gracias a un tapén.

El oxigeno disuelto en la solucién difunde a través de la membrana hacia el interior del electrodo
donde se produce una reaccion redox: el catodo de platino se reduce por accién del oxigeno,
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mientras que el anodo de plata se oxida y ambas reacciones generan una corriente que es la
base de la medida. Es decir, cuando se le aplica un voltaje polarizador de 0,7 Voltios a los
electrodos se genera una corriente eléctrica entre el anodo y el catodo, cuya la intensidad es

directamente proporcional a la concentracién de O2 disuelto de la solucion.

Para realizar esta medicidn se seleccionaron hojas jovenes y totalmente expandidas de 3
individuos de cada especie. Antes de las lecturas, se midieron aproximadamente 10 cm? de
tejido foliar, cortandolos en pequefios fragmentos. Estos se colocaron en una solucién de Cl.Ca
(0,2 mM) en oscuridad durante 10-15 minutos, para estabilizar las paredes vegetales dafiadas
por las heridas del corte. Luego, se introdujeron en 5 ml de solucién tampon de respiracion (TES
20 mM + CloCa 2 mM, pH 7,2).

Para calcular la respiracion, cada medida se hizo bajo condiciones de oscuridad (el electrodo se
cubrio con un pafio negro). Cada muestra se dejo respirando aproximadamente 4 minutos y
después se calculd la tasa de respiracion a partir de la pendiente registrada, en el programa
LoggerPro, el volumen de la solucion buffer y la cantidad de material introducido en la camara.
Inicialmente las tasas de respiracion se obtuvieron en relacion al peso seco de la muestra (umol
02 kg2s), determinando el peso seco de las muestras con una balanza de precision de 0,1 mg,
después de secarse en estufa a 60°C hasta peso constante. Las tasas de respiracién por area

foliar (umol O2kg2s") se calcularon a partir del peso especifico foliar de cada hoja.
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‘0" ring
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3.4.7. Contenido hidrico relativo (Exp. Il)

Contenido hidrico relativo o CHR: es un indicador del estado de la planta, en términos de

hidratacién celular (Slatyer, 1967).

Procedimiento para obtener valores de CHR:

Se pesaron y etiquetaron tubos Eppendorff de 0,2 ml (5 réplicas por muestra).

Se seleccionaron hojas jovenes y desarrolladas de la planta, de las cuales se
seccionaron discos, de 8mm de diametro (0,5 cm?2), de tejido y se colocaron en el tubo
de 0,2 ml.

Se pesaron los tubos con la muestra en el interior y este valor lo llamamos Peso Fresco
(PF).

Se transfirieron los discos de hoja a tubos de 1,5 ml con agua desionizada. Los tubos se
dejaron durante 24 horas en una camara fria a 4°C para permitir la absorcién de agua
por el tejido.

Luego se retiraron las secciones de tejido vegetal de los tubos con agua y con papel, se
retird el exceso de agua sobre su superficie.

Se transfirieron las muestras a sus tubos originales (0,2 ml) y se pesé de nuevo, dando
el Peso Fresco Turgente (PFT).

Luego se colocaron los tubos abiertos en una estufa a 60° C durante 48 horas.

Después del secado se volvid a pesar el tejido para obtener el valor de Peso Seco (PS).

Contenido hidrico relativo se calculé usando la siguiente ecuacion:
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3.5. ANALISIS ISOTOPICO
3.5.1. Procedimiento de marcaje isotépico con carbono 13 y nitrégeno 15 (Exp. I)

Las plantas estuvieron creciendo en el invernadero durante 6 meses. Para el marcaje se
trasladaron una cdmara de ambiente controlado (Conviron E15, Controlled Environments Ltd.,
Winnipeg, Manitoba, Canada) (Fig. 3.4 A). Se dejaron durante una semana en la camara para su
aclimatacion y luego se procedié a realizar el doble marcaje durante 3 dias (para cada especie) y

una vez finalizado el mismo las plantas fueron llevadas nuevamente al invernadero.

Para el andlisis isotopico se tomaron muestras de gases y de la materia orgénica total (MOT) en
diferentes momentos:

e TO: pre-marcaje

e T1:alas 24 horas de finalizado el marcaje.

e T2:alos 7 dias de finalizado el marcaje.

3.5.1.1. Marcaije isotopico con carbono 13

El marcaje isotdpico de carbono se logré mediante la modificacién de la composicion isotdpica
del CO del aire de la camara con carbono 13 (3C). El procedimiento consisti6 en inyectar a la
camara diéxido de carbono enriquecido en un 99% con 3C (Air Liquid, Grigny, France)
(Cambridge Isotope Laboratory, USA) (Fig. 3.4 B). Se tomé el CO2 enriquecido (13C) de la
botella con una jeringa de 50 ml (SGE, Ringwood, Australia) (Fig. 3.4 C) y mediante un perfusor
(IV Perfusor, Spritze) se dosificd la entrada de 3CO (12,5 ml 3CO2/ h) a la cdmara durante los 3

dias de marcaje (Fig. 3.4 D).

3.5.1.2. Marcaje isotdpico con nitrégeno 15

El marcaje isotdpico con nitrogeno 15 se llevd a cabo cambiando la composicidn isotdpica de la
solucién nutritiva Hoagland con nitrdgeno 15 ('*N). Simultdneamente al marcaje isotdpico con
13C se procedi6 a realizar el marcaje con N, el cual consistio en reemplazar el 4N que formaba
parte del nitrato de amonio comercial (*“NH4'#NO3) de la solucion Hoagland por 1SN (15NH4'5NOs)
(Cortec Net, France) que esta enriquecido en un 5 %. Se regaron las plantas a capacidad de

contenedor con la nueva solucién enriquecida con N durante los tres dias de marcaje.

Las plantas una vez el invernadero, se les realizaron varios lavados con agua destilada para

remover el 5N del sustrato.
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3.5.2. Medidas isotopicas y analisis elemental (Exp. 'y II)

Se realizaron analisis isotopicos en muestras de gases y de la materia organica total (MOT) de

los tejidos vegetales.

En el caso de los gases, se determind la composicion isotdpica del carbono de las siguientes
muestras:

o 0'3C del CO, del aire exterior del invernadero.

e 0'3C del CO, del aire de crecimiento en los médulos del invernadero.

e 0"C del COz dentro de la cdmara CONVIRON (antes y durante el marcaje).

e 0BC del CO; respirado por los diferentes érganos de la planta en la camara de

metacrilato.

Mientras que en la materia organica total se determiné:
e Las composiciones isotdpicas de carbono (6'3C) y de nitrdgeno (8'°N) en los diferentes
drganos de la planta.

e Los contenidos nitrégeno y carbono de los tejidos.

Todos estos andlisis se realizaron en la Unidad de Cromatografia de Gases-Espectrometria de
Masas Aplicada de los Centros Cientificos y Tecnoldgicos de la Universitat de Barcelona
(CCiTUB).

3.5.2.1 Determinacion de la composicidn isotdpica de 3C del CO» en el aire (Exp. |)

3.5.2.1.1 Obtencidn de muestra de aire con el CO2 respirado por las plantas

Para obtener el CO, respirado en oscuridad de los diferentes organos, las plantas fueron
previamente adaptadas durante unos 30-45 minutos en una habitacién oscura. Luego, cada uno
de los drganos (hojas, raices y rizomas), se colocaron por separado, dentro de una camara de
metacrilato (Nogués et al., 2004). Las raices y los rizomas se lavaron previamente y se

colocaron dentro de la camara al momento de realizar la medida.

La camara se conect6 en paralelo, entre la consola y la pinza, al sistema de medida LI- 6400
mediante el tubo de aire de muestra (Fig. 3.6 A). El nivel de PPFD dentro de la camara se

mantuvo a 0 ymol m2 s-!, cubriendo la misma con un pafio negro.

Con el fin de acumular solamente el CO2 respirado por cada 6rgano, primeramente se hizo
circular aire libre de CO: a través de la camara (manteniendo el circuito abierto) hasta reducir la

concentracién interior préximo a 0 umol CO2 mol-, luego se cerro el sistema (circuito cerrado) y
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se dejo acumular el CO, producido por la respiracion en el interior de la camara durante unos 10-
15 minutos (dependiendo de cada 6rgano). Cuando la concentracion de CO; en la camara llegd
a valores entre 600-1000 pymol CO2 mol' se recogié la muestra de aire con una jeringa
conectada al circuito de la camara (Fig. 3.6 B).
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Figura 3.4. Procedimiento de marcaje con 3C. A) Camara Conviron; B) Botella comercial con CO2 enriquecido
al 99,9% con 13C; C) Jeringa de 50 ml para inyectar el CO2 enriquecido y D) Perfusor que dosifica la entrada
del CO2 a la camara.
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Figura 3.6. A) Camara de metacrilato conectada en paralelo, entre la consola y la pinza, al sistema de medida LI-
6400 mediante el tubo de aire de muestra; B) Jeringa conectada al circuito de la camara que recoge la muestra de

aire respirado por cada 6rgano.

3.5.2.1.2 Andlisis de las muestras de aire (Exp. I)

Las muestras de aire fueron recogidas con una jeringa de 50 ml (SGE International Pty Ltd,
Australia) (Fig.3.6 B). Cada muestra en la jeringa se trasvasé a un tubo contenedor de 10 ml
(Vacutainer®, BD, Plymouth, Reino Unido).

El trasvase se hizo de la siguiente manera:

Primero se pincha el vacutainer con una aguja y se inyectan unos 10 ml de aire de la muestra
(Fig. 3.7 A), luego con una segunda aguja se perfora el septum del tubo para permitir el
reemplazo del aire dentro del tubo previamente. A continuacion se procede a inyectar el resto de
la jeringa de 50 ml, provocando una circulacion de la muestra de aire dentro del vacutainer (Fig.
3.7 B). Antes de finalizar la inyeccion de los 50 ml se retira rapidamente la aguja de salida de
aire. Los vacutainers llenados con las diferentes muestras, se almacenaron en camara fria a 4°C

hasta su andlisis.
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Figura 3.7. A) Primera aguja que inyecta la muestra de gas en el vacutainer; B) Segunda aguja que favorece la
circulacion y permitir el reemplazo del aire dentro del tubo (Pardo, 2006).

La composicion isotopica del CO2 de las muestras de aire se determin6 por cromatografia de
gases (GC-C-IRMS) de flujo continuo (Fig. 3.8 B).

El CO, de las muestras se purifico y separd con un cromatégrafo de gases (6890N, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) acoplado a un espectrometro de masas de relacion isotdpica
(Delta Plus, Thermo Finnigan, Bremen, Alemania) a través de un interfase de combustion I
(Combustion Ill, Thermo Finnigan, Bremen, Alemania). La columna de capilaridad del
cromatografo utilizada fue una GS-GasPro (J & W Scientific Inc., Folsom, CA, EE.UU.) de 30 m
de longitud x 0,32 mm, por medio de una jeringa (Hamilton, Reno, NV, USA) se aspiraron 0,6 ml
de aire de los vacutainers (Fig. 3.8 A) y se inyectaron 0,3 ml a la columna, eliminado los primeros
0,2 ml. La inyeccidn se realizo en split mode con un flujo de 20 ml min-'. La temperatura del
puerto de inyeccion fue de 220 °C y la presion de 7,8 bares. El gas portador fue helio a una

velocidad de flujo de 1,4 ml min-1.
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Figura 3.8. A) Vacutainers con muestras de
aire y jeringa (Hamilton, Reno, NV, USA) con la
cual se aspira 0,6 ml de aire de los tubos; B)
GC-C-IRMS: Gas Cromatography-Combustion-
Isotope Ratio Mass Spectrometry.

3.5.2.2. Determinacion de la composicion isotdpica de '3C y N en la materia organica total (Exp.
[yl

Se analiz6 la materia organica total de los diferentes érganos de la planta (hoja, tallo, raiz y
rizomas) y se determino:

e Las composiciones isotopicas de carbono (8'3C) y de nitrogeno (8'°N).

e Los contenidos en tanto por ciento de carbono y nitrégeno.

e Larelacion C/N.

3.5.2.2.1 Obtencion de muestras

Las muestras de hojas, tallo, raiz y rizoma se secaron en estufa a 60°C durante 72 h. Luego la
materia seca fue triturada y homogeneizada en un molino de bolas (Retsch MM301, Haan,
Germany) hasta obtener un polvo fino (Fig. 3.9 A). Se pesaron entre 0,8 y 1 mg de submuestras
en capsulas de estafio (SYLAB- Elemental Microanalisys, UK), de 8x5 mm de tamafio, con
microbalanza de precision (Mettler Toledo, Espafia) (Fig. 3.9 B). Las capsulas una vez cerradas

se colocaron en una placa Elisa y se almacenaron en un desecador hasta su posterior anélisis.
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Figura 3.9. A) Molino de bolas (Retsch
MM301, Haan, Germany) para triturar la
materia seca; B) Microbalanza de
precision (Mettler Toledo, Espafia)
donde se pesaron entre 0,8 y 1 mg de
materia seca; C) Analizador elemental
Flash 1108 (EA1108, Serie 1, Carbo
Erba Industramentazione, Milan, Italia)
acoplado a un espectrémetro de masas
de relacién isotdpica (IRMS) (Delta C,
ThermoFinnigan Mat., Bremen,

Alemania).

3.5.2.2.2. Andlisis de las muestras

EI8'3C y el 8N de la MOT se determinaron mediante un EA- IRMS: Analizador elemental Flash
1108 (EA1108, Serie 1, Carbo Erba Industramentazione, Milan, Italia) acoplado a un
espectrometro de masas de relacion isotopica (IRMS) (Delta C, ThermoFinnigan Mat., Bremen,
Alemania) (Fig. 3.9 C) que oper6 en modo de flujo continuo. Las muestras se introducen
automaticamente al sistema de andlisis mediante un carro giratorio y después se someten a
combustion y posterior reduccion, se analizo el N2 y el CO2 puro generados para determinar el

contenido de C y N, asi como las composiciones isotopicas.
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La composicion isotopica del carbono se expresa como la desviacion relativa (6'C) en
comparacion al estdndar internacional V-PDB (Viena Pee Dee Belemnite, en partes por mil (%o)

de acuerdo con la siguiente ecuacion:

St3C = (%j —1 ,donde Res larelacion 3CO,/12CO;
tandard

Los resultados del nitrégeno también son expresados con notacion (6'5N) usando patrones de
nitrdgeno internacionales secundarios conocidos (IAEA N1y IAEA N2 sulfato de amonio y IAEA

NOs nitrato potasico) referido al N2 del aire:

N = (Mj —1 | donde Res larelacion *5N/N

Rstan dard

3.5.3. Discriminacion del 13C (Exp. 1y ll)

La discriminacion isotdpica de carbono (A'3C) de la materia organica total (TOM) fue calculada a

partir de la siguiente formula (Farquhar et al., 1989):

N %%
5p+1

Donde a y p hacen referencia a la composicidn isotopica del aire y de la planta respectivamente.

3.5.4. Proporcion de carbono Nuevo (Exp. I)

El carbono-13 suministrado durante los 3 dias de marcaje fue asimilado por las plantas por
medio de la fotosintesis, y una parte de ese carbono incorporado es inmediatamente respirado y
otra parte es enviado como fotoasimilado a diferentes partes de la planta u drganos. La
proporcion de carbono nuevo (% Cnuevo) €n €l CO2 respirado en la oscuridad y en la MOT puede

ser calculada utilizando los valores 8'3C en TO y T1.

La proporcién de carbono “nuevo” (derivado del marcaje isotopico) en el CO2 respirado en la
oscuridad después de la iluminacién y el carbono “nuevo” de la MOT fue calculado segun las

ecuaciones de Nogués et al. (2004):
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oY —oY
oo —AY =Y

X =100*

Donde &Y’ y 8Y son la composicion isotopica del marcaje y el control, respectivamente; & es la
composicion isotopica del aire exterior y AY es la discriminacion isotopica de carbono, calculada

anteriormente.

3.6. ESTUDIO MICROSCOPICO (Exp. lllb)

La microscopia 6ptica permitio realizar un estudio a nivel histologico de la radicula emergida en
las plantulas de Panicum virgatum L. sometidas a estrés salino y déficit hidrico. Para ello se
siguio el protocolo utilizado en la Unidad de Microscopia Electrénica de Transmision del Centro
Cientifico y Tecnoldgico de la Universidad de Barcelona (CCiTUB) ubicado en la Facultad de

Medicina.

3.6.1. Preparacion del material para estudios estructurales

A los 20 dias de ensayo, se seleccionaron cuatro plantulas de los tratamientos CINay PEG a -
0,8 MPa y del control. Para obtener la radicula, se realizé un corte sesgado, con bisturi, en la

union de la semilla con la radicula.

3.6.1.1. Fijacién, deshidratacion e inclusion

Procedimiento:

1. La fijacién de las radiculas se efectto en glutaraldehido 2,5 % + paraformaldehido 2 %
en tampdn de fosfato sodico (PB) 0,1 My pH 7,4 durante 24-48 hy a 4° C. Se someti6
a suave vacio durante las primeras horas para facilitar la infiltracién. Después de varios
lavados (4 x 10 min, 4 °C) con PB 0,1 M (pH 7,4), las muestras fueron post-fijadas (12-
16 h, 4 °C) en tetradxido de osmio 1 % y ferrocianuro potasico 0,8 % en el mismo
tampdn.

2. A continuacién, las muestras se lavaron 4 x 10 minutos (cada lavado) con agua

destilada y se deshidrataron mediante pasos sucesivos (30 min. cada uno) por inmersion
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en soluciones de acetona de concentraciones crecientes a temperatura ambiente (Tabla
3.2).

Tabla 3.2. Series de deshidratacidn con acetona como solvente durante los siguientes tiempos.

% SOLVENTE TIEMPO TEMPERATURA
25 1x10 min. 4°C
50 1x10 min. 4°C
70 2x10 min. 4°C
90 3x10 min. 4°C
96 3x10 min. 4°C
100 3x15 min. 4°C

3. Lainclusion se realizd con Spurr (1969), que es una resina epoxy de baja viscosidad.
Las muestras se infiltraron en mezclas de resina: acetona 100 % (v/v) en diferentes
proporciones (Tabla 3.3), se realizb en agitacién y a temperatura ambiente. Tras la
infiltracion se procedio a la obtenciéon de bloques (cuatro por cada muestra). La

polimerizacion de la resina se realiz6 a 60 °C, 48 h.

Tabla 3.3. Pasos a seguir para la infiltracion de las muestras incluidas en resina.

PROPORCION ACETONA/SPURR TIEMPO DE INFILTRACION
1:3 Toda la noche
22 7 horas
31 Toda la noche
spurr puro 72 horas
spurr puro 72 horas

3.6.1.2. Obtencion de cortes

Se obtuvieron pirdmides de bloques en un piramitomo (TM60, Reichert). Los cortes semifinos de
1 um de grosor se obtuvieron mediante un ultramicrétomo Ultracut E. de Leica, y a una distancia

de 25 pum del apice radicular.
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3.6.1.3. Tincién y contrastado

Los cortes semifinos se recogieron (en medio acuoso) sobre portaobjetos, se adhirieron a los
mismos por calor (placa calefactora a 90 °C) y se tifieron con azul de metileno 1 % (30-40"),
después de un lavado abundante con H20-milliQ, se dejaron secar por calor y se montaron en

resina sintética no hidrosoluble (DPX).

3.6.1.4. Observacion y parametros medidos

Las secciones semifinas se observaron en un microscopio oOptico Olympus (CX41). Las
imagenes se captaron con una camara Olympus DP70 conectada a un ordenador, las imagenes
se analizaron con el programa Image J (Image Processing and Analysis in Java) y se midieron

los siguientes parametros:

e Areade la seccion transversal de la radicula (um2)
e NUmero de capas de células de la corteza

e Grosor de la pared interna de la endodermis (um)

3.7.ANALISIS ESTADISTICO

Las medias y errores estandar (SE) para cada parametro medido se representaron graficamente
con el programa SigmaPlot 10.0 y se sometieron a test estadisticos con el software estadistico
SSPP 20.0 (SSPP Inc., Chicago, IL, EE.UU.).

3.7.1. Experimento | y I

El anélisis de los datos se realizd mediante (ANOVA), las variables dependientes fueron
verificadas por la normalidad y homocedasticidad. Cuando una prueba en particular fue
significativa se compararon las medias mediante una prueba de comparacion multiple de

Duncan. Las diferencias se consideraron significativas a un nivel de probabilidad P < 0,05.
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3.7.2. Experimento llI

Para el analisis de los datos de PG % final se realiz6 una ANOVA (idem 3.7.1), mientras que
para evaluar la velocidad de germinacion y la relacion entre PG % y velocidad de germinacion se

realiz6 un Andlisis de Supervivencia.

