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RESUMEN

El agua y el nitrégeno (N) son los factores de crecimiento que limitan mas fuertemente
la productividad de pasturas y cultivos. Las pasturas y los pastizales templados de la
Pampa Deprimida estan sujetos a episodios sistematicos de sequia durante el verano,
estacion durante la cual el crecimiento de estos recursos forrajeros se reduce
sustancialmente. La absorcién de agua y de N por parte de las plantas esta
profundamente interconectada, sin embargo, no esta claro si la merma en la
productividad primaria de las pasturas de la Pampa Deprimida durante la época estival
obedece solamente a los efectos directos de la sequia o si ésta se encuentra también
mediada por un empeoramiento en su estado de nutricion nitrogenada. El objetivo de
esta tesis fue evaluar el efecto del estado hidrico del sistema suelo-planta sobre la
nutricion nitrogenada de pasturas de festuca alta [Lolium arundinaceum (Schreb.)
Darbysh.] establecidas en un suelo bajo tipico del ambiente de la Pampa Deprimida. El
método preferente para el diagndstico del estado de nutricidon nitrogenada se basa en el
concepto de N critico (N¢), definido como la minima concentracién de N en la materia
seca aérea que permite maximizar la tasa de crecimiento de la pastura. El N¢r disminuye
a medida que la pastura acumula materia seca, y la primera parte de la tesis involucro
la verificacion respecto de si la curva de dilucién de N¢ que fuera originalmente
desarrollada sobre pasturas sélo limitadas por N (Ref-N¢), es también aplicable en
condiciones de estrés hidrico. Los resultados indicaron que en condiciones de sequia el
Nco es menor que el Ref-N¢, siendo dicha reduccion directamente proporcional a la
intensidad del estrés hidrico. Una segunda parte de la tesis involucré luego la puesta en
practica de esta metodologia de diagndstico corregida en la evaluacion del efecto del
estrés hidrico sobre el estado de nutricién nitrogenada de una pastura de festuca alta
implantada en un suelo Natracualf tipico del sudeste bonaerense durante el verano de
dos afios consecutivos, ensayando dos niveles de disponibilidad de agua (secano vs
riego) y dos niveles de fertilizacién nitrogenada (40 vs 200 kg de N ha™). La
productividad primaria neta de festuca alta estuvo fuertemente co-limitada por agua y
por N durante el verano, con respuestas muy altas y comparables al riego y al
incremento en el nivel de N aplicado (incrementos promedio 54% y 68%,
respectivamente). Las pasturas mostraron sistemas radicales profusamente
desarrollados (5.8-9.3 Mg materia seca raices ha™'), pero concentrados mayormente en
el horizonte superficial (66% a 75% de la biomasa o el largo de raices en los 0.2m
superiores del perfil de suelo). La exploracién radical del horizonte natrico (0.25-0.65m

de profundidad) y por debajo de éste fue escasa; entonces, a pesar del elevado nivel de
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agua disponible en el subsuelo (> 0.4m de profundidad) consecuencia de una napa
freatica cercana, festuca alta enfrenté situaciones de estrés hidrico cuando el horizonte
superficial se secd. Un déficit hidrico extremo, de intensidad récord para el periodo
1971-2021, afectd negativamente el estado de nutricion nitrogenada de festuca alta,
mientras que una sequia moderada, de intensidad cercana al promedio para la época,
no tuvo un efecto significativo sobre éste. Estimaciones de la demanda de N de la
pastura y de los flujos de N del suelo, sin embargo, indicaron que el estrés hidrico no
redujo la disponibilidad relativa de N hacia la pastura; la disminucién observada en el
estado de nutricion nitrogenada de la pastura habria estado causada entonces por la
pérdida de N foliar debido a la senescencia de tejidos inducida por el episodio severo
estrés hidrico. Los resultados revelan entonces que, en este ambiente, la nutricion
nitrogenada de festuca alta no es particularmente sensible al estrés hidrico. Esto se
deberia, por un lado, a su gran desarrollo radical que le permite una muy alta capacidad
de absorcion del N disponible en los horizontes superficiales y, por otro lado, a la
restriccion fisicoquimica impuesta por el horizonte natrico, que dificulta el acceso de
festuca alta al agua disponible en profundidad, limitando su crecimiento y demanda de
N cuando el horizonte superficial se seca. Las principales causas de la baja
productividad forrajera de festuca alta durante el verano en el ambiente de la Pampa
Deprimida son, entonces, los efectos intrinsecos de la baja disponibilidad de agua y de
la deficiencia de N, con el efecto del estrés hidrico viéndose parcialmente mediado por
empeoramientos en su estado de nutricidén nitrogenada sélo en condiciones de sequia

inusualmente severa.

Palabras clave: indice de Nutricion nitrogenada, raices, forraje, flujos de nitrégeno en el

suelo, Pampa Deprimida.
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ABSTRACT

Water and nitrogen (N) are the growth factors most strongly limiting the productivity
of pastures and crops. Temperate pastures and grasslands of the Flooding Pampa are
subject to systematic drought episodes during summer, season in which the growth of
these forage resources is substantially reduced. Water and N uptake by plants are
deeply interconnected, however, it is not clear whether the decrease in primary
productivity of Flooding Pampa pastures during the warm season obeys just to the direct
effects of drought or if this is also mediated by an aggravation in their N nutrition status.
The aim of this thesis was to evaluate the effect of the water status of the soil-plant
system on the N nutrition of tall fescue [Lolium arundinaceum (Schreb.) Darbysh.]
pastures established on a lowland soil typical of the Flooding Pampa environment. The
preferential method for the diagnosis of the N nutrition status is based on the concept of
critical N (Ncr), defined as the minimum N concentration in shoots biomass allowing
maximum growth rates. The N.r decreases as pastures accumulate shoots biomass, and
the first part of this thesis involved verifying whether the N dilution curve originally
developed on pastures limited only by N (Ref-N¢) had the same applicability under water
stress conditions. The results showed that under drought conditions the N is lower than
the Ref-N¢, such decrease being linearly related to the intensity of water stress. The
second part of the thesis involved the application of this corrected diagnosis methodology
in the evaluation of the effect of water stress on the N nutrition status of a tall fescue
pasture established on typical Natracualf soil of southeast Buenos Aires during the
summer season of two consecutive years, by assaying two levels of water availability
(rainfed vs irrigated) and two levels of N fertilization (40 vs 200 kg N ha™"). Tall fescue
net primary productivity was strongly co-limited by water and N during summer, showing
comparable, very high responses to both irrigation and the increase of N rate (average
increases of 54% and 68%, respectively). Pastures had profusely developed root
systems (5.8-9.3 Mg dry matter roots ha™'), but which were concentrated mostly on
topsoil (66-75% of root biomass or length were in the top 0.2m soil layer). Root
exploration of the natric horizon (0.25-0.65m depth) and underneath was scarce; then,
even when there was ample available water in the subsoil (>0.4m depth) due to a close
water table, tall fescue faced water stress conditions whenever the topsoil desiccated.
An extreme water stress episode, record for the 1971-2021 period, negatively affected
tall fescue N nutrition status, while a moderate drought, of an intensity close to the
average for the season, did not have a significant effect on it. Estimations of pasture N

demand and soil N fluxes, however, pointed out that water stress did not decrease the
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relative availability of N to the pasture; the observed reduction in pasture N nutrition
status then would have been caused by the loss of leaf N due to the tissue senescence
triggered by the severe water stress event. Results then reveal that tall fescue N nutrition
status is not particularly sensitive to water stress in this environment. This would be due
to, on the first hand, its huge root development which confers a very high capacity to
absorb topsoil available N and, on the second hand, the physicochemical restriction
imposed by the natric horizon, which restricts the access of tall fescue to the water
available at depth, limiting its growth and N demand whenever the topsoil dries. The
major causes of the low forage yield of tall fescue during summer in the Flooding Pampa
environment are thus the intrinsic effects of low water availability and N deficiency, with
the effect of water stress being partially mediated by aggravations in its N nutrition status

only under unusually severe drought.