El analisis de supervivencia es una herramienta muy usada en la investigacion clinica y
epidemioldgica. En este campo, es muy comun que la variable que se desea estudiar sea el
tiempo que tarda en ocurrir un suceso, el cual puede ser beneficioso (curacion, alta hospitalaria,
etc.) o perjudicial (muerte, aparicion de efecto adverso, rechazo del trasplante, etc.) o incluso
indiferente (cambio de tratamiento). Se trata de un analisis no paramétrico que estudia el tiempo
hasta que ocurre un suceso, en nuestro caso el suceso, fue del tipo beneficioso y, es el tiempo
en que una semilla tarda en germinar. La caracteristica mas importante de este tipo de datos
(tiempo hasta que ocurre un suceso) es que, muy probablemente, al final del periodo de
observacion no todos los individuos (las semillas) habran presentado el suceso objeto de estudio

(germinacion).

El objetivo del analisis de supervivencia es el analisis y la prediccion de tiempos de duracion de
una determinada situacion, que termina con la ocurrencia de un evento. Para ello, se estudia el
tiempo que transcurre entre un momento inicial (siembra) y la ocurrencia de un evento
(germinacion). Todos los individuos que hasta el Ultimo momento en que fueron observados
(bien sea al final del estudio o antes, o si se perdieron por alguna causa) y no hayan desarrollado
el suceso, tienen también importancia, y el tiempo durante el que fueron observados debe

intervenir en el analisis (Kleinbaum y Klein, 2012).

Dentro del andlisis de supervivencia se destaca el método de Kaplan-Meier (Kaplan y Meier,
1958), en el cual se utilizan todas las observaciones. Este método nos permite evaluar, de modo
individual, los posibles factores prondstico, calcular la supervivencia cada vez que un sujeto
presenta el evento y, al igual que otros métodos univariantes, nos permite comparar dos 0 mas
curvas de supervivencia a lo largo del tiempo. También nos aporta los valores de la media y
mediana e incluso los cuartiles (PG50 y PG75 %, en nuestro caso). Cuando se desea contrastar
dos o0 mas curvas de supervivencia, es decir la funcién de cada tratamiento, existen test no
paramétricos. Nosotros hemos empleado el test de Log-Rank, que es un contraste de hipdtesis
que compara las curvas de supervivencia, se pueden comparar dos 0 mas de dos, y usa como
estadistico una "Chi cuadrado" (Fernandez et al., 1996). En nuestro experimento cuando el P-

valor fue menor a 0,05 consideramos que hubo diferencias significativas entre tratamientos.
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En los estudios clinicos de supervivencia una vez se hayan estudiado los factores pronéstico de
modo individual, se han de estudiar éstos en su conjunto (para poder evaluar las posibles
interacciones) mediante andlisis multivariado. La regresién de Cox es un andlisis de
supervivencia multivariado la cual se basa en el supuesto de riesgos proporcionales, es decir, se
presupone que los riesgos de los factores son proporcionales a lo largo del tiempo. Hay
diferentes métodos de verificacion de este supuesto, algunos autores se basan en observar las
curvas de supervivencia dadas por Kaplan-Meier y ver si éstas son paralelas (Fernandez et al.,
1996). Para nuestro caso, el riesgo es una medida que tiene en cuenta la probabilidad de que la
semilla haya llegado a un dia determinado sin germinar y la probabilidad de que germine en ese
dia. La funcién de riesgo nos sirve para englobar el porcentaje de germinacion total y la
velocidad de germinacion en un mismo parametro y para contrastar si existen diferencias entre
tratamientos respecto el control. Esto nos da una idea del comportamiento de la germinacion
durante todo el periodo de ensayo de un tratamiento respecto al control, y por lo tanto, la calidad

de germinacion (alto PG en el menor tiempo posible) de cada tratamiento respecto al control.
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4. Resultados






4.1. EXPERIMENTO I: CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS TRES ESPECIES EN
AMBIENTE CONTROLADO

4.1.1. Medidas de crecimiento

4.1.1.1. Altura del tallo y produccidén de materia seca

Las plantas estuvieron creciendo durante 6 meses en invernadero bajo condiciones optimas. Al
finalizar el experimento, las tres especies alcanzaron la misma altura no observandose
diferencias significativas entre ellas (Fig. 4.1.1 A). Si encontramos diferencias en el resto de los
parametros medidos como peso seco, la especie que presentd mayor PS Total por planta (g) fue
la cafia comun (121,29 +5,73) en comparacion con miscantus y switchgrass que pesaron, un
42% y un 77%, menos respecto al PS de la cafia comun (Fig.4.1.1 B). No hubo diferencias
significativas en el PS de hojas y tallos entre las plantas C4 (switchgrass y miscantus), pero si
éste fue mucho menor comparado con la especie C3 (cafia comun) (Fig. 4.1.1 C y D). En
general, las tres especies presentaron mayor peso seco en la parte subterranea (raiz + rizoma)
comparado con la parte aérea (hojas + tallos). A nivel radicular hubo diferencias significativas
entre las 3 especies, siendo la cafia comdn la que presento mayor PS. No hubo diferencias
significativas en el PS de rizoma entre la cafia comun y miscantus, quienes presentaron un

mayor peso comparado con switchgrass (Fig. 4.1.1 Ey F).

4.1.1.2. Area Foliar y cocientes entre fracciones

Miscantus fue la especie con mayor area foliar (cm?2) por planta en comparacion con switchgrass
y la cafia comun, y no hubo diferencias entre estas dos ultimas especies (Fig. 4.1.2 A). El valor
del area foliar especifica (m? kg') por planta también fue mayor en miscantus (102,98 +10,56)
seguido de switchgrass (40,03 +4,27); y el valor mas bajo fue para la cafia comun (14,87 +0,89)
(Fig. 4.1.2 B). Los valores de cociente entre el peso seco de las hojas con respecto al peso seco
de la planta entera (kg kg-') fueron muy bajos y significativos para las tres especies, siendo el
switchgrass el que presento mayor valor (0,15 +0,01), seguido por cafia comun (0,11 +0,008) y
luego miscantus (0,08 +0,004) (Fig. 4.1.2 C). También, hubo diferencias significativas para las
tres especies en los valores del cociente érea foliar (m2 kg-') y masa del area foliar (g m2) por
planta, donde miscantus tuvo el valor mas alto (8,51 +0,62) de relacion area foliar (m2 kg-)

seguido de switchgrass (6,23 +£0,67) y la cafia comun presentd el valor méas bajo (1,75 £0,12)
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(Fig. 4.1.2 D). Mientras que para la masa del area foliar (g m?), la cafia comun tuvo el mayor
valor (67,98 14,22) seguido de switchgrass (25,75 £2,44) y miscantus (10,10 £1,27). El indice de

area foliar fue mayor en miscantus comparado con switchgrass y cafia comdn y no hubo

diferencias significativas entre estas dos ultimas especies (Fig. 4.1.2 E).
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Figura 4.1.1. Parametros de crecimiento medidos en plantas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax

L., crecidas en invernadero bajo condiciones 6ptimas. A) Altura (cm)/ planta; B) PS Total (g)/ planta; C) PS de la hoja (g)/

planta; D) PS del tallo (g)/ planta; E) PS de raiz (g)/ planta; F) PS del rizoma (g)/ planta. Los valores representan la media +

SE de cuatro réplicas (n=4). Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05) entre especies.




7000

6000 -
5000 -
4000 -
3000 -

2000 - T

Area Foliar Total (cm2 )/ planta

1000

0 T

o

Panicum

T
Miscanthus

Arundo

0,16

0,14 4 a
0,12 4
0,10
0,08
0,06
0,04

0,02 4

Relacion peso hoja - peso planta (kg.kg'l)l planta

0,00 T
Panicum

Miscanthus

Arundo

80

60 1

40 A

20 1

Masa de area foliar (g.mz)/ planta

0 T

b

=

Panicum

T
Miscanthus

Arundo

S . 2, -1 . 2, .
Relacion area foliar (m“.kg ™)/ planta Area foliar especifica (m 2.kg™L)/ planta

indice de area foliar/ planta

120

Tb

100 +
80 -
60
40 +
Cc
20 +
0 . . -
Panicum Miscanthus Arundo
10
84
a
b
64
4
Cc
24
o T T
Panicum Miscanthus Arundo
14
b
12 4
T
10 1
8
6
a
4
T
2
0 T T
Panicum Miscanthus Arundo

Figura 4.1.2. Area foliar total y cocientes entre fracciones medidos en plantas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y
Arundo donax L., crecidas en invernadero bajo condiciones ptimas. A) Area foliar total (cm2)/ planta; B) Area foliar especifica (m?
kg")/ planta; C) Cociente peso-hoja/pes-planta (kg kg')/ planta; D) Cociente area de la hoja (m2kg)/ planta; E) Masa de area foliar (g

m")/ planta y F) Indice de area foliar/ planta. Los valores son la media + SE de cuatro réplicas (n=4). Letras diferentes indican

diferencias significativas (P < 0,05) entre especies.
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Para relacionar la parte subterranea (raiz + rizoma) con la parte aérea (hojas + tallos) usamos el
cociente (R/S) “Root/Shoot”. Las tres especies mostraron diferencias significativas. Miscantus
mostré el mayor valor de R/S, donde el 82,86% de su peso seco fue destinado a la para
subterranea y el 17% a la parte aérea. Seguido por la cafia comun, que distribuy6 un 67% a la
parte subterrdnea y un 32% a la canopia. Por ultimo, la fraccion R/S en switchgrass dio un valor
cercano a 1, es decir tuvo una distribucién mas balanceada, donde un 55,49 % del peso seco se

destino para la parte subterranea y un 44% para la parte aérea (Fig. 4.1.3).
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Figura 4.1.3. Relacion Parte subterranea/ parte aérea (R/S)/ planta en Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo
donax L. crecidas en invernadero bajo condiciones dptimas. Los valores son la media + SE de cuatro réplicas (n=4). Letras

diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05) entre especies.

4.1.1.3. Tasa de Crecimiento Relativo (TCR)

Las tres especies mostraron altas tasas de crecimiento relativa (TCR) y no hubo diferencias
significativas entre ellas, obteniendo valores entre 300-350 (mg g dia') de ganancia de peso

por unidad de biomasa y tiempo (Fig. 4.1.4).
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Figura 4.1.4. Tasa de crecimiento relativo (TCR) (mg g! dia"')/ planta medido en plantas de Panicum virgatum L., Miscanthus x
giganteus y Arundo donax L. crecidas en invernadero bajo condiciones dptimas. Los valores son la media +SE de cuatro réplicas

(n=4). Letras diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05) entre especies.

4.1.2. Medidas fisiolégicas

4.1.2.1. Medidas de intercambio de gases foliar

Las curvas A/ci permitieron el calculo de diferentes parametros fotosintéticos, como Asat , Amax,
Ve, max, ¥ Jmax. La tabla 4.1.1 muestra los resultados obtenidos para las tres especies al final del
experimento. En general, podemos observar que la especie C3 “cafia comun” obtuvo valores
significativos en comparacion con las otras dos especies C4 para la mayoria de los parametros
medidos.. La cafia comun fue la especie que presenté mayores valores de tasa de fotosintesis
neta a saturacion de luz (Asat), tasa de fotosintesis neta méaxima a saturacion de CO2y luz (Amax),
conductancia estomatica (gs), valores de velocidad de carboxilacion (Ve, max) y de tasa de
transporte de electrones (Jmax) que contribuye a la regeneracion enzimatica, comparado con
switchgrass y miscantus; y a su vez no se encontraron diferencias significativas entre las

especies C4.
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Tabla 4.1.1. Parametros fotosintéticos medidos en plantas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus 'y Arundo donax L.
crecidas en condiciones controladas. Tasa de asimilacion neta de CO2 a saturacion de luz (Asaf), tasa de fotosintesis neta
maxima (Amax), conductancia estomatica (gs), velocidad de carboxilacion de la Rubisco (Ve,max) y tasa de transporte de electrones
(Jmax). Los valores representan la media + SE de tres repeticiones (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas (P

<0,05) entre las especies.

Especies

Parédmetros

Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
Asat (Mmol CO2 m2s-1) 2243 10,52a 23,00 £0,58a 27,17 +0,44b
Amax (Wmol CO2 m2s-1) 25,63 *0,52a 27,57 +1,34a 35,03 £1,57b
gs (mol H20 m2s-1) 0,13 0,02a 0,15 +0,02a 0,36 +0,03b
Ve,max (Mmol CO2 m2 s1) 69,8 +7,60a 69,3 +2,03a 131,55 +44,19b
Jmax (Umol CO2 m2s) 1254 +5,60b 90,7 +8,56a 227,84 +15,33¢c

4.1.2.2. Medidas de la fluorescencia modulada de las clorofilas

Se obtuvieron valores de rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm), medidos en la
oscuridad, cercanos a 0,7 en las C4 y 0,8 en la especie C3, pero esta diferencia entre las
especies no fue significativa (Fig. 4.1.5). La curva de respuesta de la fotosintesis a luz absorbida
(A/PARI) (Fig. 4.1.6 A), muestra un aumento en la tasa de fotosintesis neta a medida que se
incrementa la cantidad de la luz hasta niveles de luz de 2000 umol m-2s-, Las tres especies se
comportaron de manera similar no mostrando diferencias significativas entre ellas. La eficiencia
cuantica relativa del transporte de electrones del fotosistema Il (®psy), la eficiencia de la captura
de la energia de excitacion por los centros de reaccion abiertos del fotosistema Il (Fv/Fm') y los
valores de quenching fotoquimico (qP) disminuyeron a medida que se aumentaron los niveles de
luz (Fig. 4.1.6 B, C y D), no observandose diferencias significativas entre C3 y C4 en los
parametros ®psy y qP. El valor Fv/Fm' en la cafia comun disminuy6é a medida que aumentd el

nivel de luz pero fue menor la disminucién comparado con las especies C4.
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Figura 4.1.5. Rendimiento cuantico maximo del fotosistema Il (Fv/Fm), medido en la oscuridad, en plantas de Panicum virgatum
L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. crecidas en condiciones controladas. Los valores son las medias + SE de tres

repeticiones (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas (P <0,05) entre las especies.

4.1.2.3. Eficiencia del Uso del Agua

A partir de los datos obtenidos de Asaty gs calculamos la eficiencia del uso del agua intrinseca
EUAintrinseca (MMoICO2 mol H20")/ planta. Los resultados indican que las especies C4 tuvieron
mayor EUAinrinseca COmMparada con la especie C3 y, a su vez, no se observaron diferencias

significativas entre switchgrass y miscantus (Fig. 4.1.7).

4.1.2.4. Eficiencia de Uso del Nitrbgeno

Una vez que las plantas fueron cosechadas, se cuantifico el contenido de nitrégeno, se calculé la
eficiencia de uso del nitrogeno/planta como el cociente entre la peso seco de la biomasa total (g)
y nitrégeno total en la biomasa (g). En la tabla 4.1.2 podemos observar que las especies C4

tuvieron una mayor EUN comparado con la cafia comdn.
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Figura 4.1.6. Pardmetros de fluorescencia medidos en plantas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo
donax L., crecidas en condiciones controladas. A) Curva de respuesta de la fotosintesis a luz absorbida (A/PARi), B)
Eficiencia cuantica relativa del transporte de electrones del fotosistema Il (®rsi), C) Eficiencia de la captura de la energia de
excitacion por los centros de reaccion abiertos del fotosistema Il (Fv/Fm’) y D) Quenching fotoquimico (gP). Los valores son

las medias + SE de tres repeticiones (n = 3). El andlisis estadistico se muestra en la tabla S1 del apartado Anexos.
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Figura 4.1.7. Eficiencia del Uso del Agua intrinseca (umolCO2 molH20")/ planta en Panicum virgatum L., Miscanthus x

giganteus y Arundo donax L. crecidas en condiciones controladas. Los valores son las medias + SE de tres repeticiones (n = 3).

Letras diferentes indican diferencias significativas (P <0,05) entre las especies.

Tabla 4.1.2. Eficiencia del Uso del Nitrogeno (gr PS/ g N)/ planta en Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo

donax L. crecidas en condiciones controladas. Los valores son las medias + SE de cuatro repeticiones (n = 4). Letras diferentes

indican diferencias significativas (P <0,05) entre las especies.

Especies
Parametros Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
Peso seco total (g) 2755 +195a 70,63 £3,35b 121,29 +573¢
Contenido de Nitrégeno (%) 2,76 10,24 a 2,06 0,11b 414 0,89c¢
EUN (g PS/gN) 36,28 +287a 46,53 +0,39¢ 2413 +0,36b
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4.1.2.5. Tasa de respiracion foliar por consumo de O»

La tasa de respiracion en la oscuridad, medido con el Electrodo de Clark, fue significativamente
mayor en la planta C3 comparado con las especies C4 y a su vez, no hubo diferencias

significativas entre switchgrass y miscantus (Fig. 4.1.8).
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Figura 4.1.8. Tasa de respiracion foliar (umolO2 Kg's™')/ planta medidos con Electrodo de Clark, en hojas de Panicum virgatum
L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. crecidas en condiciones controladas. Los valores son las medias + SE de tres

repeticiones (n = 3). Letras diferentes indican diferencias significativas (P <0,05) entre las especies.

4.1.3. Analisis isotopico

4.1.3.1 Composicién isotopica del 3C (8'3C) en el CO, respirado en oscuridad

Durante los 6 meses de crecimiento, las plantas estuvieron en el invernadero del SCE donde el
valor de 8'3C del CO, del aire fue de -11,46 %o +0,35. Para realizar el marcaje isotdpico las
plantas se colocaron en una camara de ambiente controlado (CONVIRON) y se dejaron durante
una semana para su aclimatacion, el 8'3C del CO, del aire dentro de la camara durante este
periodo, previo al marcaje, fue de -12,5 %o £ 0,72. Al momento del marcaje, el valor de 6'3C de

CO2 del aire dentro de la camara fue modificado utilizando CO2 comercial enriquecido en un
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99% con 13C, de modo el 8'3C del CO: en el aire de la camara durante los 3 dias de marcaje fue
de 273,32 %0 £12,90 (Fig. 4.1.9).

5'3C del CO, de la cdmara CONVIRON durante el marcaje isotdpico
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Figure 4.1.9 Composicion isotopica de 13C (8'3C) del CO2 en la cdmara de ambiente controlado CONVIRON. Las muestras
de aire fueron tomadas antes de inyectar el CO2 enriquecido con 3C (pre-marcaje) y luego cada 2 horas durante 8 h. Se

aplicaron dos dosis de CO2 enriquecido con *3C por dia, a las 9y a las 13h.

Los resultados de la 8'3C del CO; respirado en la oscuridad de cada érgano (hojas, raices y
rizomas) se muestran en la Fig. 4.1.10 A. Previo al momento de marcaje (T0), la 8'3C del CO;
respirado de los érganos estuvo empobrecido de 13C respecto al §13C del CO, del aire en las tres
especies y se observaron diferencias significativas entre especies C4 y la C3. Las plantas C4
presentaron valores de 0'3C entre -9y -12 %o y la planta C3 alrededor de -21 %o. En switchgrass,
los drganos que tuvieron un &'3C del CO2 respirado mas empobrecidos con 13C fueron laraiz y el
rizoma; en miscantus no se observaron diferencias entre érganos y en la cafia comdn fue el
rizoma. Después de 24h de marcaje (T1), los valores de 8'C en el CO; respirado mostraron
valores positivos, para todos los 6rganos en las tres especies, esto indicd que las plantas
asimilaron 3CO2 y lo incorporaron a su metabolismo. Si bien todos los érganos tuvieron valores
de 8'3C positivos en el CO2 respirado, el drgano mas enriquecido para las tres especies fue el

rizoma. Una semana después del marcaje (T2), la cantidad de '3C en el CO> respirado disminuyo
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en las tres especies y el 8'3C en el CO; respirado tomé valores negativos en la mayoria de los
drganos. Sin embargo, algunos 6rganos como la raiz de switchgrass y el rizoma en las tres

especies permanecieron ligeramente enriquecidos en T2.