Key words: Nitrogen Nutrition Index, roots, forage, soil nitrogen fluxes, Flooding Pampa.



CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL



1.1. Relevancia productiva y principales limitantes del ambiente

edafoclimatico de la Pampa Deprimida

La Pampa Deprimida o Pampa Inundable es una de las principales areas ganaderas
del pais, abarcando aproximadamente 9 millones de ha y extendiéndose hacia el
noreste y sudoeste del sistema serrano de Tandilia, comprendiendo las areas
correspondientes a la cuenca del Rio Salado y a la depresion de Laprida (Batista et al.,
2005). Estadisticas de 2020 indican que la Pampa Deprimida cuenta con 15.5, 189y
15.3% del stock nacional de vacas, terneros y cabezas totales, respectivamente
(Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca [MAGyP], 2021).

El relieve de la Pampa Deprimida es marcadamente llano, con una pendiente
promedio de 0.02% (Conzonno et al., 2001), por lo que no hay una red de drenaje
definida para el agua de escurrimiento y los sistemas fluviales son muy escasos,
destacandose solo el Rio Salado (Kuppel et al., 2015). Esta topografia relativamente
homogénea, sin embargo, estd asociada con una marcada heterogeneidad espacial y
temporal en el ambiente edafico, que se ve a su vez reflejada en heterogeneidad
floristica (Batista et al., 2005; Oyarzabal et al., 2020). Mas del 60% del area esta
ocupada por suelos halomorficos con distintos grados de alcalinidad, salinidad e
hidromorfismo, distribuidos en forma de mosaico (Miaczinsky 1995; Instituto de Suelos,
2013). A nivel de subgrupo y segun la clasificacién de Soil Taxonomy (Soil Survey Staff,
2014), los suelos mas comunes en el area son los Natracualfs Tipicos (3.2 millones de
ha), los Natracuols Tipicos (2.6 millones de ha), los Natralbols Tipicos (0.5 millones de
ha) y los Natracualfs Mdlicos (0.4 millones de ha) (Morras, 2017). Estos suelos suelen
ocupar las posiciones mas bajas del paisaje (Batista et al., 2005), y tienen un uso
predominantemente ganadero debido a sus limitantes: son imperfectamente drenados;
presentan un horizonte A de espesor variable con un contenido de materia organica
(MO) entre bajo y moderado (2-5%) y con pH desde neutro a alcalino, dependiendo del
contenido de sodio, por debajo del cual se suele hallar un horizonte B textural con mayor
contenido de arcilla, frecuentemente sddico, denso y duro (natrico) (Rubio y Taboada,
2013; Imbellone et al., 2021). Los perfiles de estos suelos presentan una marcada
discontinuidad entre la permeabilidad del horizonte superior y los subyacentes, y en
periodos de intensas precipitaciones se puede observar sobre el horizonte B textural la
permanencia de una pseudo napa freatica (napa colgante) que da origen a
cementaciones (fragipanes incipientes) que limitan la infiltracion de agua, la difusién de

aire y la penetracion de raices (Imbellone et al., 2010). Entre los suelos anteriormente



nombrados, los Natracualfs y Natralbols son los que muestran limitantes mas severas
para su utilizacion. Los Natracuols, en cambio, suelen presentar mejores condiciones
para el crecimiento de las plantas (Vazquez et al., 2001; Imbellone et al., 2021), y en
éstos la introduccion de especies forrajeras cultivadas tiene un muy alto indice de éxito;
especies como festuca alta [Lolium arundinaceum (Schreb.) Darbysh., anteriormente
Festuca arundinacea (Schreb.)] y agropiro [Thinopyrum ponticum (Podp.) Barkworth y
Dewey] comunmente logran naturalizarse en muchos de estos ambientes (Agnusdei y
Di Marco, 2015).

El clima de la Pampa Deprimida se clasifica como templado humedo sin estacion
seca (Crw, segun Koppen). La temperatura media anual del aire varia en direccién sur-
norte entre 14y 17 °C (Bianchi y Cravero, 2010), y el valor medio anual para la radiacion
global varia en direccion sudeste-noroeste entre 14 y 18 MJ m= dia™' (National
Renewable Energy Laboratory, 2021). La evapotranspiracion media anual oscila entre
900 y 1000 mm, mientras que la precipitacion media anual varia en el mismo rango y no
presenta una marcada estacionalidad (Paruelo et al., 2007; Bianchi y Cravero, 2010).
La Pampa Deprimida registra sistematicamente tanto excesos como déficits hidricos
(Vazquez et al., 2011; Scarpati y Capriolo, 2013; Di Bella et al., 2016). Debido a la
reducida permeabilidad de los suelos, a la escasa pendiente y a la deficiente red de
drenaje, los episodios de anegamiento durante la estacion fria, bajo una menor
demanda atmosférica, son comunes; aunque en suelos que tienen un horizonte
subsuperficial textural con un menor nivel de desarrollo los excesos hidricos pueden
también deberse al ascenso de la napa fredtica (Imbellone et al., 2021). Durante la
época estival, por el contrario, la evapotranspiracion suele exceder a las precipitaciones,
resultando en frecuentes eventos de déficit hidrico (Colabelli et al., 2004). Por ejemplo,
en Balcarce durante el periodo 1971-2021, el mes de noviembre se presentd como
hidricamente deficitario el 69% de los afios, promediando un balance (lluvia —
evapotranspiracion) de —31 mm, mientras que diciembre fue deficitario el 78% de las
ocasiones (balance de —51 mm), y enero y febrero presentaron déficit el 80% y el 76%
de los afios (balances de —50 mm y —31 mm, respectivamente) (Instituto Nacional de
Tecnologia Agropecuaria [INTA], s.f.). Sin embargo, los datos climaticos muestran que
el estrés hidrico estival es un fendmeno que ha ido ganando progresivamente mayor
relevancia durante las ultimas décadas, dado que la informacién semejante acotada al
periodo 2000-2021 indica un noviembre hidricamente deficitario el 68% de los afios

(balance de —-32mm), mientras que para diciembre, enero y febrero los valores



correspondientes son de 91% y —-76 mm, 82% y 61 mm, y 77% y —21 mm,

respectivamente (INTA, s.f.).

La otra gran limitante del ambiente productivo de la Pampa Deprimida es la nutricion
nitrogenada de sus recursos forrajeros. Las caracteristicas fisicoquimicas propias de los
suelos halomorficos anteriormente mencionadas resultan en contenidos bajos a
moderados de carbono (C) organico y N total en el horizonte superficial, debido no sélo
a una menor productividad primaria neta sino también debido a mayores pérdidas de C
edafico debido a los procesos de dispersion, erosion y lixiviacion (Dalal et al., 2003;
Peinemann et al., 2005; Wong et al., 2010). Como consecuencia, el abastecimiento de
N mineral generado como resultado del proceso de mineralizacion es menor en los
suelos salinos y/o sddicos (Pathak y Rao, 1998; Rietz y Haynes, 2003). Por ultimo, las
elevadas pérdidas de N mediante volatilizacion de 6xido nitroso (Ghosh et al., 2017) y
de amoniaco (Barbieri et al., 2006) que suelen mostrar los suelos halomérficos afecta
aun mas la provision de N disponible para las plantas. Las razones anteriormente
expuestas explican los muy bajos niveles de N mineral que se observan en los suelos
salinos y/o sédicos de la Pampa Deprimida (De Prado et al., 2001). Los pastizales y
pasturas de la Pampa Deprimida son, entonces, endémicamente deficientes en N, con
el crecimiento de especies de tipo templado mostrando respuestas significativas a la
fertilizacion nitrogenada no sélo durante estaciones con niveles de temperatura del aire
favorables como otofio, primavera y verano (Agnusdei et al., 2010; Colabelli et al., 2011),
sino también, aunque en menor medida, durante el invierno (Fernandez Grecco, 2013).
De este modo, la correccion de la deficiencia nitrogenada de las pasturas templadas de
la Pampa Deprimida mediante fertilizacion permitiria, en promedio, incrementar la
produccion forrajera desde el nivel de 8 Mg de materia seca (MS) ha™' afio™' observado

en condiciones naturales hasta los 17 Mg MS ha™' afio™' (Insua et al., 2021).

1.2. Déficits estacionales en la produccion forrajera de la Pampa Deprimida

y el rol potencial de la interaccion agua-nitrogeno. Objetivo del trabajo

Una elevada y estable productividad forrajera constituye la base del éxito de los
sistemas ganaderos de caracter pastoril (Bell et al., 2018). La carga animal que el
sistema es capaz de sostener es definida por la variabilidad estacional e interanual en
la produccién de forraje, la que esta asociada con los cambios en los niveles de
temperatura, radiacion y humedad del ambiente. En la Pampa Deprimida, los recursos
forrajeros perennes muestran su produccién pico durante la primavera, observandose

pronunciados baches productivos durante el invierno y el verano (Agnusdei et al., 2001;



Posse et al., 2005; Grigera et al., 2007; Berger et al., 2017). El reducido crecimiento
invernal obedece fundamentalmente a los bajos niveles de temperatura del aire y de
radiacién solar, con valores promedio para el mes de julio de 6-9 °C y 5.5-7 MJ m™2
dia™', respectivamente (Bianchi y Cravero, 2010; National Renewable Energy
Laboratory, 2021); por otra parte, tratandose de especies de origen templado capaces
de crecer activamente durante la estacion calida, el bache de crecimiento estival
responde fundamentalmente a una combinacién de déficit hidrico y de déficit
nitrogenado (Colabelli et al., 2011; Insua et al., 2021). Este déficit productivo estival es
realmente severo; de hecho, Insua et al. (2021) demostré6 que, en condiciones no
limitantes de agua y de nitrogeno (N), la productividad de festuca alta durante el verano
es semejante a la produccion de primavera. Dos fendmenos inconexos profundizan
adicionalmente la problematica de la productividad primaria estival. Por un lado, los
recursos forrajeros de los sistemas ganaderos del area se encuentran sujetos a una
presion de uso cada vez mayor producto del progresivo desplazamiento de parte del
stock ganadero de la Pampa Ondulada, la Pampa Subhumeda y la Pampa Austral hacia
la Pampa Deprimida que viene teniendo lugar durante las ultimas décadas, derivado del
avance de la agricultura en las areas antes mencionadas, con ambientes edaficos
presentando menores restricciones para el desarrollo de cultivos de grano (Viglizzo et
al., 2001; Modernel et al., 2016). Este aumento de la carga animal en los sistemas
ganaderos de la Pampa Deprimida genera sobrepastoreo, con impactos negativos sobre
la productividad primaria neta, el C organico del suelo y la provision de servicios
ecosistémicos, y aumentando la frecuencia de los procesos de erosién (Modernel et al.,
2016). Por otro lado, la variabilidad asociada con el proceso de Cambio Climatico, que
ha generado eventos climaticos extremos con una frecuencia creciente durante el ultimo
tiempo, especialmente durante el verano, y del que se espera que sus efectos se

profundicen a futuro (Miller et al., 2021).

La disponibilidad de agua y de N son las dos mayores limitantes de la productividad
primaria global (Sinclair y Rufty, 2012; Cossani y Sadras, 2018). Las pasturas y
pastizales templados de la Pampa Deprimida son sistematicamente deficientes en N, y
ademas se encuentran expuestos a frecuentes déficits de precipitacion durante la
estacion calida. La nutricion nitrogenada y el estado hidrico de las plantas estan
altamente interrelacionados debido a que la disponibilidad de agua en el suelo afecta
tanto los procesos de produccion (mineralizacion, nitrificacion) como de pérdida
(volatilizacion, lixiviacion) de las formas minerales de N en el suelo (Coyne, 2008;

Francis, 2008; Myrold y Bottomley, 2008; Norton, 2008), asi como la tasa de absorcién



de la solucion del suelo y del N en ella disuelto por parte de las plantas alcanzada a
través del proceso de transpiracion (Allen et al., 1998). Incluso la tasa de asimilacion del
N dentro de la planta suele verse también afectada en condiciones de déficit hidrico
(Havill et al., 1977; Ray y Sisson, 1986; Golberg et al., 1995). De este modo, el impacto
productivo de estos episodios transitorios de baja disponibilidad de agua podria verse
agravado si éstos trajeran aparejados empeoramientos en el estado de nutricion
nitrogenada de las pasturas. Esta tesis plantea como hipotesis general que los eventos
de estrés hidrico afectan la nutricion nitrogenada de pasturas Cs creciendo en este
ambiente, ya sea a través de cambios en la demanda de N de la planta y/o en la oferta
de N del suelo. El objetivo general de este trabajo de tesis es entonces evaluar el efecto
del estado hidrico del sistema suelo-planta sobre la nutricion nitrogenada lograda por
pasturas de festuca alta establecidas en un suelo bajo tipico del ambiente de la Pampa
Deprimida. Festuca alta fue elegida como especie testigo debido a su reconocida
tolerancia a estreses abibéticos como sequia, baja disponibilidad de nutrientes y valores
extremos de pH (Belesky y West, 2009), que ha facilitado su introduccion exitosa y su
posterior naturalizacién en el ambiente en cuestion (Maddaloni y Ferrari, 2001;
Scheneiter et al., 2015).