4.1.3.2 Composicién isotopica de '3C en la materia organica total (MOT)

Composicion isotopica de 13C (8'3C) en la materia organica de los diferentes 6rganos (hoja,
tallo, raiz y rizoma) se muestran en la Fig. 4.1.10 B. Las muestras de MOT en TO (pre-marcaje)
estuvieron empobrecidas de 13C respecto al 6'3C del CO; del aire para las tres especies. Sin
embargo, hubo diferencias en la composicion isotopica entre las especies C3 y las C4, las
plantas C4 presentaron valores que variaron entre - 13 %o y -12 %o y la planta C3 entre -32 %o y -
30%o y no se observaron diferencias significativas entre los 6rganos dentro de la misma especie.
En T1 (24 h de marcaje) al igual que en CO> respirado, la MOT de todos los dérganos estuvo
enriquecida con 3C debido a la asimilacion de 3CO2 en la camara durante el marcaje. Se
observaron diferencias significativas en la 613C entre 6rganos de cada especie, siendo el érgano
mas enriquecido el tallo. En switchgrass observamos que el tallo fue 6rgano mas enriquecimiento
en comparacion con las hojas, raiz y el rizoma y no presentaron diferencia significativas entre
ellos. En miscantus y cafia comun el tallo y rizoma fueron los érganos mas enriquecimiento. En
T2 (7 dias después del marcaje), los valores de 6'3C en MOT tomaron valores negativos en la

mayoria de drganos, excepto en raiz y rizoma de las plantas C4 y en rizoma de la planta C3.
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A 8'°C en el CO, respirado en TO, T1y T2
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Figure 4.1.10. A) Composicion isotépica de '3C (5'3C) del CO2 respirado en la oscuridad por los diferentes érganos de la
planta (hoja, raiz y rizoma); B) Composicién isotopica de '3C (3'3C) de la materia organica total en los diferentes drganos
(hoja, tallo, raiz y rizoma) de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. Las muestras de aire y materia
seca fueron tomadas en tres momentos: TO (pre-marcaje), T1 (24 h de marcaje) y T2 (7 dias después del marcaje). Los

valores son la media + SE de cuatro replicas (n=4). El andlisis estadistico se muestra en la tabla S2 y S3 del apartado Anexos.
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4.1.3.3 Discriminacion del '3C en la MOT y proporcién de carbono nuevo (% Cnuevo)

Los valores de discriminacion contra el 3C en la MOT de la hoja son presentados en la tabla
4.1.3. La especie C3, cafia comun, tuvo el mayor valor de A'3C comparado con las plantas C4, y
a su vez, no hubo diferencias significativas entre ellas. La tabla 4.1.4 muestra la proporcion de
nuevo carbono en el CO; respirado de cada 6rgano en las tres especies. La planta C3 tuvo
mayor %Cnuevo €n comparacion con las C4, y entre las C4 no hubo diferencias. Y si comparamos
entre organos, el que tuvo mayor proporcion de Cnuevo fue el rizoma. Si observamos las
proporciones de Chuevo €n la MOT (tabla 4.1.5) sigue la misma tendencia, la cafia comun tuvo

mayor %Cnuevo que switchgrass y miscantus, pero los 6rganos con mayor % fueron hoja y tallo.

Tabla 4.1.3. Discriminacion isotopica de carbono (A3C) en la materia organica en hojas de Panicum virgatum L., Miscanthus x

giganteus y Arundo donax L. crecidas en condiciones controladas. Letras indican diferencias significativas (P <0,05) entre las

especies.
Especies
Pardmetro Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
ABC 1,79 £0,09a 1,69 20,21a 21,34 +0,10b

Tabla 4.1.4. Porcentaje (%) de Carbono Nuevo en el CO respirado por los diferentes érganos (hoja, raiz y rizoma) de Panicum
virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. luego de realizado el marcaje con carbono 13. Los valores son las
medias + SE de cuatro repeticiones (n = 4). Letras mayUsculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre las especies y

letras minUsculas diferencias entre 6raanos dentro una misma especie.

Especies
Organos Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
Hoja 3,11 +0,17Aa 3,90 *0,19Aa 7,86 +0,23Ba
Raiz 4,44 +0,08Ab 4,04 +0,09Aa 7,56 +0,23Ba
Rizoma 488 +0,13Ac 441 0,17Ab 9,51 +0,15Bb
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Tabla 4.1.5. Porcentaje (%) de Carbono Nuevo en la MOT de los diferentes érganos (hoja, tallo, raiz y rizoma) de Panicum
virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. luego de realizado el marcaje con carbono 13. Los valores son las
medias + SE de cuatro repeticiones (n = 4). Letras mayusculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre las especies y

letras minUsculas diferencias entre 6raanos dentro una misma especie.

Especies
Organos Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
Hoja 4,85 +0,03Aa 4,81 0,08Aa 12,00 10,04Ba
Tallo 4,84 +0,05Aa 4,83 +0,01Aa 11,94 +0,06Ba
Raiz 4,66 +0,09Aa 4,70 0,05Aa 11,45 +0,10Bb
Rizoma 4,71 10,04Aa 4,56 +0,06Ab 11,13 £0,25Bb

4.1.3.4 Composicion isotopica de SN en la materia organica total (MOT)

Las muestras de MOT mostraron un empobrecimiento de SN en TO (Fig. 4.1.11), es decir
observamos valores entre 0y 5 %, dentro de los rangos normales de abundancia natural. En T1
(24h de realizado el marcaje con '“NOs '“NH4) observamos que las muestras de MOT se
enriquecieron con ®N en las tres especies, siendo el switchgrass la especie mas enriquecida. El
tallo fue el 6rgano con valores més positivos de SN switchgrass y cafia comun, en comparacion
con el resto de drganos. En miscantus no hubo diferencias significativas entre érganos. En T2, a
diferencia del comportamiento del '3C que se fue empobreciendo, los valores de 8'5N (%o) en las
muestras de MOT permanecieron enriquecidos después de una semana de finalizacion del

marcaje.
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Figure 4.1.11. Composicion isotdpica de ®N (3'5N) en la materia organica total en los diferentes 6rganos (hoja, tallo, raiz y
rizoma) de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. Las muestras de materia seca fueron tomadas en
tres momentos: TO (pre-marcaje), T1 (24 h de marcaje) y T2 (7 dias después del marcaje). Los valores son la media + SE de

cuatro replicas (n=4). El analisis estadistico se muestra en la tabla S4 del apartado Anexos.

4.1.3.5 Contenidos de C (%) v N (%) y relacién C/N en la materia organica total (MOT)

En general, la MOT en estas especies presentd valores alrededor de un 40% C (Tabla 4.1.7) y
no hubo diferencias significativas en el contenido de C entre los diferentes 6rganos de una
misma especie. El contenido de nitrégeno (Tabla 4.1.8) fue bajo y se observaron diferencias
entre C3 y C4. La hoja fue el 6rgano con mayor contenido de N con respecto al resto de érganos

en las tres especies. Las relaciones C/N fueron mayores en tallo de las plantas C4 (Tabla 4.1.9)
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Tabla 4.1.7. Contenido de carbono (%) en la MOT de los diferentes drganos (hoja, tallo, raiz y rizoma) de Panicum virgatum
L., Miscanthus x giganteus 'y Arundo donax L. Los valores son las medias + SE de cuatro repeticiones (n = 4). Letras
mayusculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre las especies y letras minusculas diferencias entre érganos dentro

una misma especie.

Especies
Organos Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
Hoja 2,76 0,77 ABa 2,06 +0,09Ba 4,14 0,21 Aa
Tallo 0,46 +0,04 Bc 0,68 +0,03Bd 1,94 0,28 Ab
Raiz 1,37 0,16 Bb 1,89 +0,03 Ab 1,93 0,14 Ab
Rizoma 1,32 10,01 Bb 1,58 +0,03 Ac 1,66 +0,09 Ab

Tabla 4.1.8. Contenido de nitrégeno (%) en la MOT de los diferentes érganos (hoja, tallo, raiz y rizoma) de Panicum virgatum
L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. Los valores son las medias + SE de cuatro repeticiones (n = 4). Letras
mayusculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre las especies y letras mintsculas diferencias entre érganos dentro

una misma especie.

Especies
Organos Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
Hoja 37,86 4,72 Aa 42,04 0,30 Ba 39,48 0,97 Aa
Tallo 41,88 +1,36 Aa 41,13 +0,58 Aa 40,96 10,45 Aa
Raiz 41,86 0,35 Aa 41,86 0,30 Aa 41,10 +1,18 Aa
Rizoma 41,10 +0,58 Aa 43,00 0,57 Ba 40,17 +2,28 Aa

Tabla 4.1.9. Relacion C/N en la MOT de los diferentes organos (hoja, tallo, raiz y rizoma) de Panicum virgatum L.,
Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. Los valores son las medias + SE de cuatro repeticiones (n = 4). Letras
mayusculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre las especies y letras minusculas diferencias entre érganos dentro

una misma especie.

Especies
Organos Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
Hoja 16,36 +3,17 Ac 20,53 +0,94 Ac 9,57 0,37 Bb
Tallo 92,01 6,46 Aa 61,00 +2,69 Ba 22,39 +3,15Ca
Raiz 31,90 +3,65Ab 22,15 10,48 Bc 21,69 +2,03Ba
Rizoma 31,08 0,56 Ab 27,20 +0,21 ABb 2455 +258 Ba
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4.2. EXPERIMENTO II: CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS TRES ESPECIES EN
CONDICIONES DE CLIMA MEDITERRANEO

4.2.1. Condiciones ambientales

A partir de los datos de temperatura (°C) y humedad relativa ambiente (%) aportados por la
estacion meteoroldgica del Departamento de Astronomia y Meteorologia de la Facultad de Fisica
de la Universidad de Barcelona y los datos de precipitacién mensual recogidos del pluviometro
ubicado en los SCE, correspondientes a los afios 2013 y 2014, se obtuvo la figura 4.2.1. La
precipitacion total en el afio 2013 fue de 555,60 mm y en 2014 de 606,90 mm. La distribucién
anual de la precipitacién fue del tipo bimodal, es decir las lluvias estuvieron repartidas en dos
periodos: otofio y primavera, mientras que los periodos mas secos fueron los correspondientes al

invierno y al verano, caracteristico de clima Mediterraneo.

Se observd que en el afio 2013 las precipitaciones estuvieron mas concentradas en la estacion
de primavera (246,3 mm) y el verano fue muy seco (66,5 mm), mientras que en 2014 el otofio fue
mas lluvioso (284,5 mm) y el verano también lo fue (114,9 mm). Las mayores temperaturas se
registraron en los meses de verano y fueron acompafiados de menores porcentaje de humedad

ambiente con respecto a los demas meses.

La parcela A, que denominamos condiciones de regadio, tuvo un riego suplementario durante los
4 meses de verano (junio, julio agosto y septiembre), por lo cual esta superficie de cultivo recibid
un total de 200 mm que fueron dosificados en 50 mm mes-'. La suma de la precipitacion anual y
los 200 mm extras recibidos durante estos meses, hicieron una cantidad total de agua recibida
en esa en la parcela de 755,6 mm para el afio 2013 y de 806,9 mm para 2014. La parcela B, que
denominamos condiciones de secano, no recibid ningun riego suplementario durante los cuatro

meses de verano, solo recibié agua de lluvia precipitada.
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Figura 4.2.1. Datos de temperatura (°C) y humedad relativa ambiente (%) media mensual, aportados por la estacion meteoroldgica del Departamento de Astronomia y Meteorologia de la Facultad de Fisica
de la Universidad de Barcelona, y datos de precipitacion mensual recogidos del pluviémetro, ubicado en el Servicio de Campos Experimentales de la Facultad de Biologia de la Universidad de Barcelona
correspondientes a los afios 2013 y 2014.




4.2.2. Medidas de crecimiento

4.2.2.1. Altura del tallo y produccion de materia seca por planta

La altura de todas las plantas en condiciones de regadio (parcela con riego suplementario)
mostré un aumento progresivo a lo largo de los diferentes momentos de medicién (TO, T1y T2).
Al final del experimento, la cafia comun fue la especie que presentd mayor altura seguida de
miscantus y switchgrass. Si comparamos este mismo parametro entre afios en regadio, se
observd la misma tendencia pero la altura en T2 fue mayor en 2014 que 2013 en las tres
especies. En condiciones de secano, switchgrass presento la misma tendencia de crecimiento a
lo largo del tiempo que en condiciones regadio, pero el crecimiento fue menor y tuvo el mismo
comportamiento en 2014 (Fig. 4.2.2 A1y A2). Miscantus fue la especie mas afectada por la falta
de agua, ya que no se observo un aumento de la altura del tallo a lo largo de experimento y se
comport6 del mismo modo en 2014 (Fig. 4.2.2 B1 y B2). La cafia comun sigui6 siendo la especie
de mayor altura comparada con las C4 y no presentd diferencias significativas entre el
tratamiento de condiciones de regadio y de secano en 2013, solamente en T2 del afio 2014 se

pudo observar diferencias entre estos dos tratamientos (Fig. 4.2.2 C1y C2).

La produccién de materia seca fue medida al final del experimento (Fig. 4.2.3), una vez que las
plantas estuvieron secas. En condiciones regadio se obtuvieron los mayores PS de la parte
aérea con respecto al tratamiento de secano. Siendo la cafia comin la que tuvo una mayor
produccion de biomasa comparado con las especies C4. Si comparamos el comportamiento de
cada especie frente al déficit hidrico, observamos que switchgrass en condiciones de secano
tuvo una reduccién de produccion de biomasa de un 40% con respecto al regadio y se comport6
de la misma manera en el afio 2014 (Fig. 4.2.3 A). Miscantus en 2013 produjo un 40% menos
que en regadio y en 2014 solo alcanz6 un 10% de produccién comparado con el regadio (Fig.
4.2.3 B) y la cafia comun en 2013 en secano la produccion se redujo en un 30% y en 2014 solo
en un 25% (Fig. 4.2.3 C).
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4.2.3. Medidas fisioldgicas

4.2.3.1. Medidas de intercambio de gases foliar

En general, podemos observar que en condiciones de regadio, las plantas tuvieron un mejor
comportamiento que en condiciones de secano. Si comparamos entre especies, la cafia comun
fue la que presentd los mayores valores de Asat, Amax, s, Ve, max ¥ Jmax €N comparacion con
switchgrass y miscantus; a su vez entre las C4 se observaron respuestas similares. Si
comparamos el comportamiento cada especie a lo largo del tiempo vemos que, en el afio 2013,
en condiciones de regadio, switchgrass no presento diferencias significativas entre TO y T1, pero
en T2 disminuyd un 25% Asat, 27% Amax, 30% g8, 23% Jmax y un aumento de 7% Ve, max. Mientras
que, en condiciones de secano, no se mantuvieron los mismos valores entre TO y T1, sino que
en T1 hubo una disminucion del 80% Asat, 77% Amax, 88% gs, 60% V¢, max, 70% Jmax ¥ €n T2 se
mantuvieron los mismos valores. El mismo patron de comportamiento se observo en el afio
2014 (Tabla 4.2.1).

Miscantus, en 2013, bajo condiciones de regadio, mostrd el mismo comportamiento que
switchgrass (Tabla 4.2.2), es decir mantuvo los mismos valores durante TO y T1 pero en T2 hubo
disminuciones en parametros de 37,5% Asat, 40% Amax, 50% g8, 27% Jmax y un aumento de 30%
Ve, max. En 2014, TO y T1 también se mantuvieron pero la diferencia estuvo marcada en T2 donde
los valores, en vez de disminuir asi como en 2013, aumentaron un 16% Asat, Amax Y Ve, max, 23%
gs y 43% Jmax. En condiciones de secano, tanto en el afio 2013 como 2014, hubo una
disminucion desde T0 a T1 en todos los parametros medidos, la diferencia estuvo que en 2013 la
disminucion fue mayor (85% Asat, 73% Amax, 83% ¢S, 80% Ve, max ¥ 70% Jmax) CON respecto a
2014 (60% Asat, 64%Amax, 7% g5, 65% Ve, max Y 75% Jmax). Y @l momento T2 todas las plantas
presentaron senescencia foliar.

Finalmente, la cafia comun en condiciones de regadio (Tabla 4.2.3), en el afio 2013 mostrd
disminuciones en T1 con respecto a TO en los diferentes parametros, pero luego en T2
aumentaron a excepcién de gs que no presento diferencias significativas entre tiempos. Las
disminuciones en T1 fueron cercanas al 30-35% en Asat Y Amax, ¥ de un 4% en Jmax. En T2 los
incrementos fueron de 22% Asat, 34% Amax, 8% Ve, max ¥ 35% Jmax. En 2014, no hubo diferencias
entre TO y T1 para Asat, pero hubo disminuciones del 22% en T2, el resto de parametros tuvieron
valores diferentes entre TO y T1 con disminuciones 8% Amax, 25% gs, 16% Jmax y aumentos del
52% en V¢ max. En T2 continuaron las disminuciones: 26% Amax, 48 % Ve max ¥ 28 % Jmax ¥
aumentos de 22 % para gs. En condiciones de secano, para el afio 2013, hubo diferencia entre
TO y T1 donde se observaron reducciones entre 40 y 45% para Asat, Amax ¥ Jmax, 65% gs y un
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incremento del 62% V¢, max. En T2 disminuy6 50% Asat, 70% Ve, max, 6,50 Jmax, aumentd en un
10% Amax Y gs permanecio igual que en T1. En el afio 2014, hubo diferencias a lo largo de las
mediciones y las disminuciones para T1 con respecto a TO fueron: 35%- 40% Asat, Amax, Y Jmax,
72% gs, 19% V¢, max. En T2 continuaron disminuyendo 33% Asat, 40% Amax, 20% gs, 42% Ve, max
Y 45% Jmax.

4.2.3.2. Medidas de la fluorescencia modulada de las clorofilas

Se obtuvieron valores de rendimiento cuantico méximo del fotosistema Il (F/Fm), medidos en la
oscuridad, entre 0,7 para las especies C4 y valores de 0,8 para la C3 y no se observaron
diferencias significativas entre tratamientos en un mismo momento de medicién. Tampoco hubo
diferencias entre tiempos para un mismo tratamiento y ademas se obtuvieron valores similares si
comparamos 2013 y 2014 (Fig. 4.2.4). En general, las curvas de respuesta de la fotosintesis a
luz absorbida (A/PARI) (Fig. 4.2.5) mostraron un aumento en las tasas de fotosintesis neta a
medida que se incrementd la cantidad de la luz hasta 2000 umol m-2s-1 en las tres especies bajo
condiciones regadio, siendo la especie C3 la que presentd mayores valores de asimilacién de
CO.. En condiciones de secano hubo menores tasas de asimilacién, switchgrass disminuyé en
un 75%, miscantus un 80% y la cafia comun un 50% con respecto al regadio. Tanto switchgrass
como la cafia comun tuvieron el mismo comportamiento en 2013 y 2014, siendo el miscantus el
que presento en 2014 mas variabilidad en condiciones regadio y en secano la disminucion fue
menor. La eficiencia cuantica relativa del transporte de electrones del fotosistema Il (®psi) (Fig.
4.2.6), la eficiencia de la captura de la energia de excitacion por los centros de reaccion abiertos
del fotosistema Il (F,7Fn') (Fig. 4.2.7) y los valores de Quenching fotoquimico (qP) (Fig. 4.2.8)
disminuyeron a medida que aumentaron los niveles de luz, siendo mas marcado la disminucion
de estos parametros en las especies C4 en comparacion con la C3 y este comportamiento fue el
mismo en los dos afios medidos. En condiciones de secano, la cafia comin no mostro
diferencias significativas en comparaciéon con el regadio y a su vez entre los diferentes
momentos de medicion, a diferencia de switchgrass y miscantus que si presentaron diferencias

entre tratamientos y entre los diferentes momentos de medicion.
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Tabla 4.2.1. Parametros fotosintéticos medidos como tasa de asimilacién neta de CO. a saturacion de luz (Asa), tasa de
fotosintesis neta méaxima (Amax), conductancia estomatica (gs), velocidad de carboxilacion de la Rubisco (Vemax) y tasa de
transporte de electrones (Jmax) medidos en plantas de Panicum virgatum L. crecidas en condiciones de riego y de secano. Las
mediciones fueron tomadas en tres momentos (TO: primavera; T1: principio de verano y T2: finales de verano). Los valores son
las medias + SE de tres repeticiones (n = 3). Letras mayUsculas diferentes indican diferencias significativas (P <0,05) entre
afios para un mismo parametro, tiempo y tratamiento. Letras mindsculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre

tiempos para un mismo parametro y afio.