1.3. Importancia del crecimiento de raices en la captura de recursos edaficos

por las plantas. Interrogantes que esta tesis intenta responder

La arquitectura del sistema radical de las plantas desempefia un rol crucial sobre la
captura de recursos como agua y N y, como tal, podria tener un efecto decisivo sobre
su estado de nutricion nitrogenada (Garnett et al., 2009; Palta y Watt, 2009). A pesar del
gran avance registrado durante las ultimas décadas, el estudio de los sistemas radicales
de las pasturas en general, y de festuca en particular, ha sido abordado menos
frecuentemente, con sélo 69 de las 114223 entradas de la base de datos Global Root
Traits (GRooT) correspondiendo a festuca alta (Guerrero-Ramirez et al., 2021). Ademas
de sus importantes funciones en la estimulaciéon de los procesos relacionados con la
dinamica de la MO vy el ciclado de nutrientes mediante la generacion de un
microambiente edafico de mayor actividad microbiana llamado rizésfera (Oliver et al.,
2021); el sistema radical, al ser el agente receptor de las demandas por parte de la
biomasa aérea del vegetal y a su vez el responsable de la captura de los elementos
demandados, se convierte en un actor clave en la definicion de la capacidad de una
planta para adaptarse y crecer bajo restricciones de tipo hidromineral, cuyo estudio

merece ser profundizado. En el caso especifico de festuca alta, se trata de una especie



con capacidad potencial de generar un profuso sistema radical y de explorar y capturar
agua desde horizontes profundos del perfil del suelo y, por ende, de mantener estados
hidricos mas favorables en condiciones de sequia que especies con sistemas radicales
mas superficiales (Durand et al., 1997). Dada su influencia determinante en la captura
de recursos edaficos limitantes como agua y N, y por lo tanto en la determinacién de la
oferta y demanda de N para y por la planta, estudios que pretenden cuantificar el efecto
de la disponibilidad hidrica sobre la nutricion nitrogenada alcanzada por una pastura,
deben necesariamente indagar en el componente raices. El estudio del sistema radical
de festuca alta en condiciones de campo constituye entonces uno de los ejes de esta
tesis. La evolucion del estado de nutricion nitrogenada alcanzado por la pastura bajo
diferentes regimenes hidricos se analizé mediante un enfoque que integra la valoracion
simultanea de la demanda de N de la pastura y de los flujos de N hacia las raices (oferta
de N del suelo), los cuales pueden ser estimados solo si se cuenta con informacion
relativa al sistema radical asi como de otras variables de suelo. El unico antecedente de
relevancia fue desarrollado en un ambiente edafoclimatico con caracteristicas
sustancialmente diferentes (Gonzalez-Dugo et al., 2005; Durand et al., 2010); el efecto
del estrés hidrico sobre la nutricion nitrogenada podria resultar diferente en el ambiente
de la Pampa Deprimida, con suelos con un mayor contenido de MO y un eventual aporte
de humedad en profundidad producto de una napa freatica cercana. Esta tesis doctoral
resume los hallazgos de una serie de experimentos de campo llevados adelante durante
tres anos, en diferentes épocas y bajo diferentes niveles de disponibilidad de agua y de

N, que permiten responder a los siguientes interrogantes:

- ¢cual es la arquitectura radical de una pastura perenne en un suelo bajo

ganadero tipico del ambiente de la Pampa Deprimida?

- ¢puede la morfologia radical de la pastura ser alterada por cambios en la

disponibilidad de agua y N?
- ¢Como afecta la condicion hidrica a la oferta de N por parte del suelo?

- ¢Puede la pastura mantener altos niveles de demanda de N a partir de la captura

de agua desde horizontes profundos?

- ¢Como resulta afectado el balance entre oferta y demanda de N, esto es, el
estado de nutricion nitrogenado de la pastura, en estaciones hidricamente deficitarias

como lo es la época estival?



1.4. Estructura del trabajo

La tesis esta estructurada en 4 capitulos. Los Capitulos 2 y 3 cuentan con sus
introducciones respectivas, en las que se abordan las tematicas correspondientes a
cada capitulo con un mayor nivel de profundidad y se introducen las hipotesis
especificas a contrastar. El Capitulo 2 trata sobre la corroboracion respecto de si la
metodologia preferente para el diagndstico del estado de nutricién nitrogenada de
pasturas y cultivos, desarrollada en condiciones en las que solo el N es limitante, puede
ser también aplicada en situaciones de déficit hidrico. Los resultados indicaron la
necesidad de instrumentar una modificacion a la misma, y esta metodologia de
diagnostico modificada fue luego implementada en el diagndstico del estado de nutricion
nitrogenada de festuca alta durante experimentos estudiando rebrotes de verano,
informacion que se presenta en el Capitulo 3 de la tesis. Las conclusiones generales del

trabajo son presentadas en el Capitulo 4.



CAPITULO 2. EVALUACION Y AJUSTE DE LA METODOLOGIA DE
DIAGNOSTICO DEL ESTADO DE NUTRICION NITROGENADA DE PASTURAS
DE TIPO TEMPLADO PARA SU IMPLEMENTACION EN SITUACIONES DE
LIMITADA DISPONIBILIDAD HIiDRICA'

"Parte del contenido de este capitulo fue publicado en Errecart, P.M.; Agnusdei, M.G.; Lattanzi, F.A.; Marino,
M.A.; Berone, G.D. 2014. Critical nitrogen concentration declines with soil water availability in tall fescue.
Crop Science 54: 318-330.
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2.1. Introduccién
2.1.1. Sobre el desarrollo del método preferente para la evaluacion de la

condicion nitrogenada de pasturas y cultivos

La metodologia de determinacion del estado de nutricion nitrogenada de pasturas y
cultivos basada en el concepto de nitrogeno critico (N¢r) tal como se la conoce hoy dia,
tiene su origen en los estudios pioneros realizados por Duncan Joseph Greenwood en
el Reino Unido en la década de 1960 y 1970, y por Gilles Lemaire en Francia a partir de
la década de 1980. Greenwood et al. (1965) reportaron cémo el contenido de proteina
de pasturas del género Lolium disminuia con su envejecimiento y acumulacién de
biomasa, aun cuando las mismas estaban adecuadamente provistas de N. Luego, en
1978, Greenwood y Barnes ajustan un modelo matematico a la disminucion de la
concentracion de N con el aumento de biomasa (“dilucion de N”), proponiendo su
aplicacion en modelos de respuesta al N para mejorar los criterios de diagndstico al
momento de detectar deficiencias nitrogenadas. Este trabajo de 1978 ya habla de
“concentracion critica de N” como aquella “que es necesaria para un 6ptimo crecimiento

de las plantas”.

Poco mas tarde, en Salette y Lemaire (1981) y Lemaire y Salette (1984a; b) se
reportaron resultados de estudios donde se evaluo el crecimiento y la acumulacion de
N en la biomasa aérea de festuca alta y pasto ovillo (Dactylis glomerata L.). Tras la
aplicacion de dosis elevadas de N, los autores observaron que, durante las etapas
iniciales de los experimentos, esto es, mientras el N no fue limitante, la dilucién del N en
la biomasa aérea fue semejante en diferentes anos y a su vez tampoco difirié entre
ambas especies (Fig.1). Los autores propusieron ajustar para los seis experimentos una
“curva de dilucion inicial comun para condiciones no limitadas en N” del tipo potencial

negativa:
N (%)= 4.79 - (BA) 3% (1)

donde BA es la biomasa aérea, en Mg ha~'. En momentos determinados (en la Fig.1,
indicados para cada experimento mediante flechas), la dilucion de N adquirid6 una
dinamica diferente (mas acelerada) a la dilucién inicial comun, y a su vez esta tasa de
dilucion posterior fue variable entre experimentos. Esto obedecié a que el momento en
el que el N comenzo a limitar el crecimiento difirié entre afos, asi como la intensidad de

dicha deficiencia nitrogenada.
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Fig.1. Concentracion de N (eje y, en %) en funcion de la biomasa aérea acumulada (eje x, en Mg ha™") en
experimentos estudiando rebrotes de primavera de pasturas de festuca alta. Los diferentes simbolos
corresponden a seis experimentos llevados adelante en diferentes afios. Las flechas indican, para cada
experimento, los puntos a partir de los cuales la relacién de dilucion de N adquirié una dinamica diferente a
la relacion de dilucion comun observada en la etapa inicial de crecimiento. Tomado de Lemaire y Salette
(1984a).
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Al ano siguiente, Greenwood et al. (1985) reportan una dilucion de N en la BA similar
en especies como papa (Solanum tuberosum L.), alfalfa (Medicago sativa L.), cebada
(Hordeum vulgare L.), remolacha azucarera (Beta vulgaris L.), trigo (Triticum aestivum
L.) y especies horticolas, pero en este caso ajustando una ecuacion de dilucion del tipo
exponencial negativa. Finalmente, en 1986 Greenwood et al. introducen formalmente la
nocioén de curva de dilucién de N, siendo éste el equivalente a la minima concentracion
de N en la BA que permite maximizar la tasa de crecimiento de los cultivos y que deriva
del concepto de concentracion critica de nutrientes con génesis en trabajos previos de
Macy (1936) y Ulrich (1952). En dicho trabajo ademas se demuestra como la tasa de
crecimiento de los cultivos se relaciond, para niveles de concentracion nitrogenada
inferiores al 6ptimo, de manera aproximadamente lineal con un indicador del nivel de
suficiencia de N como es la razén Nactua/Ner, donde Nacwal €S la concentracion de N actual
en la BA. Como consecuencia, los autores proponen que seria posible, una vez
conocida la curva de dilucién de N, para una determinada especie, estimar con precision
la magnitud en la que su crecimiento esta siendo limitado por N en cualquier momento

del ciclo del cultivo con sélo conocer sus valores de BA y Nactal.
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Poco después, en 1989, Lemaire et al. definieron como Indice de Nutricion
Nitrogenada (INN) a esta razon Nacwa/Ncr @ la Greenwood et al. hicieran referencia en
su trabajo de 1986 (Fig.2):

%N indice de Nutricion Nitrogenada= %N actual
%NCF

i
]
1
]
i
]
1
%N, |
- Curva de dilucién
i del N critico:
I N.= a, para BA = BA_.
! N.= a (BA)®, para BA > BA
%N, ety E A] cr ( ) p cc
i
1
1

o
p=2
8

BA,ctual Biomasa aérea (Mg ha'')

Fig.2. Descripcién grafica de la metodologia de calculo del indice de Nutricién Nitrogenada a partir de la

biomasa aérea actual (BAactal), € %Nactual Y la curva de dilucion del Ne.. BAcc es la BA asociada al inicio del
cierre del canopeo.

De este modo, el estado de nutricion nitrogenada de la pastura o cultivo puede ser
evaluado tras contar con los valores de BA 'y %Nacwa de la pastura. El estado de nutricion
nitrogenada se considera éptimo cuando el INN es igual a 1, de consumo de lujo o
excesivo cuando es superior a 1, y deficitario cuando es menor a 1. La dilucion del Ne;
con el aumento de la BA indica que, a medida que la pastura crece, el N se acumula a
una tasa progresivamente menor que el C. ; Qué mecanismos explican esta dilucion del
N? El desarrollo tedrico explicando la dilucion del N¢: fue abordado con profundidad en
Lemaire y Gastal (1997). De modo resumido, la diluciéon del N obedece, en primer
término y como fuera postulado inicialmente por Greenwood et al. (1965), a la mayor
acumulacion, tanto en términos absolutos como relativos, de material correspondiente a
pared celular cumpliendo funciones de soporte estructural a medida que las cubiertas
acumulan biomasa aérea. Este mayor requerimiento de tejido de sostén se origina en la
progresivamente mayor necesidad de las plantas de crecer en sentido vertical a medida
que el canopeo se desarrolla y las plantas detectan competencia intraespecifica por la
captacion de luz. Un segundo factor que opera al mismo tiempo se relaciona con la
particion del N foliar siguiendo el patrén vertical de distribucion de la luz. En canopeos
progresivamente mas cerrados la proporcion de hojas recibiendo un nivel de irradiacion

menor al punto de compensacion de luz para la fotosintesis es cada vez mayor, con lo
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cual la clorosis, remobilizacion del N y senescencia foliar son mayores y esto resulta en
una menor concentracion promedio de N en la BA. Sin embargo, como se observa en la
Fig.2, los mecanismos de dilucion del N¢: descriptos no operan en la etapa inicial de
crecimiento, en la que el %N no responde a cambios en el nivel de BA. En estas etapas
iniciales del crecimiento de los cultivos, anteriores a la BA asociada al canopeo cerrado
(BAcc), las plantas son de menor tamafio y se comportan como plantas creciendo de
forma aislada porque aun no detectan competencia por luz por parte de otros individuos
circundantes. En esta etapa las plantas suelen mostrar una tasa de crecimiento relativo
constante, creciendo mayoritariamente en el plano horizontal, con escasa necesidad de
sintetizar tejidos de sostén ni de remobilizar el N foliar dado que no experimentan
sombreo. A menudo se asume que la BA,; se asocia a un valor de 1 Mg ha™', aunque
hay suficiente evidencia para considerar que ésta en realidad seria mas cercana a 1.5
Mg ha™' (Justes et al., 1994; Lemaire y Gastal, 1997).