Especie
Panicum virgatum L.
Parametros Tiempo  Tratamiento 2013 2014

T0 Riego 19,33 +145Aa 17,00 +1,00Aa

T0 Secano 19,33 +1,45Aa 17,00 +1,00Aa

Asat T1 Riego 21,00 +1,50Aa 19,83 +3,35Aa
(umol CO2 m2s-) T1 Secano 450 +0,50Bb 507 +1,39Bb
T2 Riego 15,50 +2,18Cc 16,17 +1,17Cc

T2 Secano 3,17 +0,93Bb 533 +0,17Bb

T0 Riego 26,03 +3,24Aa 29,15 +2,15Bb

T0 Secano 26,03 +3,24Aa 29,15 +2,15Bb

Amax T1 Riego 26,60 +0,30Aa 25,57 +2,44Aa
(umol CO2 m2s-1) T Secano 6,80 +0,34Cc 742 +214Cc
T2 Riego 19,90 +2,50Dd 26,23 +2,02Aa

T2 Secano 6,40 +1,02Cc 7,92 +1,79Cc

T0 Riego 0,130 +0,010Aa 0,120 +0,010Aa

T0 Secano 0,130 +0,010Aa 0,120 +0,010Aa

gs T1 Riego 0,120 +0,004Aa 0,210 +0,005Bb

(mol H20 m?s-1) T1 Secano 0,014 +0,010Cc 0,030 +0,010Cc
T2 Riego 0,090 +0,003Dd 0,120 +0,003Aa

T2 Secano 0,016 +0,004Cc 0,030 +0,010Cc

T0 Riego 5341 +5,09Aa 55,39 +6,74Aa

T0 Secano 5341 +5,09Aa 55,39 +6,74Aa

Ve max T1 Riego 53,38 +0,84Aa 78,66 +15,28Bb
(umol CO2 m2s7) T1 Secano 24,08 +441Cc 20,16 +5,16Cc
T2 Riego 57,96 +10,27Dd 60,26 +3,60Dd

T2 Secano 6,51 +3,66Ee 19,48 +3,73Cc

T0 Riego 90,80 +11,26Aa 146,38 +13,48Bb

T0 Secano 90,80 +11,26Aa 146,38 +13,48Bb

Jmax T1 Riego 120,52 +3,96Cc 150,80 +22,28Cc
(umol CO2 m2s7) T1 Secano 30,15 +0,99De 32,75 +9,51Dd
T2 Riego 92,32 +15,20Aa 127,27 +11,44Bb

T2 Secano 19,84 +6,11Ee 31,72 +4,08Dd
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Tabla 4.2.2. Parametros fotosintéticos: Tasa de asimilacion neta de CO2 a saturacion de luz (Asa), tasa de fotosintesis neta
maxima (Amax), conductancia estomatica (gs), velocidad de carboxilacion de la Rubisco (Vemax) y tasa de transporte de electrones
(Jmax) medidos en plantas de Miscanthus x giganteus crecidas en condiciones de riego y de secano. Las mediciones fueron
tomadas en tres momentos (T0: primavera; T1: principio de verano y T2: finales de verano). Los valores son las medias + SE de
tres repeticiones (n = 3). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (P <0,05) entre afios para un mismo

parametro, tiempo y tratamiento. Letras minUsculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre tiempos para un mismo

parametro y afio.
Especie
Miscanthus x giganteus
Parametros Tiempo Tratamiento 2013 2014
TO Riego 17,67 +1,86Aa 18,50 *1,50Aa
TO Secano 17,67 £1,86Aa 18,50 £1,50Aa
(pmolésC;; m2s- T Riego 16,17 £1,64Aa 17,33 £0,44Aa
1) T Secano 2,50 +0,76Bb 7,00 +4,00Cc
T2 Riego 9,83 +2,92Cc 21,50 +0,50Aa
T2 Secano nd nd
TO Riego 22,00 +3,71Aa 25,00 +0,00Bb
TO Secano 22,00 +3,71Aa 25,00 £0,00Bb
Anmax ! T Riego 21,37 +2,21Aa 21,50 #0,26Aa
(umol COz m2s-
1) T Secano 6,13 +0,85Cc 9,02 +5,19Cc
T2 Riego 13,31 4,07Dd 2547 +1,62Bb
T2 Secano nd nd
TO0 Riego 0,124 £0,012Aa 0,135 +0,005Aa
TO Secano 0,124 +0,012Aa 0,135 +0,005Aa
gs T Riego 0,120 +0,005Aa 0,104 +0,004Bb
(mol H20 m?s-1) T1 Secano 0,020 +0,003Cc 0,035 +0,013Cc
T2 Riego 0,060 +0,020Dd 0,160 +0,028Ee
T2 Secano nd nd
TO Riego 45,09 +545Aa 60,77 +9,82Bb
TO Secano 45,09 +545Aa 60,77 +9,82Bb
(pmolvégzxm-Z . T Riego 57,30 +2,56Bb 71,89 +3,10Bb
1) T Secano 9,29 +1,70Cc 21,79 £9,47Dd
T2 Riego 41,31 £12,16Aa 83,67 +3,14Ee
T2 Secano nd nd
TO Riego 73,38 +9,70Aa 127,50 £7,08Bb
TO Secano 73,38 9,70Aa 127,50 +7,08Bb
Jmax o T Riego 93,00 4,4Cc 102,46 +3,26Dd
(umol CO2 m2s
1) T Secano 26,49 £5,03Ee 31,58 £7,38Ee
T2 Riego 68,45 +9,54Aa 146,72 +8,06Ff
T2 Secano nd nd
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Tabla 4.2.3. Parametros fotosintéticos: Tasa de asimilacion neta de CO2 a saturacion de luz (Asat), tasa de fotosintesis neta
maxima (Amax), conductancia estomatica (gs), velocidad de carboxilacién de la Rubisco (Vemax) ¥ tasa de transporte de
electrones (Jmax) medidos en plantas de Arundo donax L. crecidas en condiciones de riego y de secano. Las mediciones
fueron tomadas en tres momentos (TO: primavera; T1: principio de verano y T2: finales de verano). Los valores son las
medias * SE de tres repeticiones (n = 3). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (P <0,05) entre afios
para un mismo parametro, tiempo y tratamiento. Letras mintsculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre tiempos

para un mismo parametro y afio.

Especie
Arundo donax L.
Parametros Tiempo Tratamiento 2013 2014

T0 Riego 25,00 +1,53Aa 2350 +2,50Aa

T0 Secano 25,00 +1,53Aa 2350 +2,50Aa

Asat T1 Riego 18,67 +3,59Aa 22,67 +0,67Aa
(umol CO2 m2s-) T1 Secano 14,83 +1,59Cc 15,67 +1,17Cc
T2 Riego 22,50 +3,50Aa 18,25 +3,75Aa

T2 Secano 714 +1,30Dd 10,33 +2,03Dd

T0 Riego 35,97 +2,24Aa 38,20 +8,50Aa

T0 Secano 35,97 +2,24Aa 38,20 +8,50Aa

Amax T Riego 23,30 +1,10Bb 35,33 +2,03Aa
(umol COz2 m?s-) T1 Secano 21,00 +2,20Bb 23,10 +3,27Bb
T2 Riego 31,00 +5,60Aa 26,20 +2,30Bb

T2 Secano 23,20 +2,20Bb 14,90 +2,21Cc

T0 Riego 0,320 +0,020Aa 0,360 +0,050Aa

T0 Secano 0,320 +0,020Aa 0,360 +0,050Aa

gs T Riego 0,280 +0,050Aa 0,270 +0,050Aa

(mol H20 ms-1) T1 Secano 0,110 +0,020Bb 0,109 +0,015Bb
T2 Riego 0,300 +0,020Aa 0,330 +0,080Aa

T2 Secano 0,100 +0,040Bb 0,082 +0,020Cc

T0 Riego 107,45 +10,75Aa 117,56 +10,24Aa

T0 Secano 107,45 +10,75Aa 117,56 +10,24Aa

Ve,max T1 Riego 103,95 +14,08Aa 117,97 +6,76Aa
(Mmol COz2 m2 s7) T1 Secano 173,24 +44,10Bb 9544 +1,72Cc
T2 Riego 112,78 +29,90Aa 91,84 +22,77Dc

T2 Secano 51,37 +12,62Ee 55,01 +11,90Ee

T0 Riego 208,13 +6,68Aa 278,13 +65,44Bb

T0 Secano 208,13 +6,68Aa 278,13 +65,44Bb

Jmax T1 Riego 137,93 +16,28Cc 233,17 +11,92Dd
(umol CO2 m?s) T1 Secano 123,44 +15,36Cc 156,71 +22,53Cc
T2 Riego 185,88 +37,07Ee 168,63 +9,78Ee

T2 Secano 115,81 +15,36Cc 85,86 +1451Fe
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Panicum virgatum L.
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Figura 4.2.4. Medida de Fv/Fm de las plantas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. crecidas en condiciones de

riego y secano y tomadas en diferentes momentos (TO: primavera; T1: principio de verano y T2: finales de verano). Los valores representan la

media + SE de tres réplicas (n=3). Dentro de una misma especie y afio, letras mayUsculas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre

tiempos para un mismo tratamiento y letras minusculas diferencias (P <0,05) entre tratamientos dentro de un mismo momento de medicion.
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4.2 .3.3. Contenido de clorofilas

En primavera al inicio del experimento (T0), la cafia comun present6 un 30% mas de clorofilas en
relacion con las plantas C4 y entre switchgrass y miscantus hubo diferencias significativas. En
condiciones de regadio, switchgrass tuvo una disminucién del nimero de clorofilas en T1 pero
luego se recuper6 en T2 y no mostro diferencias significativas con el tratamiento de secano. En
el afio 2014, bajo condiciones de regadio mantuvo el nimero de clorofilas en los distintos
momentos de medicion, y en condiciones de secano hubo una disminucion del nimero de
clorofilas en T1 respecto a TO y se mantuvo en T2 (Fig. 4.2.9. A1 y A2). Miscantus en
condiciones regadio mantuvo el numero de clorofilas entre TO y T1 pero luego disminuyo en T2.
En condiciones de secano, hubo una caida en el n° de clorofilas entre TO y T1. En T2 no
tuvimos datos para este parametro pues la planta se encontraba senescente al momento de la
medicion. En 2014, tuvo el mismo comportamiento tanto en condiciones de regadio como en
secano, es decir se observaron diferencias entre TO y T1 donde hubo una disminucién en el
numero de clorofilas y al momento T2 las plantas estaban senescentes (Fig. 4.2.9. B1y B2). En
la cafia comun podemos observar, que en condiciones regadio, disminuyd el numero de
clorofilas de TO a T1 pero luego se recuperd en T2 y en condiciones de secano hubo una
disminucion a lo largo del tiempo desde T0 a T2. En 2014, hubo mayor contenido de clorofilas en
las hojas bajo condiciones de secano que en el regadio, y a su vez en ambos tratamientos este
contenido de clorofilas se mantuvo en el tiempo no mostrando diferencias entre T0, T1y T2 (Fig.
4.2.9.C1yC2).

4.2 .3.4. Eficiencia del Uso del Agua

A partir de los datos obtenidos de Asaty gs calculamos la eficiencia del uso del agua intrinseca

(EUAintrinseca kmoICO2 / mol H20"). En general, los resultados muestran que las especies C4
tuvieron mayores valores de eficiencia del uso del agua con respecto a la C3 (Fig. 4.2.10). Y asu
vez, observamos que bajo condiciones de secano las plantas que fueron mas eficientes en el
uso del agua. Si comparamos la EUA entre las especies C4, vemos que switchgrass fue mas

eficiente que miscantus.
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Figura 4.2.9. Contenido de clorofilas en plantas Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. crecidas en
condiciones de riego y secano y tomadas en diferentes momentos (TO: primavera; T1: principio de verano y T2: finales de
verano). Los valores representan la media + SE de cuatro réplicas (n=4). Asteriscos indican diferencias significativas (P < 0,05)

entre tratamientos para un mismo tiempo de medicion.
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Figura 4.2.10. Eficiencia del Uso del Agua (umol CO2 mol H20") en plantas Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L.

crecidas en condiciones de riego y secano y medida en diferentes momentos (T0: primavera; T1: principio de verano y T2: finales de verano).

Los valores representan la media + SE de cuatro réplicas (n=4). Dentro de una misma especie y afio, letras mayUsculas indican diferencias

significativas (P < 0,05) entre tiempos para un mismo tratamiento y letras minusculas diferencias (P <0,05) entre tratamientos dentro de un

mismo momento de medicion.
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4.2 .3.5. Eficiencia de Uso del Nitrégeno

A nivel general, vemos que la especie que tuvo menor EUN fue la C3 con respecto a las C4
(Tabla 4.2.4). Si observamos el comportamiento de cada especie frente a condiciones de secano
vemos que en 2013 switchgrass y la cafia comdn no presentaron diferencias significativas en la
EUN entre tratamientos, mientras que miscantus fue mas eficiente en condiciones de secano. En
el afio 2014, la cafia comun y miscantus no mostraron diferencias significativas entre
tratamientos pero el switchgrass fue menos eficiente en el uso del nitrégeno en condiciones de

secano.

Tabla 4.2.4. Eficiencia del uso del Nitrdgeno medidos en plantas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo
donax L. crecidas en condiciones de riego y de secano durante los afios 2013 y 2014. Los valores son las medias + SE de
cuatro repeticiones (n = 4). Dentro de un mismo afio y especie letras mayUsculas diferentes indican diferencias significativas (P

<0,05) entre tratamientos y letras minUsculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre especies para in mismo afio y

tratamiento.
Especies
Afio Parédmetros Tratamiento Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
Riego 92,02 +8,55Aa 75,25 15,63Ac 59,19 £3,45Ac
2013 EUN (g PS/gN)
Secano 80,44 +523Aa 123,85 +18,00Bb 64,50 +4,21Ac
Riego 151,87 +23,00Aa 71,56 £3,50Ab 52,39 +8,55Ac
2014 EUN (g PS/gN)
Secano 66,38 +11,00Bb 70,20 +4,55Ab 56,16 +7,22Ab

4.2.3.6. Contenido hidrico relativo (CHR %)

Un alto porcentaje de contenido hidrico relativo (80 %) presentaron las tres especies al comienzo
del experimento (T0), el cual fue mantenido a lo largo del experimento en las plantas bajo
condiciones de regadio. Mientras que, en condiciones de secano cada especie se comport6 de
diferente manera. En switchgrass (Fig. 4.2.11 A1) bajo condiciones de secano, solo mostré una
disminucion del 22% en T2 en 2013 y el mismo comportamiento se observo en 2014 (Fig. 4.2.11
A2) aunque en T2 disminuy6 un 15% con respecto a T0. Miscantus por su lado, mostro una
disminucion a lo largo del experimento llegando en T2 a un CHR cercano al 10%, y el mismo
comportamiento se observo en 2004 (Fig. 4.2.11 B1 y B2). La cafia comun fue la especie que

presentd los mayores porcentajes de contenido relativo de agua (85-95%), no solo mantuvo
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estos valores a lo largo del ensayo, sino que no presentd diferencias significativas entre

condiciones regadio y secano y ademas tuvo el mismo comportamiento entre afios (Fig. 4.2.11

B1y2).
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Figura 4.2.11. Contenido hidrico relativo en plantas Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. crecidas
en condiciones de riego y secano y tomadas en diferentes momentos (T0: primavera; T1: principio de verano y T2: finales de
verano). Los valores representan la media + SE de cuatro réplicas (n=4). Asteriscos indican diferencias significativas (P < 0,05)

entre tratamientos para un mismo tiempo de medicion.
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4.2.4. Andlisis isotopico

4.2 4.1 Composicion isotdpica y discriminacién del 3C en la materia organica total (MOT)

Los valores de composicion isotdpica de 3C (8'3C %) en las hojas de cada especie se muestran
en la Fig. 4.2.12,, en la cual se puede observar que en condiciones regadio, hubo diferencias
entre las especies C4 y la C3, donde las plantas C4 tuvieron valores que variaron entre -12 %o y -
14 %0 y en la C3 estuvieron entre -27 %oy -29 %o, fueron valores esperados dentro de los rangos
de abundancia natural. No se observaron diferencias significativas entre tratamientos ni entre
afos en las tres especies, Unicamente la cafia comun en 2014 y bajo condiciones de secano
tuvo una composicion isotopica diferente (-25 %q) con respecto al regadio. Esta diferencia de
composicion isotépica de 3C se debid a los procesos de discriminacion contra el 13C. En la tabla
4.2.5 observamos que en condiciones regadio hubo una mayor discriminacion contra el 13C en la
especie C3 respecto a las plantas C4 y, a su vez, entre éstas dos especies (switchgrass y
miscantus) no hubo diferencias significativas. Las especies C4, en condiciones de secano no
presentaron diferencias significativas con respecto al regadio y a su vez se comportaron de igual
manera durante los dos afios de mediciones. Mientras que la cafia comun en 2014 y en

condiciones de secano presentd una menor discriminacion respecto al regadio.

Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
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Figura 4.2.12. Composicion isotdpica de *C (3'3C %o) en hojas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo
donax L. crecidas en condiciones de riego y secano, durante los afios 2013 y 2014. Los valores representan la media + SE de
cuatro réplicas (n=4). Dentro de una misma especie, letras mayusculas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre afios

para el mismo tratamiento y letras mintsculas diferencias (P <0,05) entre tratamientos.
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Tabla 4.2.5. Valores de discriminacion isotopica del '3C en hojas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo
donax L. crecidas en condiciones de riego y de secano durante los afios 2013 y 2014. Los valores son las medias + SE de cuatro
repeticiones (n = 4). Dentro de un mismo afio y especie letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (P <0,05)

entre tratamientos y letras minusculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre especies para in mismo afio y tratamiento.

Especies

Afio Tratamiento Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.

Riego 569 +0,18Aa 515 0,19 Aa 20,64 0,24 Bb
2013

Secano 5,31 0,02Aa 575 0,19 Aa 19,50 0,51 Bb

Riego 528 10,22Aa 491 +0,35Aa 20,88 +1,01Bb
2014

Secano 6,12 +0,01Aa 6,31 0,16 Aa 16,89 2,94 Cc

4.2.4.2 Composicion isotdpica de SN en la materia organica total (MOT)

En la figura 4.2.13 se observan los valores de composicion isotopica de ®N (85N %o) de la hoja
para las diferentes especies. En general tuvieron valores positivos mayores al 2%, siendo en
2014 la cafia comun la especie con mayor valor de composicién isotopica de *N en condiciones

regadio.

Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.

A B c Bb

Dd
Cc

1 Aa
Aa Aa
A | ' Bb I
) ]
0
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Emm Parcela en secano

Figura 4.2.13. Composicion isotopica de SN (3N %) en hojas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo
donax L. crecidas en condiciones de riego y secano, durante los afios 2013 y 2014. Los valores representan la media + SE de
cuatro réplicas (n=4). Dentro de una misma especie, letras mayUsculas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre afios

para el mismo tratamiento y letras mintsculas diferencias (P <0,05) entre tratamientos.
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4.24.3 Contenido de C (%) v N (%) v relacidn C/N en la materia organica total (MOT)

Todas las especies presentaron porcentajes de C entre un 38 y 45 % tanto en condiciones
regadio como en secano, a excepcion de la cafia comun que en 2013 y bajo condiciones de
secano tuvo un 35% de C (Tabla 4.2.6). Si analizamos el contenido de N en la MOT (Tabla 4.2.7)
observamos que los porcentajes de nitrogeno fueron mucho menores comparado con el carbono
y que hubo un mayor porcentaje en las hojas de la cafia comun que en las C4. Las relaciones

CIN (Tabla 4.2.7) fueron mayores en las especies C4 en relacion con la cafia comun.

Tabla 4.2.6. Contenido de Carbono en plantas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. crecidas en
condiciones de riego y de secano durante los afios 2013 y 2014. Los valores son las medias + SE de cuatro repeticiones (n = 4).
Dentro de un mismo afio y especie letras mayUsculas diferentes indican diferencias significativas (P <0,05) entre tratamientos y

letras mindsculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre especies para in mismo afio y tratamiento.

Especies
Afio Tratamiento Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
Riego 43,42 0,37Aa 45,86 0,27Aa 40,78 0,97Aa
o Secano 44,06 0,36Aa 44,05 0,23Aa 34,91 1,30Bb
Riego 41,03 0,56Aa 40,78 1,07Aa 37,14 0,10Aa
o Secano 43,28 0,52Aa 42,19 0,06Aa 38,60 0,08Aa

Tabla 4.2.7. Contenido de Nitrégeno en plantas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus 'y Arundo donax L. crecidas en
condiciones de riego y de secano durante los afios 2013 y 2014. Los valores son las medias + SE de cuatro repeticiones (n =
4). Dentro de un mismo afio y especie letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (P <0,05) entre

tratamientos y letras minusculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre especies para un mismo afio y tratamiento.