Los valores de los coeficientes a y b de la curva de diluciéon de N (Fig.2) han sido
establecidos para numerosas especies (Gastal et al., 2015). El coeficiente a representa
el %N¢ en la BA durante la etapa inicial de crecimiento, antes de alcanzar la BAc.. En
esta etapa, casi la totalidad de la BA esta constituida por biomasa con funciones
metabdlicas, esto es, asociada al aparato fotosintético, mientras que la proporcién de
tejidos estructurales es minima. El coeficiente a, de este modo, refleja la %N en los
tejidos fotosintéticos. Debido a que las especies C4 tienen una menor necesidad de
inversion de N en enzimas fotosintéticas para maximizar su tasa de asimilacién de C
dado que éstas realizan la fase inicial de este proceso a través de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxilasa, la cual es mas eficiente que la enzima rubisco al no
exhibir fotorrespiracion (Sage y Pearcy, 1987), dicha diferencia en el metabolismo de
asimilacion de C entre especies Cs y C4 resulta en diferentes valores del coeficiente a
para estos grupos metabolicos (4.5-5.3 para Csz vs 3.6-3.9 para C4). Dentro de cada
grupo metabdlico, es dificil observar diferencias claras entre especies en el valor del
coeficiente a (Greenwood et al., 1990). El coeficiente b caracteriza el patréon de
disminucion del %N. durante el crecimiento, con valores mayores de b indicando una
mayor tasa de dilucién del N. El coeficiente b, por su parte, no muestra diferencias claras

entre especies Cs y C4 ni entre monocotiledoneas y dicotiledéneas.

¢, Como es el procedimiento experimental para la obtencion de la curva de dilucién de
Nc? La metodologia involucra la aplicacion de varias dosis de N, en un rango que

permita alcanzar el crecimiento potencial. A su vez comprende la realizacién de varios
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muestreos de BA, que permitan la determinacion del N a lo largo del periodo de rebrote.
Usualmente se comienza con un corte de emparejamiento a unos =5 cm de altura, y se
realizan unos 5-6 muestreos de BA durante un periodo de tiempo equivalente a la vida
media foliar de la especie. El método pionero (Lemaire y Salette, 1984a; b; Greenwood
et al., 1990) involucra la seleccion, para cada fecha de muestreo, de la mayor
acumulacion de BA obtenida con cualquier nivel de N, y su correspondiente %N se
identifica como el %N.. Cuando la mayor acumulacion de BA su obtiene con dos o mas
niveles de N, se considera como %N a la menor %N asociada con dichos niveles.
Justes et al. (1994) propusieron posteriormente un método mas preciso para la
determinacion del Ne.. EI mismo involucra la aplicacién de 4 a 6 niveles de N, idealmente
con al menos 2 de ellos permitiendo un crecimiento potencial de la pastura. Un
procedimiento estadistico se aplica para la separar las BA de los niveles limitantes de
aquellos correspondientes a los niveles permitiendo un crecimiento potencial, y luego se
llega al N calculando la interseccion entre la recta de la regresién lineal ajustada sobre
los datos %N vs BA de los niveles limitantes y la linea vertical correspondiente a la BA
media obtenida por los niveles que permitieron un crecimiento potencial. En los estudios
realizados en festuca y pasto ovillo por Lemaire y Salette (1984a; b), si bien se
emplearon sdélo dos dosis de N (mas un nivel testigo sin agregado de fertilizante), la
mayor de ellas fue lo suficientemente alta como para posibilitar un crecimiento potencial
(al menos durante las etapas iniciales de los rebrotes), pero al mismo tiempo tampoco
fue excesiva como para permitir un consumo de lujo (Lemaire y Gastal, 1997). Estudios
posteriores (Duru et al., 1997) demostraron que la curva de dilucion de N para festuca
alta es de hecho igual a aquella “curva de dilucién inicial comun para condiciones no
limitadas en N” propuesta por Lemaire y Salette (1984a). De este modo, dicha curva de
dilucion de N para festuca alta, que de aqui en mas es denominada como curva de
dilucion del N de Referencia (Ref-N¢) es, expresada esta vez no en unidades

porcentuales sino en mg N por kg de materia seca (MS), de:

2.1.2. Sobre la aplicabilidad del Ref-N., cuando hay limitantes para el

crecimiento

El Ref-N¢ es una funcion empirica que fue originalmente ajustada sobre datos
experimentales obtenidos en experimentos de campo desarrollados bajo condiciones de
crecimiento favorables, esto es, donde esencialmente sélo el N limitaba el crecimiento,

mientras que otros factores como el agua y demas nutrientes tenian una disponibilidad
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adecuada. Gran numero de estudios posteriormente corroboraron la aplicabilidad del
Ref-Ncr en tales condiciones (Lemaire et al., 1985; Bélanger, Gastal y Lemaire, 1992;
Bélanger y Richards, 1997; Duru et al., 1997; Lemaire y Gastal, 1997; Agnusdei et al.,
2010); de este modo, actualmente hay una muy fuerte base tedrica y también
experimental sefialando al INN como el indicador mas idéneo del estado de nutricion
nitrogenada de una pastura o cultivo (Lemaire y Meynard, 1997; Sadras y Lemaire,
2014; Gastal et al., 2015).

Con respecto al efecto de otros factores de crecimiento, algunos estudios han
reportado que el INN se ve reducido bajo menores disponibilidades de P (Duru y
Ducrocq, 1997), de S (Salvagiotti y Miralles, 2008) o bajo sequia (Lemaire y Denoix,
1987b), simplemente dando por sentado que el N. sigue siendo el mismo que en
condiciones potenciales de crecimiento y sin plantearse la hipotesis de que éste pudiera
ser menor en situaciones de crecimiento limitado. Tomando como ejemplo el trabajo de
Duru y Ducrocq (1997), tanto para los tratamientos alto P como para los tratamientos
sin P los autores calculan el INN en funcion del Ref-N¢, y luego calculan las
acumulaciones relativas de biomasa de los cuatro tratamientos considerando al

tratamiento alto P-alto N como el control (Fig.3):
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Fig.3. Rendimiento relativo de biomasa aérea en funcién del indice de Nutricién Nitrogenada (presentando
en escala 0-100 en lugar de la mas usual 0-1) calculado en base al N critico de Referencia de Lemaire y
Salette (1984a) en pasturas polifiticas Cs. Simbolos llenos y simbolos vacios representan tratamientos con
alto vs nulo agregado de fosforo, respectivamente; circulos y cuadrados representan tratamientos con alto
vs nulo agregado de N, respectivamente. Tomado de Duru y Ducrocq (1997).

Sin embargo, si la dosis alto N hubiera permitido alcanzar el potencial de crecimiento
en los ambientes que no recibieron P —hecho incomprobable tras la aplicacion de solo

una dosis elevada de N—, este nivel de crecimiento exhibido por el tratamiento sin P-
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alto N seria el verdadero nivel control sobre el cual se deberia recalcular el rendimiento
relativo de los tratamientos sin P. De este modo, el rendimiento relativo del tratamiento
sin P-alto N seria de 1, obteniéndose el mismo con un valor de INN —subestimado—
de = 0.88, como muestra la Fig.3. Dado que un rendimiento relativo de biomasa del
orden de 1 por definicion debe asociarse con un nivel de nutricion nitrogenada 6ptimo,
la diferencia entre éste y el INN medio reportado en la Fig.3 —en este hipotético caso,
del orden del 12%— indica la magnitud aproximada en la que el verdadero N estaria
siendo sobreestimado por el Ref-N: en estas condiciones limitantes para el crecimiento.
Cabe la aclaracion de que la variabilidad observada en el INN del tratamiento sin P-alto
N obedece a que el set de datos estd compuesto por la combinacién de 4 sitios de
muestreo x por 2 afios. Cada punto representaria un nivel de deficiencia de P diferente
y por lo tanto podria estar asociado con un N diferente, por lo que la hipotética
reduccion de 12% en el N en realidad representaria un valor promedio para los

ambientes limitados en P que fueron estudiados.

En un comienzo se propuso que el N¢ no es sustancialmente afectado por otros
factores de crecimiento (Lemaire y Gastal, 1997); sin embargo, en tiempos mas
recientes se acumulé evidencia contraria al respecto, con algunos estudios sefialando
al efecto de condiciones de crecimiento sub-6ptimas como el responsable de
discrepancias entre el Ref-N¢: y el Ne. En trigo, se sugirid que una estacién de
crecimiento acortada y una reducida disponibilidad de humedad de suelo causan
variabilidad en el N¢ (Justes et al., 1994; Ziadi et al., 2010). En papa, se observd un
menor N bajo estrés hidrico (Bélanger et al., 2001). En forrajeras, Agnusdei et al. (2010)
reportaron que, en casos puntuales en los que las condiciones de crecimiento no
permitieron lograr tasas de crecimiento potenciales, las estimaciones de N resultaron
inferiores al Ref-N... Estas reducciones en el N¢ se evidenciaron tanto en especies
anuales [raigras (Lolium multiflorum Lam.) y avena (Avena sativa L.)] como en especies
perennes (agropiro alargado y festuca alta), y fueron concurrentes con condiciones
suboptimas de temperatura del aire, radiacion o lluvias; sin embargo y con respecto a
este ultimo factor, en dichos experimentos no se conté con informacién precisa del nivel
de estrés hidrico alcanzado. Por ultimo, también se ha reportado que el N¢ puede
presentar variabilidad intraespecifica (Bélanger et al., 2001), ser mas elevado durante
el primer afio de crecimiento (Bélanger y Richards, 1997; 2000) o mostrar una
persistente disminucion con el envejecimiento en pasturas perennes (Bélanger y Ziadi,
2008).
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La ocurrencia de restricciones al crecimiento vegetal, lejos de ser una excepcion, es
mas bien la regla en la mayor parte del area destinada a la produccion de forraje (Fay
et al., 2015). Los eventos de temperaturas extremas muestran una tendencia
progresivamente mayor hacia condiciones mas calidas, con incrementos en la
temperatura media del aire y en la duracion e intensidad de las olas de calor; los
episodios de estrés hidrico por ende son cada vez mas recurrentes, no solo durante la
estacion calida sino también durante primavera y otofio (Muller et al., 2021). La
determinacion del estatus nitrogenado de pasturas creciendo con algun grado de
limitante hidrica empleando el Ref-N. como nivel de referencia resultaria en
diagnésticos sesgados si efectivamente hubiera un efecto del estrés hidrico sobre el Ng.
Sin embargo, se carece de informacion respecto del efecto del déficit hidrico sobre el
Ner. La hipotesis especifica que se plantea es que condiciones de sequia causan
menores valores de N en festuca alta, y que hay una relacion directa entre el grado de
severidad del déficit hidrico y el nivel de reduccion experimentado por el Nc.. El objetivo
de este capitulo es, entonces, determinar si el N¢- de festuca alta es afectado por el
estrés hidrico y, si asi lo fuera, establecer si la magnitud de cambio en el N.; se encuentra

relacionada con la intensidad del estrés hidrico.

2.2. Materiales y Métodos

2.2.1. Sitio experimental, suelos y clima

Los experimentos se llevaron a cabo entre 2008 y 2010 en la Reserva Ganadera N°
7 de la Unidad Integrada Balcarce (UIB, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria-
Facultad de Ciencias Agrarias Universidad Nacional de Mar del Plata), en Balcarce,
Buenos Aires, Argentina (37°47' S y 58°16" O, 130 msnm). El clima es templado humedo
sin estacion seca. La temperatura media del aire (T,) oscila entre 7.8 °C (julio) y 21.4 °C
(enero). Los valores medios de los acumulados anuales de Evapotranspiracion de
Referencia de acuerdo con el método Food and Agriculture Association (FAO) Penman-
Monteith (ETo) y de lluvia son de 990 y 950 mm, respectivamente. A pesar de los altos
valores anuales de lluvia, los episodios de estrés hidrico son comunes en la estacion

calida, y también en la primavera y el otofio.

Los experimentos se llevaron adelante en un potrero implantado con una pastura de
nueve afios de edad de festuca alta de tipo templado, cultivar “El Palenque MAG INTA”.
Cada experimento consistié en el estudio de un rebrote de festuca alta de 40-70 dias de
duracioén, dependiendo de la estacion del afio. En este potrero de festuca, se definieron
dos sitios experimentales. En el sitio “A” (37°47°35” S, 58°16'42” O) el suelo es un
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Natracualf de textura franca (Soil Survey Staff, 2014) con una capacidad de
almacenamiento de agua disponible para las plantas (entre 0.33 y 15 bares de succion)
de 56 mm en los 0.6 m superficiales del perfil, de acuerdo con el método de la membrana
de presion de Richards (Dane et al., 2002). Los 20 cm superficiales del perfil de suelo
tenian un contenido de materia organica de 38 g kg™, pH de 9 (suelo: agua 1: 2.5), un
contenido de P disponible de 7 mg kg™ (Bray 1), una conductividad eléctrica de 1.0 dS
m~'y 19% de sodio intercambiable. En el sitio “B” (37°47°31” S, 58°16’38” O), el suelo
es un Argiacuol de textura franca, con 59 mm de agua disponible en los 0.6 m
superficiales del perfil, y un contenido de materia organica de 96 g kg~' y de P disponible

de 8 mg kg~', un pH de 7.2 y 11.3% de sodio intercambiable en el horizonte superficial.
2.2.2. Diseino experimental, manejo agronémico y tratamientos

El disefio experimental empleado fue el de parcelas divididas, replicadas en dos
bloques. Los diferentes niveles de fertilizante nitrogenado fueron aplicados
aleatoriamente a nivel de parcela principal. Las parcelas principales (18 m?) se dividieron
en subparcelas, las cuales fueron asignadas aleatoriamente a las fechas de muestreo.
Se realizaron cuatro a seis muestreos consistiendo en cortes de BA cada siete a diez
dias, dependiendo del experimento (Tabla | del Apéndice). A los fines de esta tesis, se
consideraron como tratamientos solo a los niveles de N ensayados y no a la combinacion
factorial de todos los niveles de N y todas las fechas de muestreo, dado que (i) en este
tipo de estudios las fechas de muestreo no se encuentran estipuladas de antemano y
son seleccionadas arbitrariamente a los fines de contar con la informacién requerida
para estimar el Ne- en un amplio rango de BA (Justes et al., 1994), y (ii) el disefio de
parcelas divididas fue adoptado solo a los fines de poder agrupar el analisis de todas
las fechas de muestreo de cada experimento en un unico ANOVA y asi contar con una
mayor potencia en el test de significancia F (esto es, un menor error de Tipo Il) que
aquella alcanzable con la opcion alternativa que implica realizar un test de ANOVA

simple para cada fecha de muestreo de cada experimento (Doncaster et al., 2014).