Especies

Afio Tratamiento Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.

Riego 1,09 0,27Aa 1,03 0,02Aa 1,45 0,14Cc
2013

Secano 1,24 0,04Aa 0,81 0,12Bb 1,44 0,28Cc

Riego 0,66 0,01Aa 1,40 0,03Bb 1,91 0,01Cc
2014

Secano 1,51 0,02Bb 1,42 0,01Bb 1,78 0,00Cc
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Tabla 4.2.8. Relacion C/N en plantas de Panicum virgatum L., Miscanthus x giganteus y Arundo donax L. crecidas en condiciones
de riego y de secano durante los afios 2013 y 2014. Los valores son las medias + SE de cuatro repeticiones (n = 4). Dentro de un
mismo afio y especie letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas (P <0,05) entre tratamientos y letras

minusculas indican diferencias significativas (P <0,05) entre especies para in mismo afio y tratamiento.

Especies
Afio Tratamiento Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
Riego 4457 2,34Aa 4450 0,54Cc 28,64 2,31Ee
o Secano 3551 1,11Bb 50,89 3,59Dd 23,70 1,50Ff
Riego 62,32 0,26Aa 29,18 0,11Cc 19,46 0,09Dd
o Secano 28,74 0,48Bb 29,62 0,10Cb 21,68 0,05Dd
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4.3. EXPERIMENTO IIl: ENSAYOS DE GERMINACION EN PANICUM VIRGATUM L.

4.3.1. Resultados del experimento llla: evaluaciéon de diferentes métodos para romper la

dormicién en la semilla de Panicum virgatum L.

4.3.1.1. Porcentaje de Germinacion (PG %) final

Al final del ensayo, las semillas de la especie Panicum virgatum L. en condiciones control
presentaron un bajo PG (~ 62%) y no se observaron diferencias estadisticamente significativas

en los tratamientos 1y 2 (priming de 24 y 48h, respectivamente) respecto al control.

Sin embargo, se observo que los tratamientos prechilling per se (4, 6, 8) o en combinacion con
priming (3, 5) estimularon significativamente la germinacion, aumentando entre un 30-36 % el PG
con respecto al control, tanto con alternancia 22/16 °C (16 h luz) o 30/15 °C en oscuridad (Fig.
4.3.1).

No hubo diferencias significativas entre los tratamientos donde se combinaron los métodos pre-
germinativos: prechilling + priming (3 y 5) y en los que solo se aplicé prechilling (4 y 6). Tampoco
se registraron diferencias en los PG en estos mismos tratamientos a los 7 y 14 dias.

Se observaron diferencias significativas entre el tratamiento 7 y el control, donde se observoé la
influencia de la alternancia de temperatura 30°C/15°C en la camara de germinacion. El

tratamiento 8, con prechilling de 7 dias y alternancia de temperatura 30°C/15°C, pero en

condiciones de oscuridad también present6 diferencias con respecto al control.
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Figura 4.3.1. Efecto de los diferentes métodos pre-germinativos y condiciones en la camara de germinacion sobre el
porcentaje de germinacion (PG %) final de Panicum virgatum L.

Control: No se aplico ningin método pre- germinativo. Tratamientos: 1- Priming de 24h. 2- Priming de 48h. 3- Combinado:
Prechilling 7 dias + Priming. 4- Prechilling 7 dias. 5- Combinado: Prechilling 14 dias + Priming. 6- Prechilling 14 dias. 7- No
se aplicd ningin método pre- germinativo pero hubo alternancia de temperatura de 30/15°C en la cAmara de germinacion. 8-
Prechilling 7 dias, alternancia de temperatura de 30/15°C en la camara de germinacion y en condiciones de oscuridad. Los
tratamientos 1, 2, 3, 4, 5, 6 y control se mantuvieron a 22/16 °C en la camara de germinacién. Los valores representan la
media + SE de tres réplicas (n=3). Misma letra representa que no fueron diferentes significativamente a 0,05 segun el Test

de Duncan.

4.3.1.2 Velocidad de germinacion

Para cada tratamiento, la velocidad de germinacion indicé el tiempo en dias en que las semillas
llegaron a un porcentaje de germinacion del 50% (PG50) y del 75% (PG75) (Tabla 4.3.1).

El control consiguié un PG50 al dia 9 del ensayo y no alcanzé el PG75, los tratamiento 1y 2
obtuvieron un PG50 a los 7 dias y tampoco pudieron lograr un PG75. El tratamiento 8, en

oscuridad, tuvo un PG50 a los 6 dias y un PG75 a los 8 dias.

Los tratamientos 3, 4, 5y 7 alcanzaron el PG50 5 dias antes que el control y obtuvieron un PG75

a los tres dias después. De todos los tratamientos, el nimero 6 (prechilling de 14 dias) obtuvo un
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PG75 a los 4 dias de ensayo, mientras que los tratamientos 3, 4, 5y 7 alcanzaron su PG50 a los
4 dias y recién a la semana (7 dias) lograron el PG75. El tratamiento 8 aceler6 la velocidad de
germinacion con respecto al control pero en menor medida que los anteriores, llegando al PG75

a los 8 dias desde que comenzo el ensayo.

Los tratamientos 1y 2, también presentaron una aceleracion de la germinacion con respecto al

control llegando al PG50 el dia 7, pero no consiguieron un PG75.

Tabla 4.3.1. Efecto de los diferentes tratamientos pre-germinativos y condiciones en la cdmara de germinacion sobre el tiempo

estimado (dias) para alcanzar un PG50 y PG75, segun el Test de Kaplan-Meier.

PG 75% PG 50 %
Tratamientos Dia Error Dia Error
estimado tipico estimado | tipico
Control (No se aplicd ningin método pre- germinativo). Alternancia de o 078
temperatura 22/16°C en la camara de germinacion. '
1. Priming de 24h a Temperatura Ambiente. Alternancia de temperatura . 062
22/16°C en la camara de germinacion. '
2. Priming de 48h a Temperatura Ambiente. Alternancia de temperatura 22/16°C . 0.910
en la camara de germinacion. ’
3. Prechilling + Priming de 7 dias a 5°C. Alternancia de temperatura 22/16°C en
7 0,45 4 0,12
la cdmara de germinacion.
4. Prechilling de 7 dias a 5°C. Alternancia de temperatura 22/16°C en la camara
N 7 0,25 4 0,19
de germinacion.
5. Prechilling + Priming de 14 dias a 5°C. Alternancia de temperatura 22/16°C en
7 0,43 4 0,13
la cdmara de germinacion.
6. Prechilling de 14 dias a 5°C. Alternancia de temperatura 22/16°C en la
L 4 0,19 2 0,01
camara de germinacion.
7. No se aplico ningun método pre-germinativo. Alternancia de temperatura
7 0,21 4 0,10
30/15°C en la camara de germinacion.
8. Prechilling de 7 dias a 5°C. Oscuridad y alternancia de T° 30/15°C en la
o 8 0,41 6 0,33
camara de germinacion.
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4.3.1.3 Relacion entre el PG (%) final y la velocidad de germinacién

Hasta el momento se han analizado, por un lado, los resultados de PG final y, por otro, la
velocidad en que alcanzaron un PG50 y el PG75 cada tratamiento. Para englobar ambos
parametros y evaluar PG durante todo el periodo de ensayo se utilizo la regresion de Cox que
compara las curvas de supervivencia de cada tratamiento e indica si hay diferencias

significativas entre la funcion de “riesgo” de cada tratamiento y la funcién de “riesgo” del control.

Cuando se habla de riesgo se hace referencia al ‘riesgo o situacion” que aumenta las
probabilidades, en nuestro caso las probabilidades de que una semilla germine en cualquier
momento del ensayo respecto al control. Cuanto mayor es el cociente entre el ‘riesgo” de

germinacion de un tratamiento respecto al control, mejor sera la calidad de germinacion.

Segun la regresion de Cox, los tratamientos 1 y 2, con priming de 24 y 48 horas,
respectivamente, no presentaron diferencias significativas respecto al control (P- valor = 0,05).
Mientras que el resto de los tratamientos presentaron diferencias significativas en la calidad de

germinacion respecto al control, en un intervalo de confianza del 95% (Tabla 4.3.2).

El tratamiento que presenté una mejor calidad de germinacion o un mayor “riesgo relativo” al
control (cociente entre riesgos) fue el nimero 6. Le continuaron el tratamiento el 4 y 7, y en

menor medida los tratamientos de prechilling mas priming (3 y 5) y el tratamiento 8.

4.3.2 Resultados de experimento lllb: Evaluaciéon de la germinacion de Panicum virgatum

L. en condiciones de salinidad y déficit hidrico

4.3.2.1 Porcentaje de Germinacién (PG %) final en condiciones de estrés salino y déficit hidrico

Con el objetivo de evaluar el efecto de los estreses abidticos (salinidad y déficit hidrico) sobre el
proceso de germinacién de la especie Panicum virgatum L., se simularon dos niveles de
salinidad con CINa a -0,8 y -1,2 MPa y dos de déficit hidrico con PEG a -0,8 y -1,2 MPa, que

fueron comparados con un control (H20 destilada).

En general, se observd un efecto negativo sobre el PG (%) en los tratamientos de salinidad y
sequia con potenciales hidricos de -1,2 MPa. No se observo diferencias significativas entre el
tratamiento de CINa -0,8 MPa y el control, los cuales presentaron un PG al final del ensayo
cercano al 94%. En cambio, hubo una disminucion del 57% del PG al aumentar el nivel de

salinidad a -1,2 MPa. En el tratamiento con PEG -0,8 MPa, el PG fue significativamente menor
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en un 10% con respecto al control. Y el tratamiento de PEG -1,2 MPa, fue el més afectado ya

que solamente logré obtener un PG final del 9% (Fig. 4.3.2).

Tabla 4.3.2. Efecto de los diferentes tratamientos pre-germinativos y condiciones de la cdmara de germinacion sobre el “riesgo”

de germinacion en un momento dado de cualquier tratamiento respecto al Control (Riesgo relativo), segun regresion de Cox.

95% Intérvalo de
‘Riesgo’ relativo )
Tratamientos P-valor Confianza
al Control
Inferior Superior
1. Priming de 24h a Temperatura Ambiente. Alternancia de
0,13 1,24 0,94 1,64
temperatura 22/16°C en la camara de germinacion.
2. Priming de 48h a Temperatura Ambiente. Alternancia de
o 0,36 1,14 0,86 1,51
temperatura 22/16°C en la camara de germinacion.
3. Prechilling + Priming de 7 dias a 5°C. Alternancia de temperatura
o 0,01 2,25 1,72 2,94
22/16°C en la camara de germinacion.
4. Prechilling de 7 dias a 5°C. Alternancia de temperatura 22/16°C
0,01 2,71 2,08 3,55
en la camara de germinacion.
5. Prechiling + Priming de 14 dias a 5°C. Alternancia de
0,01 2,19 1,66 2,87
temperatura 22/16°C en la camara de germinacion.
6. Prechilling de 14 dias a 5°C. Alternancia de temperatura 22/16°C
) o 0,01 3,95 3,04 5,14
en la cdmara de germinacion.
7. No se aplicé ninglin método pre-germinativo. Alternancia de
) L 0,01 2,38 1,88 3,01
temperatura 30/15°C en la camara de germinacion.
8. Prechiling de 7 dias a 5°C. Oscuridad y alternancia de
0,01 1,57 1,24 1,99
temperatura 30/15°C en la camara de germinacion.
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Figura 4.3.2. Efecto de los tratamientos de salinidad: CINa -0,8 y -1,2 MPa, y déficit hidrico: PEG -0,8 -1,2 MPa, sobre el
porcentajes de germinacion (PG %) final en Panicum virgatum L. Todos los tratamientos fueron sometidos a un Prechilling de
5°C por 7 dias y la germinacion tuvo lugar en la camara de germinacion alternancia de temperatura de 30/15°C (segun lo
recomendado por ISTA, 2012). Los valores representan la media + SE de tres repeticiones. Misma letra representa que no

fueron diferentes significativamente a 0,05 segun el Test de Duncan.

4.3.2.2 Velocidad de germinacion

El tiempo en el que las semillas fueron germinando se vio afectada por el estrés impuesto (Tabla

4.3.3), los tratamientos con potenciales hidricos de -1,2 MPa no consiguieron alcanzar un PG50.

En condiciones control, las semillas alcanzaron un PG50 al segundo dia de ensayo y un PG75 al
cuarto dia, mientras que el tratamiento con CINa a -0,8 MPa logré un PG50 8 dias después que
el control y el PG75 a los 10 dias después. Las semillas con PEG -0,8 MPa obtuvieron un PG50

alos 14 dias y recién a los 26 dias lograron un PG75.

4.3.2.3. Relacion entre PG (%) final v la Velocidad de germinacién

La regresion de Cox reflej¢ una disminucién significativa en la calidad de germinacion (Tabla
4.3.4). El tratamiento CINa -0,8 MPa tuvo mejor calidad de germinacién que PEG -0,8 MPa. Y los
tratamientos CINa y PEG a -1,2 MPa, no presentaron una buena calidad de germinacion, ya que

tuvieron un valor de riesgo relativo menor respecto al control.
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Tabla 4.3.3. Efecto de los diferentes tratamientos de salinidad y déficit hidrico sobre el tiempo estimado (dias) para

alcanzar un PG50 y PG75, segun el Test de Kaplan-Meier.

PG 75 % PG 50 %
Tratamientos
Dia estimado Error tipico Dia estimado Error tipico
Control 4 0,03 2 0,03
CINa -0,8 MPa 14 0,62 10 0,20
PEG-0,8 MPa 26 1,36 14 0,40

Tabla 4.3.4. Efecto de los tratamientos de salinidad y déficit hidrico sobre el “riesgo” de germinacién en un momento

dado de cualquier tratamiento respecto al Control (Riesgo relativo), segun regresion de Cox.

95,0% IC
Tratamientos P-valor “Riesgo relativo” al control
Inferior Superior
CINa -0,8 MPa 0,01 0,33 0,281 0,399
CINa -1,2 MPa 0,01 0,06 0,047 0,075
PEG -0,8 MPa 0,01 0,21 0,177 0,254
PEG -1,2 MPa 0,01 0,01 0,009 0,021

4.3.2.4. Porcentaje de germinacion de semillas recuperadas

Luego de 7 dias en recuperacién, se observo que los PG incrementaron (Fig. 4.3.3), alcanzando
valores cercanos o iguales al control. Asi, en el tratamiento CINa -1,2 MPa la recuperacion fue de
un 57%, pasando de un PG de 37% a 94% en dos dias de recuperacion. Para el PEG -0,8 MPa
la recuperacién fue tan sélo de un 10%, ya que al dia 28 de experimento ya tenia un 84% de
semillas germinadas y pas6 a un 94% en dos dias de recuperacion. Mientras que el PEG -1,2

MPa fue el tratamiento que mas se recuperd, con un 83% de recuperacion de semillas

germinadas, pasando de un 9% a un 96% de PG en dos dias.
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Figura 4.3.3. Porcentaje acumulado de germinacion a lo largo de 28 dias de ensayo. La flecha indica el dia 28 donde
comenz6 el periodo de recuperacion para las semillas de los tratamientos: CINa -1,2 MPa; PEG -0,8 y -1,2 MPa, que no
habian germinado hasta el momento.

4.3.2.5. Longitud de la radicula

Se tomaron medidas de longitud de la radicula, bajo condiciones de estrés abiotico (salinidad y
déficit hidrico), a los 10 y 20 dias desde el inicio del experimento de germinacion (Tabla 4.3.5).

A los 10 dias, la longitud media de 15 radiculas en condiciones control fue de 13 + 0,91 mm, con
CINa y PEG a -0,8 MPa la elongacion fue significativamente inferior con respecto al control y
entre ellas. Mientras que, no se obtuvieron resultados para los tratamientos a -1,2 MPa porque

no habian germinado hasta ese momento del ensayo.

A los 20 dias de ensayo, las radiculas en condiciones control se alargaron un 28,0 % mas con
respecto al dia 10, el tratamiento con CINa -0,8 MPa crecié 3 mm respecto al dia 10 pero sélo

crecio un 16 % en relacion al control. Con PEG -0,8 MPa crecid 2 mm respecto al dia 10 y un 11
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% respecto al control. El tratamiento CINa -1,2 MPa recién presento al dia 20 semillas con
radiculas de 3 mm de longitud. Y no se obtuvieron resultados para el tratamiento con PEG -1,2
MPa, ya que no se observo un nimero significativo de radiculas emergidas hasta el dia 20 (Fig.
4.33).

Tabla 4.3.5. Efecto de los tratamientos de CINa y déficit hidrico sobre la elongacién (mm) medido a los 10 y 20 dias de
germinado. Efecto de los tratamientos de CINa y déficit hidrico sobre la seccion transversal de la radicula y grosor de la
endodermis a los 20 dias de germinado. Los valores representan la media + SE de tres réplicas (n=3), misma letra, en la

misma columna, representa que no fueron diferentes significativamente a 0,05 segun el Test de Duncan.

Areade la Grosor de la endodermis
Longitud de radicula (mm) seccion transversal (pm)
(Hm?)

Tratamientos 10 dias de germinacion | 20 dias de germinacién 20 dias de germinacion
Control 13 0,91d 18 +1,50e 41151,33  +1491,98¢c 713,80 +73,04a
CINa -0,8 MPa 5 0,31c 8 +0,50d 27547,00 +768,80b 1686,00 +100,65b
CINa -1,2 MPa 0 0,00a 3 +0,00b nd nd
PEG -0,8 MPa 3 10,31b 5 10,77c 1739741  1574,92a 1523,80 +101,92b
PEG -1,2 MPa 0 0,00a 0 +0,00a nd nd
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Figura 4.3.4. Efecto de los tratamientos de CINay PEG a -0,8 y -1,2 MPa sobre germinacion y crecimiento de las plantulas de

Panicum virgatum L. a los 10 y 20 dias de ensayo.

4.3.2.6 Anatomia de la radicula emergida

El area total de la seccion transversal de la radicula disminuyé un 33 % con el tratamiento de
CINa -0,8 MPa y un 58 % con el PEG -0,8 MPa con respecto al control, mostrando diferencias
significativas entre los tratamientos (Tabla 4.3.5).

A nivel anatémico, los cortes transversales de la radicula, presentan una estructura tipica de
monocotiledoneas, donde distinguir desde la periferia hacia el centro: la rizodermis, la corteza y

el cilindro central y/o vascular.
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En el control, observamos una rizodermis uniestratificada, con células epidérmicas propiamente
dichas o fundamentales, isodiamétricas de paredes delgadas y carentes de cuticula; también
presenta numerosos tricoblastos. La corteza, comprende 5 estratos de células parenquimaticas
(4 de parénquima cortical mas una de la endodermis) poliédricas, de paredes finas y con
abundantes espacios intercelulares. No se diferencia una exodermis debajo de la rizodermis,
pero si observamos una endodermis formada por una capa de células y con presencia de la
banda de Caspary. En el cilindro central o vascular (Fig. 4.3.5a), distinguimos el periciclo
uniestratificado y con divisiones periclinales frente a los polos del protoxilema. La raiz es poliarca
(5 polos), donde el xilema y floema, de paredes delgadas, se disponen en cordones alternos. El
floema se ubica proximo al periciclo y no se extiende hacia el centro. Los miembros de vaso del
protoxilema, se extienden desde el periciclo hacia el centro de la radicula, donde se diferencia un
miembro de vaso del metaxilema que ocupa el lugar de la médula parenquimatica (Fig. Ay a).

Se observaron cambios a nivel anatomico segun el estrés impuesto en cada tratamiento:

En el tratamiento de salinidad (CINa -0,8 MPa), observamos en la corteza la formacién de
cavidades aerenquimaticas y las paredes de la endodermis presentan un marcado
engrosamiento (estadio terciario) comparado con el control (Tabla 4.3.6). En el cilindro central o
vascular, se puede observar que las paredes de los miembros de vaso, de meta y protoxilema,

estan mas engrosadas en comparacion con el control (Fig. By b).

En el tratamiento de con PEG (-0,8 MPa), la corteza presenta de células parenquimaticas,
poliédricas, de paredes finas y con abundantes espacios intercelulares y una endodermis con un
marcado engrosamiento comparado con el control (Tabla 4.3.5). En el cilindro central, también
se puede observar que las paredes de los miembros de vaso, de meta y protoxilema, estan mas

engrosadas en comparacién con el control (Fig. C y ¢).

No se consiguieron datos de analisis anatémicos para el tratamiento CINa -1,2 MPa, porque al
dia 20 del ensayo la longitud de radicula fue muy reducida, que dificulta su manipulacion al
momento de preparacidn de la muestra. Lo mismo para el tratamiento PEG -1,2 MPa, en el cual

no hubo emergencia de la radicula hasta el dia 20, como podemos observar en la Fig. 4.3.4.
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Figura. 4.3.5. Corte transversal de la radicula de Panicum virgatum L. A, Control; B, Tratamiento con CINa -0.8 MPa y C,
Tratamiento con PEG -0.8 MPa. a, b y ¢ detalle del cilindro central correspondiente a cada tratamiento. Ri, rizodermis; t,
tricoblasto; Co, corteza; Ae, aerénquima; E, endodermis; Pe, periciclo; F, floema; Mx, metaxilema y Px, protoxilema. Flechas
rojas indican engrosamiento de las paredes de los miembros de vaso, flechas verdes espacios grandes intercelulares y flechas
negras indican engrosamiento de las paredes de la endodermis.
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5. Discusion






5.1. EXPERIMENTO I: CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS TRES ESPECIES EN
AMBIENTE CONTROLADO

Con el fin de realizar la caracterizacion fisiolégica de estas tres gramineas perennes se planted
el Experimento |, el cual se llevé a cabo en ambiente controlado y bajo condiciones dptimas de
crecimiento. El estudio de parametros de crecimiento y fisiologicos (intercambio de gases,
fluorescencia y uso de is6topos estables) nos aportd un enfoque integrador, que ayud6 a
interpretar la morfologia y funcionamiento de las plantas; ya que la materia seca como producto
final representa la capacidad que tiene cada especie para utilizar con eficiencia los recursos y

sintetizar biomasa (Heggenstaller and Liebman, 2009).

5.1.1. Medidas de crecimiento

Algunas de las caracteristicas agronémicas mas deseables en cultivos candidatos para
biocombustibles es que posean altas tasas de crecimiento relativo acompafado de una alta
productividad de materia seca (Barney et al., 2009). La tasa de crecimiento relativo (TCR),
definida como el incremento de biomasa por unidad de tiempo (Poorter and Remkes, 1990),
durante los primeros estadios de una planta en crecimiento suele tener una dinamica
exponencial y puede reflejar diferencias significativas entre especies. Sin embargo, en nuestro
estudio, no hubo diferencia en las TCR entre las tres especies que expresaron una alta ganancia
de PS por unidad de biomasa y tiempo, cuyos valores estuvieron dentro del rango de valores
caracteristicos de plantas herbaceas de crecimiento rapido (100 - 400 mg g-' dia!, Poorter et al.
1990). A nivel de produccion de biomasa, la especie C3 “cafia comun” fue la que presenté mayor
productividad en comparacion con switchgrass y miscantus, coincidiendo con resultados
obtenidos por Lewandowski et al. (2003), Angelini et al. (2009), Nassi et al. (2011); entre otros. A
su vez, si comparamos la productividad de la biomasa entre las dos especies C4, observamos
que, aunque ambas especies muestren similitudes a nivel fisioldgico y fenoldgico incluyendo una
alta EUA (Hickman et al., 2010), miscantus tuvo mayor productividad que switchgrass debido a
su mayor area foliar (Fig. 4.1.2 B), como mostraron Heaton et al. (2004); Burner et al. (2009),
Lasorella et al. (2011) y Vanloocke et al. (2012).

En general, las plantas tienen un patron de distribucién de la biomasa intrinseco y son capaces
de modificarlo para optimizar la captura de los recursos en el entorno en que se encuentran. La
asimilacion y distribucion de materia seca dentro de la planta, son procesos importantes que

determinan la productividad del cultivo (Tekalign and Hammes, 2005a; Nustez et al., 2009). Es
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decir, las plantas distribuyen los fotoasimilados y nutrientes que incorporan a los diferentes
compartimentos (hojas, tallo, raiz y el rizoma) y estos recursos pueden ser asignados
directamente al crecimiento vegetativo/reproductivo o se pueden almacenar. Miscantus fue la
especie que presentd mayores valores de AF, AFE, RAF y IAF en comparacion con switchgrass
y cafia comun. El mayor valor de AFE se debié a que produjo una gran cantidad de hojas por
planta pero estas hojas fueron de poco PS. La cafia comun por el contrario, tuvo un bajo valor de
AFE, ya que produce menos cantidad hojas por planta pero estas son mas gruesas y, por tanto,

tiene un mayor PS (g).

En general, el PS del sistema radicular en las tres especies fue mayor que el PS de la parte
aérea, por lo que los valores de la relacion entre el peso seco de las hojas con respecto al peso
seco de la planta entera (kg kg') fueron muy bajos. Esto se podria traducir que las plantas
invirtieron méas en el desarrollo del sistema subterraneo (raiz + rizomas). La proporcion de
biomasa invertida para la formacién de hojas (RPF) fue mayor en switchgrass y menor en cafia
comun y miscantus. Estos bajos valores, obtenidos por cafia comun y miscantus, responden a
que el peso seco de su sistema subterraneo (raiz +rizomas) fue mucho mayor que el peso seco
de su parte aérea, lo que indicaria que estas especies destinaron mas recursos para abastecer
el crecimiento de raices y rizomas. Otro indicador que confirma lo mencionado anteriormente
sobre la distribucién del peso seco en la planta entera es el cociente Root/Shoot. Asi, miscantus
tuvo un mayor cociente R/S lo que representa que el 82% del PS fue destinado a la parte
subterranea y solo el 17% a la PA. Después le sigue la cafia comun con el 67% de PS en la
parte subterranea y el 32% PA vy, finalmente, switchgrass tuvo una distribucion mas equilibrada
con 55% de PS en su sistema radicular y el 44% en PA. El hecho de que estas especies
desarrollen grandes sistemas subterraneos es otro de los rasgos buscados en especies
candidatas para biocombustibles, ya que esto implicaria una mayor prevencion de la erosion del
suelo, favorecer la captura de carbono o aumentar carbono en el suelo (Lewandowski et al.,
2003; Heaton 2004; Dondini et al., 2009; Skinner and Adler, 2010). Ademés incrementaria la

capacidad de utilizar agua y nutrientes de suelos mas profundos (McLaughlin and Kszos, 2005).

El mayor indice de area foliar (IAF) en miscantus coincide con resultados obtenidos por Nassi et
al. (2011), y se debe a que esta especie produjo una gran cantidad de tallos delgados con hojas
por unidad de superficie de suelo (cm?), mientras que el menor |AF en la cafia comun se debe a
que produce menos cantidad de tallos y menos numero de hojas (Fig. 4.1.2 B). Si relacionamos
el area foliar con el peso seco total de la planta (RAF), las especies C4 tuvieron mayor valor que
la C3. Este menor valor de RAF obtenido por la cafia comun se interpreta como una mayor
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eficiencia fotosintética para lograr una mayor produccion de biomasa por planta con una menor
superficie foliar (AF) que en switchgrass y miscantus. Por otro lado, la cafia comun presento
valores muy superiores de cociente entre el peso seco foliar y el area foliar (AMF gm-2)
comparado con las especies C4, lo cual fue debido principalmente a su mayor peso seco foliar.
Este parametro tiene una gran importancia a nivel de intercepcion de luz y crecimiento de las
plantas (Poorter et al., 2009), ya que la hoja es un 6rgano fotosintético y, como tal, contiene un
gran numero de cloroplastos en el mesofilo (Lambers and Poorter, 1992) y podria ser un
indicador importante de estrategias de la planta (Grime, 2001; Westoby et al., 2002). La AMF
también puede ser explicada por la variacion a nivel anatémico, ya que un mayor volumen de
mesofilo por unidad de area foliar representa una menor densidad (g cm3) de la hoja, lo cual
podria ser causada por la presencia de un mayor volumen de espacios de aire. Este rasgo
mejoria la conductividad dentro de la hoja y facilitaria el proceso de fotosintesis (Niinemets,
1999).

5.1.2. Medidas de fisioldgicas

En condiciones hidricas adecuadas, la tasa fotosintética de las plantas alcanza su valor maximo
cuando se combinan condiciones 6ptimas de CO, luz y temperatura (Azcon y Talon, 2008).
Nuestros resultados reflejan la variabilidad que existe en la capacidad fotosintética cuando
comparamos diferentes especies. Generalmente, las especies que usan la via fotosintética C4,
se caracterizan por ser mas eficientes en el uso de agua, de nutrientes y, sobre todo, por su
mayor capacidad de asimilacion de CO>, debido a los mecanismo de concentracion de CO2 en la
célula de la vaina del haz y la inhibicion de la fotorrespiracién (Hatch, 1987; Long, 1994; Zhu et
al., 2007). Todas estas caracteristicas se coordinan para ofrecer altas tasas de fotosintesis
(Warner et al., 1987; Beale and Long, 1995; Pinto et al., 2014), que se traducen en una mayor
productividad de las plantas C4 frente a las plantas C3. Sin embargo en este trabajo, cuando
comparamos las tasas de asimilacion de CO. entre especies C3 y C4, observamos que la
especie C3 cafia comUn present6 una tasa de asimilacién superior a las dos especies C4 (Tabla
4.1.1) coincidiendo con resultados obtenidos por Rossa et al. (1998), Papazoglou et al. (2005),
Ceotto et al. (2013) y Nackley et al. (2014) quienes destacan que la “cafia comun” es una

especie C3 con una inusual alta capacidad fotosintética.

Los parametros calculados a partir de la curva A/c; fueron superiores en cafia comun, lo cual era

esperable ya que mantener altas tasas de asimilacion es necesario una mayor velocidad de
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carboxilacion (V¢, max) para fijar el CO2 que se va incorporando y a su vez una mayor tasa de

trasporte de electrones (Jmax) para regeneracion de la RuBP (Taiz y Zeiger, 2010).

Como bien se sabe, la fotosintesis es linealmente dependiente del contenido de N en la hoja
(Bolton and Brown, 1980), sobre todo en las especies C3, donde aproximadamente el 40% del
nitrdgeno foliar es invertido para la sintesis de la enzima Rubisco (Sage et al., 1987a). Nuestros
datos coinciden con estos autores, ya que hubo un mayor contenido de N en la hoja de la cafia
comun comparado con las especies C4 (Tabla 4.1.8), debido a la mayor demanda de N para
mantener el pool enzimético. Una mayor de tasa de respiracion por consumo de O en la cafa
comun respecto a las especies C4 (Fig. 4.1.8), también sugiere una mayor actividad metabdlica.
Altas tasas de asimilacion de CO; implica una mayor demanda de energia y sintesis de NADPH
y ATP generada en mitocondria (Byrd et al., 1992; Cousins and Bloom, 2004, Azcén y Talon,
2008).

En cuanto al uso del agua, ambas especies C4 presentaron una mayor EUA en comparacion con
la cafia comun (Tabla 4.1.7). Esta mayor EUA fue resultado de una menor conductancia
estomatica, caracteristico de las C4, que les da una mayor capacidad de regular la pérdida de
agua por transpiracion (Ghannoun Oula, 2009; Skinner and Adler, 2010; Hickman 2010). El
mismo contenido de C (%) en la MOT en las tres especies, pero un mayor contenido de N en la
MOT de cafia comUn (Tablas 4.1.7 y 4.1.8) confirma la mayor EUN en las plantas C4 (Sage and
Pearcy, 1987; Sage, 2004), ya que para producir la misma cantidad de carbono las C4 necesitan
menos N (Tabla 4.1.2). Esta caracteristica de las C4, es debida a su capacidad de concentrar
CO2 cerca de los sitios de carboxilacién y asi alcanzar mayores tasas fotosintéticas (Ehleringer
and Monson, 1993). Por otro lado, invierten menos N en las hojas para la formacion de Rubisco
a diferencia las C3 (Tabla 4.1.8), lo cual se traduce en un menor gasto energético tanto para
translocacion del N hasta la hoja como para la sintesis de compuestos organicos nitrogenados

en la raiz (Taiz y Zeiger, 2010).

En las plantas C4 existen tres vias fotosintéticas diferentes que difieren en los mecanismos
utilizados para el transporte de CO2 hacia las células de la vaina y la enzima de descarboxilacion
para regenerar fosfoenol piruvato (PEP). Estos subtipos son denominados: NAD-ME (la enzima
NAD-malico es responsable de la descarboxilacion y es dependiente de NAD mitocondrial),
NADP-ME (el oxalacetato se reduce a malato y posteriormente es descarboxilado en el
cloroplasto de las células de la vaina por la enzima NADP-malico) y PCK (la descarboxilacion
esta catalizada por la enzima fosfoenolpiruvato carboxiquinasa) (Hatch, 1987). De estos
subtipos, NAD-ME y NADP-ME son los mas comunes y tienen la mas amplia distribucion
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taxonémica, las cuales estan representados en este estudio por la especie switchgrass y
miscantus, respectivamente (Naidu and Long, 2004). Bowman (1991) y LeCain and Morgan
(1998) han planteado la hipétesis de la diferencia entre subtipos, donde las especies NADP-ME
como miscantus tendrian una mayor tasa de fotosintesis y superiores concentraciones de
nitrogeno en sus organos fotosintéticos en comparacién a las especies NAD-ME como
switchgrass. En nuestro estudio no se encontraron diferencias significativas entre los dos
subtipos a nivel de tasa de asimilacion de COz y en el contenido de nitrogeno concordando con

estudios realizados por Taub and Lerdau (2000) y VanLoocke (2012).

Como mencionamos anteriormente, la luz es otro factor esencial para el crecimiento y el
desarrollo de las plantas. Para estudiar la respuesta fisioldgica de estas tres especies frente a
diferentes niveles de luz se realiz6 curvas A/PARI. La figura 4.1.6 (A) muestra el incremento en
la tasa fotosintética, en las tres especies, sin llegar a la saturacion a medida que aumenta la
intensidad luminica. Es decir, no hubo fotoinhibicién por exceso de luz con aumentos de la
irradiancia hasta los 2000 umol m-2s-!. A su vez, la ausencia de diferencias significativas entre
las tres curvas indican que existié un comportamiento similar entre estas especies C3 y C4, a
diferencia de otros resultados obtenidos por Jiri Kubasek et al. (2013). La alta capacidad
fotosintética que presenta la cafia comun podria estar asociada con la ausencia de saturacion a
altos niveles de luz como menciona Rossa et al. (1998) y como ocurre en otras especies C3.
Esto podria ser debido a que poseen un sistema fotosintético robusto para absorber grandes
cantidades de energia luminosa 0 un buen sistema de disipacion del exceso de energia de
excitacién para evitar los deterioro en los centros de reaccién (Taiz y Zeiger, 2010). Los
parametros de fluorescencia de las clorofilas dan informacion sobre diversas reacciones del
estado del PSIl y de transferencia de electrones del PSIl (Baker, 2008). El parametro F./Fp
refleja la eficiencia cuantica méxima del fotosistema PSIl y se usa como un indicador sensitivo de
la eficiencia fotosintética de las plantas (Kooten & Snel, 1990; Fracheboud and Leipner, 2003).
En nuestro estudio, las tres especies presentaron un alto de rendimiento cuantico maximo del
fotosistema Il (Fu/Fm), cercano 0,80 (Fig. 4.1.5), como se espera en hojas maduras, con alta
actividad fotosintética, no estresadas, ni senescentes (Murchie and Lawson, 2013). En las tres
especies, a medida que se incrementaron los niveles de luz se observaron disminuciones en el
quenching fotoquimico (qP) (Fig. 4.1.6 D), lo que indicaria que hubo una disminucién de los
centros de reaccion abiertos, y también disminucion en la eficiencia de la captura de energia de
excitacion por PSII (F,/ Fn') (Fig. 4.1.6 C). Es decir, la disminucién de la eficiencia cuéntica
relativa del transporte de electrones PSII (®psi) (Fig. 4.1.6 B) fue debida a la disminucién de
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estos dos parametros como indican Genty (1989), Nogués and Baker (2000) y Baker (2008). Por
otro lado, la disminucién de F,/ Fn' podria indicarnos que estas especies estarian evitando
procesos de fotoinhibicidn por exceso de energia de excitacidn mediante procesos de disipacion
térmica (Demmig-Adams et al., 1996; Maxwell and Johnson, 2000). Algunos estudios realizados
en cafia comun (Hewitt et al., 1990) indican una importante biosintesis de productos secundarios

como isopreno lo cual representaria un significante sumidero de electrones.

5.1.3. Analisis Isotopico

El estudio de is6topos estables es una herramienta Util para conocer el metabolismo de la planta,
las diferencias que existen en la composicion isotdpica entre especies y por otro lado, con la
técnica del marcaje con 3C y N podemos estudiar como el CO2 asimilado por las hojas y el
NO3; NH; fijado por las raices es gestionado (traslocado y particionado) en la planta entera
(Robinson, 2001; Tcherkez & Hodges, 2008).

La composicion isotdpica de 3C de la MOT al momento TO (antes del marcaje) present6 valores
mas negativos que la composicion isotopica del aire (-11,46 %0 £ 0,72), lo cual significd un
empobrecimiento del ®C en la MOT. Diferencias significativas fueron encontradas en la
composicidn isotdpica de carbono (5'3C) entre las especies C3 (-32 %o) y C4 (-13 %) (Fig. 4.1.10
B), y se deben directamente al fendmeno de discriminacion isotdpica (Tabla 4.1.3) ejercida por
los principales enzimas carboxilantes Rubisco (Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa oxigenasa)
presente en las hojas de plantas C3 y a la PEPC (Fosfoenolpiruvato carboxilasa) en las hojas de
C4 (Farquhar et al., 1982; Ghashghaie and Tcherkez, 2013). La menor discriminacién en las
plantas C4 no solo es consecuencia de las enzimas que participan en la fotosintesis C4 sino
también se debe a que el bicarbonato, que es fijado en las células del mesofilo por PEPC para
formar el &cido de cuatro carbono (Hatch et al., 1967), esta enriquecido en 3C en comparacion
con CO2 y que la discriminacién contra 13C por PEPC es mucho menor que la Rubisco. El &cido
de 4 carbonos una vez fijado pasa a las células la vaina del haz donde es descarboxilado,
elevando la concentraciéon de CO2 en torno Rubisco (Brown and Smith 1974; Henderson et al.,
1992; Cernusak et al., 2013). Al comparar entre las especies C4, no se obtuvieron diferencias
significativas en la composicion isotopica de la MOT entre los subtipos NAD-ME y NADP-ME a

diferencia de otros trabajos publicados (Hattersley, 1982; Cernusak et al. 2013).

Por otro lado, el enriquecimiento en 3C en el 8'3C del CO, respirado por los diferentes érganos
en T0 respecto 813C de la MOT (C4 6-12 %0 y C3 8-21 %) (Fig. 4.1.10 A), responden a procesos
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de discriminacion durante la respiracion en la oscuridad como es mencionado por Ghashghaie et
al. (2003) y coincidiendo con resultados obtenidos por Cousins et al. (2006) y Ghashghaie and
Tcherkez (2013). El enriquecimiento en 3C, tanto en la MOT como en el CO; respirado por los
érganos de las plantas, después de 24 h en ambiente saturado con 13CO, (T1) (Fig. 4.1.10),
demuestra que las plantas asimilaron este 13CO, mediante la fotosintesis y lo incorporaron a los
procesos de respiracion, translocacién y el almacenamiento. La diferencia de composicion
isotopica entre 6rganos de cada planta apoya la teoria de la discriminacion post-fotosintética
(Badeck et al., 2005). Kinmonth-Schultz et al., 2011; Nogués et al., 2004; Aljazairi et al., 2014
mencionan que la respiracion, translocacién y almacenamiento de fotoasimilados hacia los
diferentes 6rganos son procesos que también pueden inducir fraccionamiento de '3C. El mayor
enriquecimiento de 3C en la MOT del tallo con respecto a la hoja y raiz, en las tres especies,
nos sugiere que al momento de muestreo el tallo podria estarse comportando como érgano de
trasporte de fotoasimilados enriquecidos hacia los puntos de crecimiento (Brugnoli and Farquhar,
2000) o como un dérgano sumidero de tipo temporal. Por otro lado, el mayor enriquecimiento de
13C en la MOT y en el CO> respirado en rizoma con respecto a la hoja y raiz, indicaria que actud
como o6rgano sumidero de carbono (Aljazairi et al., 2014). Una semana después de la finalizacion
del marcaje (T2), el menor enriquecimiento que presentaron los 6rganos comparado con T1,
tanto en MOT como en el CO; respirado, indicaria que 3C podria perderse por la respiracion
mitocondrial como menciona Nogués et al. (2004). Sin embargo, a pesar que hubo una
disminucion del enriquecimiento a nivel general en todos los 6érganos, el rizoma fue el que
permanecié mas enriquecido en 13C con respecto a raiz, tallo y hoja. Por lo cual el rizoma podria

ser considerado como un érgano sumidero de tipo permanente a diferencia del tallo.

El bajo porcentaje (<10%) de carbono nuevo (Cnuevo) €n €l CO> respirado a las 24 horas de
finalizado el marcaje (Tabla 4.1.4) confirma que después de un periodo de luz, el C del CO>
liberado mediante el proceso de respiracion, no proviene del carbono recientemente asimilado
por la fotosintesis sino de pools de carbono ‘viejos’, es decir previamente almacenados Nogués
et al. (2004; 2006b, 2014); Aranjuelo et al. (2009a). Las tres especies asimilaron
aproximadamente la misma cantidad de CO2 marcado (1000 mmol C m2 por dia de marcaje
(Nogués et al., 2014), sin embargo la cafia comun tuvo el mayor % de Chevo €n la MOT (Tabla
4.1.5), debido a la mayor tasa de asimilacién en esta especie respecto a las especies C4, lo que
favorecié la mayor entrada e incorporacion de 3C al metabolismo de la planta (Nogués et al.,
2014). En general, la composicion isotdpica de *N en la MOT (Fig. 4.1.11), en las tres especies
al momento TO, estuvo dentro de los rangos esperados de abundancia natural (Handley et al.,
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1999, Tcherkez and Hodges, 2008). A su vez, hoja y tallo también fueron los 6rganos mas
enriquecidos con SN respecto a raiz y rizoma, sugiere que la hoja se comportd como un érgano
sumidero y el tallo podria interpretarse como un érgano de trasporte 0 como sumidero temporal.
Estas diferencias encontradas entre érganos podrian deberse a la discriminaciéon contra SN
durante los procesos de absorcion, reduccion, asimilacion y redistribucion en la planta como lo
indica Yoneyama (1995). Para interpretar la gestion del N por las plantas se realizé un marcaje
isotopico con N y se utilizé una solucién nutritiva de 'SNH;-"5NO3 (es decir, doblemente
marcada con N), ya que el N puede ser absorbido en la forma de nitrato (NO3-) o amonio
(NH4*) (Coraspe- Leon et al., 2009). Todos los 6rganos en las tres especies presentaron valores
de 8N por encima de +100%o0 en T1, lo que indicaria que el N fue incorporado al
metabolismo por las raices y luego fue traslocado hacia los distintos érganos de la planta. En T2,

las tres especies mantuvieron esos valores de 8'°N por encima de +100%o.

5.2. EXPERIMENTO II: CARACTERIZACION FISIOLOGICA DE LAS TRES ESPECIES EN
CONDICIONES DE CLIMA MEDITERRANEO

Como ya hemos visto en el experimento anterior, el rendimiento o la productividad de biomasa
es el resultado de la interaccion de diferentes factores como la fotosintesis, morfologia de la
planta (arquitectura y AF), estado hidrico, disponibilidad de nutrientes, etc. Sin embargo, en
condiciones no controladas o de campo, estos parametros pueden ser alterados por las
condiciones climaticas durante el crecimiento. Es por eso, que después de realizar la
caracterizacion de las tres gramineas perennes en condiciones controladas (Experimento 1), nos
planteamos evaluar su comportamiento en condiciones de clima Mediterraneo, el cual se
caracteriza por presentar inviernos suaves y veranos muy calidos, con precipitaciones
principalmente durante el otofio y en menor medida en primavera y periodos secos durante la
estacion de verano (Scordia et al., 2014), que coincide con el periodo de crecimiento de las

especies estudiadas.

5.2.1. Medidas de crecimiento

El mismo comportamiento expresado en condiciones controladas fue observado a campo en
condiciones de regadio, es decir la cafia comun fue la especie que presentd una mayor
produccion de biomasa seguida de miscantus y después switchgrass. Mientras que en
condiciones de secano, debido al déficit hidrico hubo menor crecimiento y produccion de
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biomasa en las tres gramineas perennes, sobre todo en las C4. Mostrando claramente el efecto
limitante del agua en la productividad de los cultivos en ambiente Mediterraneo (Nogués et al.,
2001; Araus et al., 2002; Cattivelli et al., 2008). Sin embargo, a pesar del menor rendimiento en
la biomasa logrado en condiciones de secano, es importante destacar que el comportamiento en
condiciones de secano fue diferente para cada especie, siendo unas mas afectadas que otras.
La cafia comun en condiciones de secano se vio menos afectada en comparacion con las
especies C4, este comportamiento podria atribuirse a su mayor capacidad de desarrollar
grandes sistemas subterraneos con rizomas resistentes a la sequia y gruesas raices
profundamente penetrantes que llegan a las fuentes profundas de agua como es mencionado

por Lewandowski et al. (2003).

5.2.2. Medidas de fisioldgicas

En condiciones de secano, la disminucién en el contenido relativo de agua en las plantas a lo
largo del periodo de crecimiento, afectd la productividad de las tres especies. Esto pudo deberse
a que, en condiciones de déficit hidrico el contenido de agua de la planta disminuye, lo que hace
que las células pierdan la presion de turgencia. La pérdida de presion de turgencia en las células
inhibe actividades como la expansion celular, afectando directamente al crecimiento de toda la
planta (Arve et al., 2011). Ademas, niveles del CHA por debajo del 80% implicaria un potencial
de agua del orden de -1,5 MPa, que provoca cambios en el metabolismo y acumulacion de
prolina y de &cido abscisico (Slatyer, 1967). El aumento de los niveles de ABA en hojas induciria
al cierre de los estomas o decrecimiento de la conductancia estomatica (gs). El cierre de estomas
tiene efectos negativos en la fotosintesis, transpiracion, asi como en la absorcién agua y de
nutrientes (Flexas et al., 2006; Parent et al., 2009). Las tres especies presentaron disminuciones
en conductancia estomatica (gs) y esta respuesta a la falta de agua fue acompafiado de
disminucién en las tasas de asimilacion de CO2 (Asa) y reducciones de los pardmetros Vi, max,
Jmax como menciona Nogués and Baker (2000), Cornic (2000) y Nogués and Alegre (2002) en
varias especies creciendo en condiciones mediterraneas. Si bien las disminuciones se
observaron en las tres especies, las mas afectadas por la falta de agua durante el periodo de
crecimiento fueron las plantas C4 vy, concretamente, miscantus fue mas afectada que
switchgrass. Si bien, la mayor EUA es resultado de una menor conductancia estomatica,
caracteristico de las C4, éstas especies son altamente sensibles al estrés hidrico ya que
rapidamente cierran los estomas y, por tanto, decrecen su conductancia estomatica y disminuyen

la asimilacién de CO2 (Ghannoum, 2009). Es decir, frente a un déficit hidrico severo, las plantas
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C4 no son mas tolerantes que las C3; ya que el mecanismo C4 es una adaptacién encaminado
al uso eficiente del agua bajo ciertas limitaciones de agua, no a la tolerancia frente a un estrés
hidrico severo (Leegood, 1993). La especie miscantus al momento T1 mostré disminuciones
entre 60 y 80% en los diferentes parametros fotosintéticos medidos con respecto a T0, y en T2
todas las plantas presentaban senescencia foliar y CHA <30%. Esto sugeriria, que esta especie
no fue capaz de responder rapidamente al déficit hidrico, mediante el cierre de los estomas y con
ello conservar la mayor cantidad de agua posible, y como consecuencia las plantas se
marchitaron y murieron (Arve et al., 2011) a diferencia de switchgrass que en T1 pudo haber
respondido mejor mas al cierre de estomas y por eso en T2 sus plantas aun no estaban secas.
Esta diferencia de comportamiento frente al déficit hidrico entre subtipos NADP-ME (miscantus) y
NAD-ME (switchgrass) se debe a que las especies NAD-ME predominan en ambientes de mas
aridos, son mas tolerantes al déficit hidrico y tienen una mayor EUA (Ghannoum, 2002). Mientras
que las especies NAD-ME son frecuentes en ambientes mas humedos (Ehleringer, 1993). En
condiciones de secano, se redujeron las tasas de asimilacion a medida que se incrementaron los
niveles de luz. Pero los valores de Fu/Fn no disminuyeron en comparacién con los datos
obtenidos en condiciones de riego, lo que significa que esta reduccion de Asat se debe a la
disminucion de la gsy a al bajo contenidos de ci, y no a la disminucidn de la tasa de transporte
de electrones fotosintéticos (Cornic et al., 1992). Al igual que en el experimento |, las tres
especies en condiciones de secano presentaron altos valores de Fu/Fm, es decir que la eficiencia
fotoquimica méxima de PSII, se vio poco afectada por el menor contenido de agua indicando la
ausencia de fotoinhibicion en los centros de reaccién del PSIl (Lawlor & Cornic, 2002), a
diferencia de lo que sucede en otras especies (Nogués and Baker, 2000; Nogués and Alegre,
2002). Los parametros F,/Fm’, qP y ®psi disminuyeron a medida que aumento el nivel de luz
como se observd en el experimento |, sin embargo se observaron diferencias en el
comportamiento de cada especie frente a condiciones de secano. En las especies C4 hubo
diferencia entre los resultados obtenidos con riego y en secano siendo méas pronunciada la caida
de los diferentes parametros en condiciones de secano. En la cafia comin no hubo diferencias,
lo que indicaria una mayor sensibilidad en la eficiencia cuéntica del transporte de electrones de
las especies C4 en condiciones de déficit hidrico en comparacién con la cafia comun
(Ghannoum, 2002).
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5.3. EXPERIMENTO IIl: ENSAYOS DE GERMINACION EN PANICUM VIRGATUM L.

5.3.1. Experimento llla: Evaluacion de diferentes métodos para romper la dormicion en la

semilla de Panicum virgatum L.

El bajo PG% obtenido en condiciones control (semillas sin tratamiento pre-germinativo)
evidencian presencia de dormicion en estas semillas. La dormicion es uno de los inconvenientes
que presentan las semillas de muchas gramineas estivales, como Panicum virgatum L. Esta
limitacidn afecta tanto a la germinacion como a la uniformidad de emergencia y establecimiento
de las plantulas (Sautter, 1962; Beckman et al., 1993; Shaidaee et al., 1969; Jensen and Boe,
1991; Aiken and Springer, 1995; Haynes et al. 1997; Smart and Moser, 1997; Smart and Moser,
1999; Knapp, 2000; Monti et al. 2001; Barney et al. 2009; Checovich y Ruiz, 2012; van der
Wiejde et al. 2013). Algunas especies de la familia Poaceas se caracterizan por presentar
inhibidores de la germinacion en el embrién y que estan involucrados en el mantenimiento de la
dormicion (Baskin and Baskin, 2004; Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006). Autores como
Wolf y Fiske (1995), Sanderson et al. (1996) y Shen et al. (2001) han demostrado que al
momento de la cosecha, mas de 90% de las semillas presentan dormicién; y que desciende
naturalmente con periodos de almacenamientos prolongados, de hasta dos afios en un ambiente
calido. A partir de estos datos, diversas técnicas se han realizado para superar esta dormicion y
favorecer una rapida germinacion y establecimiento del cultivo. En su mayoria son tratamientos y
acondicionamientos empleados antes de la germinacion, con el fin de reactivar el metabolismo y

reducir el nimero de semillas con dormicién.

En nuestro ensayo, con el método hidropriming (tratamientos 1 y 2), no se obtuvieron
incrementos en los PG final, es decir no hubo diferencias significativas con respecto al control
(Fig.4.3.1). Por lo que este método, en el cual se hidrata parcialmente a las semillas para que
inicie el proceso de germinacion (fase |y Il) y luego secadas para evitar la emergencia de la
radicula (fase Ill) no fue efectivo, a diferencia como sucede en semillas de otras especies
(Valdés et al., 1985; Khan, 1992; Sanchez et al., 2001; Tavili et al., 2010). Otro de los métodos
que utilizamos fue el prechilling o estratificacién, en nuestros resultados se puede observar que
su aplicacion tuvo un gran efecto incrementando el PG final (tratamientos 3, 4, 5, 6 y 8) con
respecto al control (Fig. 4.3.1). Autores como Hsu et al. (1985); Zarnstorff et al. (1994); Wolf and
Fiske (1995); Sanderson et al. (1996); Haynes et al. (1997); Smart and Moser (1999); Shen et al.
(2001); Kazimierz and Szczotka (2008), entre otros, confirman que la existencia de la dormicién
es debida a la presencia de sustancias inhibidoras de la germinacion en el embrion. Dentro de
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los posibles inhibidores implicados destaca el acido abscisico (ABA) (Bewleyl, 1997; Rodriguez-
Gacio et al., 2009). Con la estratificacion se estaria contrarrestando el efecto de estas sustancias
inhibitorias, ya que las temperaturas optimas para romper la dormicion son generalmente cerca
de 5 °C (Bewley and Black, 1994). Con la disminucién de los niveles de ABA se incrementaria la
capacidad de respuesta a las giberelinas (GAs) lo que favoreceria la salida del estado de
dormicién embrionaria (Karssen et al., 1989; Hilhorst and Karssen, 1992; Derkx et al., 1994). El
ABA actua como un regulador positivo de la dormicion y negativo de la germinacion, mientras
que las GAs tiene el efecto opuesto. Se cree que la proporcidn real de la relacion ABA/GAs es lo
que regula estos procesos y no los niveles absolutos por si solos. En muchos casos, los cambios
en las condiciones ambientales son importantes para la regulacién de dormicion o la germinacion
de las semillas, ya que conducen a alteraciones en la transcripcion de los genes implicados en el
metabolismo de ABA o AGs (Kazimierz and Szczotka, 2008). Esto sugiere que los niveles de
ABA y AGs son fundamentales para el mecanismo por el cual estan regulados la dormicién y la
germinacion (Kendall et al, 2011). Con el prechilling se tiende a imitar a las condiciones
naturales a las que se ve sometida la semilla. En especies de clima templado, las bajas
temperaturas representan un mecanismo natural que asegura que la germinacion se produzca
en primavera por lo que estan dormidas en el momento de la dispersidén en otofio. Luego la
dormicion desciende de manera constante y altos niveles de germinacion son posibles,
coincidente con el aumento de la temperatura y del agua en la primavera (Probert, 1992). La falta
de diferencias significativas en el PG entre los tratamiento 3 y 5, donde se combinaron los
métodos de prechilling y priming a diferentes tiempos (7 y 14 dias) (Fig. 4.3.1), indicaria que el
incremento en el PG fue debido al efecto del método prechilling y no al priming. Tampoco se
observaron diferencias significativas en el PG entre los tratamientos 4 y 6, donde se aplico
solamente el método de prechilling y se compar6 el tiempo de estratificacion, durante 7 y 14 dias
respectivamente (Fig. 4.3.1). En el tratamiento 7 (sin tratamiento pre-germinativo), hubo un
incremento del PG final en relacion al control, los resultados sugieren que el régimen de
temperatura alterna de 30-15°C, en la cdmara de germinacién, influy6 sobre la ruptura de la
dormicién asi como sucede en numerosas especies (Probert, 1992; Otegui et al., 2005; Lovey et
al., 2010) y especificamente en gramineas como Panicum maximum var. trichoglume (Harty &
Butler, 1975), Bothriochloa laguroides y Chaetotropis elongata (Ferrari, 1999), Briza subaristata
(Ferrari et al., 2002), Andropogon hallii (Stubbendieck & McCully, 1972), Brachiaria humidicola
(Carneiro et al., 1986), y Bromus catharticus (Larsen et al., 1973). Copeland and McDonald
(2001) sostienen que la alternancia de temperaturas crea un cambio en el balance inhibidor-

promotor de la germinacion: el inhibidor decrece durante el ciclo de baja temperatura (15°C) y el
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promotor aumenta durante la fase de alta temperatura (30°C). Ademas de las condiciones de
humedad, temperatura y oxigeno que se necesitan para germinar, muchas especies requieren
determinadas cantidades de luz para lograrlo (Copeland and McDonald, 1995; Redondo et al.,
2004). Sin embargo, en el tratamiento 8 (germinacién en condiciones de oscuridad) no mostrd
diferencias significativas respecto al control en el PG final (Fig. 4.3.1), lo que sugiere que las
semillas de esta especie son fotoblasticas neutra, es decir pueden germinan tanto en
condiciones luz como en la oscuridad; asi como sucede con la especie Paspalum atratum
(Kalmbacher et al., 1999). No obstante, varios estudios han demostrado, en ciertas especies,
que el prechilling puede reducir la necesidad de otros factores ambientales (Roberts and
Benjamin, 1979; Vicente and Roberts, 1977; Probert et al., 1985b) y en nuestro caso la

capacidad de germinar sin luz podria considerase un efecto enmascarado por el prechilling.

Hasta el momento hemos visto que el PG increment6 en los tratamientos con prechilling (3, 4, 5,
6y 7) con respecto al control y que su vez no se observaron diferencias significativas entre ellos
(Fig. 4.3.1). Por lo que al momento de seleccionar el mejor tratamiento, es importante tener en
cuenta no solo altos valores de PG obtenidos al final del ensayo, sino también el tiempo en el
que se alcanzan estos porcentajes. Para ello la regresion de Cox, nos indicé mediante cocientes
el “riesgo” o probabilidad de germinacion de una semilla, de un tratamiento dado, respecto a una
semilla del control en cada momento del ensayo. Los tratamientos 1 y 2 no presentaron
diferencias significativas respecto al control segun la regresion de Cox (Tabla 4.3.2). Mientras
que del resto de tratamientos, seleccionamos el tratamiento n° 6 (prechilling a 5°C durante 14
dias), el cual present6 el mayor valor de riesgo relativo (3,95) respecto el control (Tabla 4.3.2).
Esto significa que logro altos valores de PG en menos tiempo, PG50 a los dos dias de

germinado y un PG75 a los cuatro dias (Tabla 4.3.1).

5.3.2. Experimento lllb: Evaluacion de la germinacion de Panicum virgatum L. en

condiciones de salinidad y déficit hidrico

Una de las razones por las que la especie Panicum virgatum L. ha ganado importancia como
cultivo para la produccion de biocombustible, es por su capacidad de crecer bajo condiciones de
estrés abidticos como salinidad y baja disponibilidad de agua (Alexopoulou et al., 2008; Kim et
al. 2012). La sensibilidad a la salinidad o déficit hidrico en una planta varia con la etapa de la
vida o proceso considerado, siendo la germinacion la etapa mas sensible (Rahman and Ungar,
1990). En nuestro ensayo, la regresion de Cox mostré diferencias significativas para todos los
tratamientos respecto al control, lo que significé que la calidad de germinacidn se vio afectada
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bajo las diferentes condiciones de estrés impuestas. Sin embargo, si comparamos cual estrés
afecto mas que otro, vemos que tuvo mejor comportamiento bajo las condiciones de CINa con
potencial hidrico de -0,8 MPa, ya que presenté el mayor valor de riesgo relativo (0,33) respecto
al control (Tabla 4.3.4). La conductividad eléctrica (CE) de la solucién con CINa -0,8 MPa fue de
18,50 dS m-" y no observaron diferencias significativas en el PG final entre este tratamiento y el
control (Fig. 4.3.2). Existen especies como Chloris gayana, Cynodon plectostachyus (Toll Vera et
al. 2001b), Lasiurus scindicus Henr. (Naz et al., 2014), Chenopodium quinoa (Panuccio et al.,
2014) que también pueden germinar en suelos salinos con valores de CE entre 17- 22 dS m-".
Estos valores de CE corresponden a un nivel de salinidad alto, en el que no todas las especies
pueden sobrevivir. Si bien, solo evaluamos el comportamiento alrededor de 28 dias, podriamos
considerar a esta especie como moderadamente tolerante a la salinidad (FAO, 2002; Quinn et
al., 2015). Se define la tolerancia a la salinidad como la capacidad que tiene el cultivo para
soportar y crecer bajo estrés salino sin experimentar efectos perjudiciales en su desarrollo y/o
produccion (Munns and Tester, 2008). Las plantas desarrollan diversas estrategias para ser
adaptarse al medio salino, por ejemplo, restringiendo la extracciéon de sales y/o ajustando la
presion osmotica a través de la sintesis de prolina, glicina-betaina y otros azlcares (Greenway
and Munns 1980). En nuestro caso, el alto PG final obtenido con CINa -0,8 MPa podria sugerir
que la semilla realizo procesos de ajustes osméticos para poder superar el potencial del medio
en el que estuvo inmersa y asi germinar; de lo contrario se deshidrataria como sucede en otras
especies (Chulim et al., 2014). El tiempo en el que alcanzé el PG50 y el PG75 con CINa -0,8
MPa fue mayor al control (Tabla 4.3.3), lo que indicaria que la velocidad de germinacién estuvo
afectada por la salinidad. Este efecto de debe a la elevada concentracion salina del medio de
germinacion que disminuye el potencial hidrico, y por lo tanto reduce la disponibilidad de agua
necesaria para la imbibicion (fase I) que requiere la semilla para germinar (Bewley, 1997;
Sanchez et al., 2001; Kaymakanova et al., 2008). Cuando se incrementd la concentracion de
CINa para lograr un potencial de -1,2 MPa, la tasa de germinacidn disminuy6 en un 65 % (Fig.
4.3.2), concordando con otros estudios realizados que muestran la misma tendencia, que a
mayor concentracion salina menor porcentaje de germinacion (Maduefio et al., 2006; Taffouo et
al., 2009; Kaymakanova, 2009; Sun et al., 2012; Kim et al., 2012). Esto se debe a que la
conductividad eléctrica (CE) de la solucién del tratamiento de CINa con potencial hidrico de -1,2
MPa fue de 30,2 dS m-'. Este valor representa una concentracion de iones (CI- y Na*) demasiado
elevada, donde solo pueden sobrevivir especies tolerantes como las plantas haldfitas como lo
indica la FAO (2002).
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Un medio con baja cantidad de agua disponible como el simulado con el PEG 8000, impide que
la semilla se hidrate suficientemente para germinar, traduciéndose en una germinaciéon mas lenta
(Murillo-Amador et al., 2006). El tratamiento PEG con un potencial de -0,8 MPa alcanzé un alto
PG final, solo disminuyé un 10% respecto al control (Fig. 4.3.2). Sin embargo, el tiempo en el que
logré dicho PG fue mayor comparado con el control. En |a tabla 4.3.3 vemos que se alcanz6 a un
PG50 a los 14 dias de iniciado el ensayo y un PG75 a los 26 dias. Por lo que en condiciones de
déficit hidrico las semillas de esta especie presentan mayor inconveniente para su germinacion y
establecimiento como menciona Quinn et al. (2015). Estos procesos se ven aun mas afectados
con PEG -1,2 MPa, donde solamente se obtuvieron valores de PG de 9% (Fig. 4.3.2). En
general, podemos decir que con potenciales hidricos de -0,8 MPa se retrasa la germinacion,
mientras que con mayor concentracion de NaCl y PEG (-1,2 MPa) se reducen los porcentajes
finales de germinacion debido al mayor estrés osmético como es mencionado por Almansouri et
al. (2001), Alam et al. (2002), Atak et al. (2006) y Kaya et al. (2008).

Las concentraciones de CINa y PEG a -0,8 MPa, no solo afectaron la velocidad de germinacion
sino también la morfo-anatomia de la radicula, disminuyendo su longitud y grosor. Autores como
Neumann et al. (1995), Huang and Fry (1998), Ramos et al. (2004), Céccoli et al (2011) y
Nawaza et al. (2012) sefialan que las especies capaces de adaptarse a las condiciones de estrés
osmético, presentan modificaciones morfo-anatomicas especificas que pueden desempefiar un
papel vital en la conservacion del agua, y por lo tanto de gran ayuda para hacer frente a los
estreses ambientales. En nuestro estudio, ademas de la longitud de la radicula, las condiciones
de estrés impuestas afectaron el area total de la seccion transversal de la radicula, que se redujo
en un 33% con el tratamiento de CINa -0,8 MPa y un 58 % con el PEG -0,8 MPa respecto al
control (Tabla 4.3.6). Resultados similares se han encontrado en Zea mays L. (Parmar and
Moore, 1968; Mokhberdoran et al., 2008), Triticum durum Desf. (Almansouri et al., 2001), Oryza
sativa L. (Mokhberdoran et al., 2009), Cynodon dactylon L. (Hammedd et al., 2010), Chloris
gayana Kunth (Céccoli et al., 2011) y Panicum virgatum L. (Sun et al., 2012), demostrando que
estas especies pueden adaptarse y sobrevivira estas situaciones, pero en detrimento de
ralentizar su crecimiento. Esta condicion, podria deberse a que las células de las plantas, al
aumentar la presién osmotica de la solucion del suelo, se ven obligadas a adaptarse
fisiolégicamente con vistas a poder seguir absorbiendo agua. Este proceso requiere un consumo
de energia que se produce a costa de reducir su crecimiento (Bernstein, 1961). En general,
observamos que el crecimiento de la radicula se vio mas afectado en condiciones de déficit

hidrico, lo cual podria deberse a que los procesos de elongacion y sintesis de la pared celular
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son mas sensibles a la deficiencia de agua (Mokhberdoran et al., 2008). Sin embargo, es
importante tener en cuenta que el hecho de producir una radicula de menor longitud, mas fina
pero con células turgentes bajo condiciones estresantes es también un factor importante para

tolerar el estrés (Huang and Frid, 1998).

A nivel anatomico, los cortes de la seccion transversal de la radicula mostraron diferentes
modificaciones bajo las condiciones de estrés respecto al control, principalmente a nivel de
parénquima cortical y grosor de la endodermis (Fig. 4.3.5). Se observd la formacidn de cavidades
aerenquimaticas (Fig. 4.3.5 B), resultado de la desintegracion del parénquima cortical como
sucede en especies haléfitas (Hammedd et al., 2010; 2013). Esta modificacion podria ayudar no
solo en el intercambio de gases, sino también en el transporte de sales excesivas, nutrientes y
agua a través de la radicula, como fue reportado en Zea mays L. (van der Weele et al., 1996),
Imperata cilindrica L. (Hameed et al., 2009), Aeluropus lagopoides L. (Naz et al., 2013). También
la formacion de aerénquima puede servir como una barrera adicional al agua y al movimiento de
soluto, ya que puede crear cavitacion en la region cortical, y por lo tanto, una interrupcién en la
conexién entre diferente sistemas de tejido (Ranathunge et al., 2003). En condiciones de déficit
hidrico (PEG -0,8 MPa), las células del parénquima cortical no se vieron afectaron, se observa la
formacion de grandes espacios intercelulares (Fig. 4.3.5 C), los cuales podrian favorecer la via
apoplastica. Y en ambos tratamientos (CINa y PEG -0,8 MPa), hubo un marcado engrosamiento
de las paredes de la endodermis comparado con el control (Tabla 4.3.6) (Fig. 4.3.5 a,byc), lo
cual podria deberse a un aumento en la deposicion de suberina en paredes internas de las
células endodérmicas como lo sefiala Sanderson (1983). En condiciones de salinidad, autores
como Reinhardt and Rost (1995); Chen et al. (2011) y Momayezi et al. (2012) han observado
este comportamiento en diferentes especies. El cual es considerado como un mecanismo de
impedancia contra el estrés salino, que actta favoreciendo que el movimiento de los iones de la
solucion via apoplasto se interrumpa en la endodermis. La impermeabilidad de las paredes de
las células engrosadas con suberina y lignina, obliga a la solucién a atravesar la membrana
celular selectiva para filtracion antes de entrar al cilindro central o vascular (Clarkson, 1991;
Enstone et al. 2003). En plantas creciendo en condiciones de déficits hidrico, también se ha
observado que el crecimiento de la raiz es ralentizado y hay una considerable barrera
apoplastica bloqueando la via hidraulica (Steudle, 2000; Nawaza et al., 2012). Sanderson (1983);
Clarkson et al. (1987) y Peyrano et al. (1997) han demostrado que el patrén de absorcion de
agua muestra una marcada dependencia con el desarrollo de la endodermis y se considera que

el engrosamiento secundario de las paredes de la endodermis, provocan un marcado descenso
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en el flujo de agua hacia el cilindro central, lo cual reduciria la entrada de sales u otros solutos
toxicos. Finalmente, en el periodo de recuperacion, al cambiar las soluciones con potencial
hidrico de —1,2 MPa a condiciones control (agua destilada), las semillas germinaron alcanzando
PG semejantes al control y en dos dias (Figura 4.3.3). Similares resultados fueron encontrados
en estudios de germinacion con Triticum durum Desf. (Almansouri et al., 2001) y Oryza sativa L.
(Mokhberdoran et al., 2009) donde muestran altas tasas de recuperacion al ser colocados en
condiciones control luego de estar a diferentes presiones osmoticas con CINa y PEG. Esto
indicaria que los bajos PG obtenidos bajo la solucién problema, no se debieron a la presencia
de dormicion, viabilidad de la semilla o efecto de la toxicidad de la solucién como suele suceder
con iones de Cl y Na o con PEG (Hohl and Schoptfer, 1991), sino que pudo ser debido a la
inhibicion en la absorcion de agua. Las altas concentraciones de NaCl y PEG no inhibieron la
germinacion de forma permanente, sino que tuvieron un efecto inhibidor temporal como sugiere
Khan et al. (2001) y Munns (2002).
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6. Conclusiones






6.1. Experimento |

Durante el primer afio de crecimiento y bajo condiciones optimas y controladas, es decir
en ausencia de estrés, las tres gramineas perennes se caracterizaron por presentar
altas tasas de crecimiento relativo y un mayor desarrollo de su sistema subterraneo.

De las tres especies estudiadas, la especie C3 Arundo donax L. fue la que presentd una
mayor actividad metabdlica, con altas tasas de asimilacién de CO, acompafiada de altas
tasas de respiracion, y este comportamiento se tradujo en una mayor produccion de
biomasa (PS g), con respecto a las especies C4. Y entre las C4, miscantus tuvo mayor
rendimiento de biomasa que switchgrass.

A partir del uso del marcaje isotépico, podemos indicar que las hojas y raices se
comportaron como 6rganos fuente de C y N, respectivamente. Mientras que, el mayor
enriquecimiento con 3C encontrado en tallo y rizoma indicarian que se comportaron

como dérganos sumideros.

6.2. Experimento Il

Tanto en condiciones de regadio como en condiciones de secano, la especie C3 Arundo
donax L. presentd una mayor produccion de biomasa en comparacion con las especies
C4, por lo que en ambiente Mediterraneo la cafia comun parece ser una buena
candidata para cultivo energético.

En condiciones de regadio, la especie miscantus tuvo mejor comportamiento que
switchgrass, sin embargo en condiciones de secano switchgrass mostré una menor
sensibilidad frente al déficit hidrico que miscantus ya que la disminucion de parametros
fotosintéticos (como Asat, Amax, gs, Ve, max Y Jmax) fueron mayores en esta especie.

La falta de disminucion en el rendimiento cuéntico méximo del fotosistema Il (Fv/Fr) en
condiciones de secano, indica que no se vieron afectados ni los procesos de transporte
electrénico ni fotofosforilacion que tienen lugar en la membrana tilacoidal. La menor
productividad de las especies en condiciones de secano, podria estar asociada a las
menores tasas de asimilacion debido a que el proceso de carboxilacion del ciclo de

Calvin y, sobretodo, la conductancia estomatica se vieron més afectados.
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6.3. Experimento llI

6.3.1. Experimento llla

El método prechilling a 5 °C durante 14 dias (tratamiento 6) fue el método més eficaz
para romper la dormicion y favorecer la germinacién de las semillas, logrando un PG75 a
los 4 dias. Ademas, resulta una técnica practica a nivel de manejo, ya que las semillas
una vez cosechadas podrian ser almacenadas en una nevera (bajo condiciones de frio y

humedad) por el mismo productor hasta el momento de la siembra.

Nuestros resultados indican que el método pre-germinativo priming o hidropriming no fue
efectivo para romper la dormicion, ya que se obtuvieron bajos valores de PG,

semejantes al control.

La combinacién de los métodos prechilling y priming también incrementaron los PG
finales, sin embargo, estos resultados podrian deberse al efecto de las bajas

temperaturas y no del hidropriming.

La alternancia de temperatura 30/15 °C en semillas sin tratamiento pre-germinativo, fue
un estimulo suficiente para romper la dormicién y obtener altos valores de PG, lo que
resulta también un método eficiente para romper la dormicion en camara de germinacion

pero no una técnica practica para el productor.

6.3.2. Experimento lllb

Potenciales hidricos de -0,8 MPa retrasan la germinacion y crecimiento, mientras que
potenciales de -1,2 MPa reducen los porcentajes finales de germinacion de la especie

Panicum virgatum L.

El PG final, la velocidad de germinacion y el crecimiento de la radicula tuvieron mejor
comportamiento en condiciones de salinidad (CINa) que en condiciones de déficit
hidrico (PEG).

Las plantulas fueron menos tolerantes a las condiciones de déficit hidrico (PEG), ya que
parametros morfologicos, como longitud y grosor de la radicula, se vieron mas afectados

bajo estas condiciones de crecimiento.

Las modificaciones en caracteres morfo-anatémicos de la radicula como la formacion de

aerénquima en la corteza y el engrosamiento de las paredes de la endodermis, podrian
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contribuir significativamente a incrementar la supervivencia y la tolerancia de esta

especie bajo condiciones de salinidad y déficit hidrico.
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8. Anexos






Datos suplementarios:

Tabla S1: Tratamiento estadistico de los datos de los parametros de fluorescencia modulada de las clorofilas. Los datos

representan la media + ES de tres réplicas (n= 3). Letras diferentes indican diferencias significativas (P=0,05) entre especies.

PARI Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
A 0 -2,00 £0,50a 2,19 +0,44a 0,73 £0,31a
30 0,06 +0,56a -0,35 +0,07a 0,34 +0,16a
60 0,95 £0,31ab -0,13 +0,80a 1,80 +0,26b
100 2,87 £0,33a 2,68 +0,45a 3,19 £0,13a
300 10,42 10,49a 9,67 +0,13a 9,86 +1,19a
600 16,67 +0,69a 17,40 £0,32a 18,03 +1,18a
1200 22,03 +0,43a 23,70 +0,70a 22,63 +1,88a
2000 25,10 +0,50a 27,57 +2,15a 25,60 +1,55a
OPSII 0 0,66 +0,03a 0,69 £0,01a 0,75 £0,00b
30 0,60 +0,02ab 0,55 0,04a 0,67 £0,00b
60 0,59 +0,02ab 0,53 £0,03a 0,66 +0,00b
100 0,56 +0,02ab 0,49 0,03a 0,63 £0,00b
300 0,48 +0,02ab 0,42 £0,03a 0,57 £0,00b
600 0,39 +0,01a 0,33 £0,02b 0,48 £0,01c
1200 0,24 +0,01a 0,21 £0,01a 0,31 £0,02b
2000 0,13 +0,01a 0,11 £0,01a 0,17 0,01b
Fv/Fm' 0 0,63 +0,03a 0,68 +0,01a 0,70 £0,01b
30 0,57 +0,02a 0,60 +0,03a 0,65 +0,00a
60 0,55 +0,02a 0,58 +0,03a 0,64 +0,00b
100 0,53 +0,02a 0,55 +0,03a 0,63 +0,00b
300 0,50 +0,03a 0,49 10,02a 0,64 +0,01b
600 0,44 +0,02a 0,42 £0,03a 0,60 +0,00b
1200 0,34 +0,01a 0,34 0,02a 0,50 £0,01b
2000 0,27 +0,00a 0,27 0,02a 0,43 £0,01b
qP 0 1,05 %0,00a 1,02 +0,00b 1,08 0,01c
30 1,04 10,01a 0,91 £0,02b 1,04 +0,01a
60 1,06 %0,01a 0,91 £0,01b 1,03 0,01a
100 1,05 %0,01a 0,89 +0,02b 0,99 +0,00c
300 0,98 +0,01a 0,85 +0,01b 0,90 £0,01c
600 0,88 +0,01a 0,78 £0,01b 0,80 +0,02b
1200 0,70 +0,01a 0,62 +0,02b 0,62 +0,03b
2000 0,49 +0,02a 0,43 £0,02b 0,40 +0,03b
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Tabla S2: tratamiento estadistico de la composicion isotopica del 13C en el CO2 respirado por distintos érganos de la planta. Los
datos representan la media + ES de cuatro réplicas (n= 4). Letras mayusculas indican diferencia entre especies y letras

minusculas diferencias significativas (P=0,05) entre drganos dentro la misma especie.

Especies
Tiempo Organos Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
TO Hoja -8,561 $0,47Aa -10,66 +0,53Aa -21,48 10,64Ba
TO Raiz -12,12  10,22Ab -11,06 0,25Aa -20,66 +0,62Ba
T0 Rizoma -13,14 10,41Ab -12,05 10,45Aa -26,01 +0,40Bb
T Hoja 22,15 *1,51Aa 26,03 *2,65Aa 2,32 +4,09Ba
T Raiz 61,25 +8,03Ab 38,16 +8,59Ba 29,47 +4,39Bb
T Rizoma 118,80 +9,16Ac 72,86 +10,53Bb 37,96 +2,45Cc
T2 Hoja -5,24 +0,60Aa 9,51 £0,8B7a -13,42 +0,25Ca
T2 Raiz 6,72 +0,56Ab -5,82 +1,52Bb -11,27 10,87Ca
T2 Rizoma 19,91 +2,50Ac 6,17 +0,40Bc 0,14 £3,04Cb
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Tabla S3: Tratamiento estadistico de la composicion isotopica del *3C en la MOT de los distintos érganos de la planta. Los datos
representan la media + ES de cuatro réplicas (n= 4). Letras mayusculas indican diferencia entre especies y letras mindsculas

diferencias significativas (P=0,05) entre drganos dentro la misma especie.

Especies
Tiempo Organos Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
TO Hoja -13,25 +0,09Aa -13,15 0,21Aa -32,80 +0,10Ba
TO Tallo -13,23 10,14Aa -13,19 +0,03Aa -32,64 +0,18Ba
TO Raiz -13,25 0,25Aa -12,85 +0,14Aab -31,30 +0,27Bb
TO Rizoma -12,88 +0,12Aa -12,46 £0,15Ab -30,42 +0,67Bb
T Hoja 7,84 +154Aa 2,46 +0,99Aa 6,46 +1,85Aab
T Tallo 29,34 +0,78Ab 22,24 +0,90Bb 30,50 +3,08Ab
T Raiz 9,11 +1,60Ba 2,14 £0,37Aa -3,67 +0,63Aa
T Rizoma 9,30 £0,97Aa 3,01 £1,66Ab 10,55 +2,83Aab
T2 Hoja -4,48 +0,39Aab 9,69 +0,61Ba -24,52 +1,70Ca
T2 Tallo -6,22 +0,96Aa 9,34 +2,03Aa -23,10 +3,90Ba
T2 Raiz -0,66 +1,97Ab 241 £1,22Ab -27,35 0,77Ba
T2 Rizoma 7,06 +1,19ABc 9,03 +1,94Bc 2,81 £0,36Ab
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Tabla S4: Tratamiento estadistico de la composicion isotopica del 5N en la MOT de los distintos érganos de la planta. Los datos

representan la media + ES de cuatro réplicas (n= 4). Letras mayusculas indican diferencia entre especies y letras minlsculas

diferencias significativas (P=0,05) entre drganos dentro la misma especie

Especies
Tiempo Organos Panicum virgatum L. Miscanthus x giganteus Arundo donax L.
TO Hoja 451 +0,23Aa 5,00 +0,77Aa 4,00 +0,16Aa
TO Tallo 421 20,73Aa 4,23 10,29Aa 2,33 10,89Ba
T0 Raiz 2,13 0,20Ab 0,49 +0,22Bb 1,37 +0,45Ab
T0 Rizoma 3,15 +0,44Aab -1,56 +0,67Bc -0,40 +0,35Cc
T Hoja 361,30 +100,36Aa 44,87 +4,74Ba 81,10 +20,75Ca
T Tallo 928,54 +201,72Ab 217,47 +13,36Bc 93,43 +17,16Cab
T Raiz 1254,36 +11,49Aa 150,42 +13,19Bb 78,87 +8,20Cb
T Rizoma 651,96 +256,92Ab 128,06 +21,43Bb 44,01 +5,29Cc
T2 Hoja 701,52 £113,58Aa 43,06 +9,93Ba 83,41 +19,21Ca
T2 Tallo 641,16 +48,90Aa 130,11 +22,12Bb 67,54 +8,47Cb
T2 Raiz 711,09 +181,20Aa 114,79 +31,71Bc 67,30 +24,71Cb
T2 Rizoma 800,56 +145,02Ab 150,13 +23,03Bb 126,80 +40,19Bc
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