La pastura se cortdé a 5 cm de altura al inicio de cada experimento. Luego se aplic
P al voleo en una dosis de 20 kg P ha™! en forma de superfosfato triple de calcio, con el
objetivo de lograr condiciones no limitantes para el crecimiento en cuanto a
disponibilidad del nutriente. A continuacion, se aplicaron los tratamientos (cuatro a cinco
niveles de disponibilidad de N de acuerdo con el experimento, Tabla 1), en forma de

urea o nitrato de amonio calcareo al voleo. Inmediatamente tras la fertilizacion, se aplico
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una lamina de riego de 30 mm para facilitar la incorporacion del fertilizante nitrogenado

y minimizar las pérdidas de N por volatilizacién.

Tabla 1. Tratamientos aplicados y variables meteoroldgicas registradas en los cinco experimentos
conducidos en condiciones de secano.

Experimento Nivel de N Radiacion global Temperatura Razén
(fecha de fertilizacién) y fuente incidente media media del aire (ETR/ETo)m?
kg N ha™ MJ m2 dia™’ °C
Primavera Temprana 0-75-150-225
2008 (21/8/08) Urea 144 9.4 0.71
Primavera Tardia 0-75-150-225
2008 (23/10/08) Urea 222 151 0.51
Otofio 2009 0-75-150-225
(19/3/09) Urea 121 13.3 0.63
Primavera Temprana  0-75-150-350-500
2009 (19/8/09) NAC' 131 9.3 0.85
Verano 2010 0-75-150-350-500
(30/12/09) NAC 21.5 20.5 0.71

"Nitrato de amonio calcéreo.
2Valor medio estimado durante todo el experimento para la razon diaria entre la Evapotranspiraciéon Real
y la Evapotranspiracion de Referencia.

El efecto del estrés hidrico sobre el N¢ de festuca alta se evalué en los cinco
experimentos detallados en la Tabla 1, en condiciones de secano (excepto el riego inicial
realizado tras la fertilizacion). Un set idéntico de experimentos se condujo en simultaneo
aplicando los mismos tratamientos detallados en la Tabla 1 y siguiendo el mismo disefio
experimental, pero bajo condiciones hidricas no limitantes logradas mediante riego por
goteo (lineas de riego espaciadas 0.6 m entre si, con goteros de 1 L h~' ubicados cada
0.3 m). Este capitulo sintetiza entonces la informacion correspondiente a un total de diez
experimentos de campo. Los experimentos Primavera Temprana 2009 fueron llevados
adelante en el sitio “B”, mientras que los demas experimentos se llevaron a cabo en el
sitio experimental “A”. La informacién obtenida en los cinco experimentos conducidos
bajo riego, publicada en Errecart et al. (2012), fue utilizada a los fines de: (i) verificar la
validez de la razon entre la Evapotranspiracion Real (ETR, Seccion 2.2.3) y la ETo como
estimador del nivel de estrés hidrico experimentado por la pastura, y (ii) evaluar el efecto
de la disponibilidad de agua en el suelo sobre la absorcion de N por la pastura; mientras
que la informacion de dos de estos cinco experimentos realizados bajo riego (que
recibieron niveles maximos de N que permitieron alcanzar condiciones nitrogenadas
supradptimas) se utilizé a su vez para confirmar la confiabilidad del método de

determinacion del N¢r (Seccion 2.2.6.2) aplicado en este trabajo.
2.2.3. Balance hidrico

Los balances de agua del suelo de los cinco experimentos se realizaron de acuerdo

con Della Maggiora et al. (2003), teniendo en cuenta el nivel inicial de agua disponible
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en el suelo, la Evapotranspiracion Real (ETR) y los aportes de agua mediante lluvia e
irrigacion:
AD= ADi1 + lluvia + riego — ETR (3)

donde AD; y ADrs son los niveles de agua disponible el dia i y el dia previo,
respectivamente (en mm). Los balances hidricos se calcularon hasta los 0.6 m de
profundidad en base a evidencia experimental (véase Capitulo 3) sugiriendo que el agua
disponible a mayor profundidad tiene escasa a nula influencia en el crecimiento de
festuca alta en este ambiente. Los computos del balance de agua del suelo comenzaron
el 1 de agosto de 2008 asumiendo un perfil de suelo a capacidad de campo, condicion
asegurada por 112 mm de lluvia acumulada durante los 2 meses previos. La ETR diaria
se asumio igual a la ETo, diaria toda vez que la fraccion del agua del suelo disponible
(FAD, calculada como la razdn entre el AD; y la capacidad de almacenamiento de agua
disponible especificada para los perfiles de suelo en la Seccion 2.2.1) fue igual o superior
a 0.4 (Weisz et al., 1994; Allen et al., 1998; Ray y Sinclair, 1998). Por debajo de dicho
umbral, se asumio que la ETR decrecid linealmente, siendo nula cuando la FAD alcanzd
cero. La ETy diaria se calculd segun el método FAO Penman-Monteith (Allen et al.,
1998), a partir de informacion meteoroldgica registrada en el sitio experimental (estacion
meteoroldgica IMETOS ag, Pessl Instruments GmbH, Weiz, Austria). Se asumio que el
estado nitrogenado de la pastura no tuvo efecto sobre la ETo (Caviglia y Sadras, 2001;

Neves Lopes et al., 2011), y que la escorrentia fue despreciable.
2.2.4. Estrés hidrico

La ejecucion de los balances hidricos para cada experimento permitié obtener valores
diarios de la razon ETR/ETy, y este nivel relativo de evapotranspiracion fue considerado
como indicador instantaneo del grado de estrés hidrico experimentado por la pastura,
con niveles maximo de 1 (ETR= ETy, sin estrés hidrico) y minimo de 0 (ETR nula,

maximo estrés hidrico posible).

2.2.5. Validacion de la razéon ETR/ET, como indicadora del nivel de estrés

hidrico

Dado que la discriminacion isotopica del C (A'™C, en %o) usualmente disminuye bajo
estrés hidrico (Farquhar et al., 1989) y, en pasturas, correlaciona fuertemente con el
nivel de agua disponible para las plantas en el suelo (Schnyder et al., 2006), se

emplearon mediciones de A'*C para valorar la utilidad de la razon ETR/ET, obtenida a
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partir de los balances de agua en el suelo como estimadora del nivel de estrés hidrico.

La composicion isotdpica del C de la BA de las muestras (6"3C, en %o), calculada como:

(13C>
12,
C muestra

5"°C= = 1 (4)

13C
12C
standard V-PDB

fue determinada en 0.7 mg de BA proveniente de la ultima cosecha de los cinco
experimentos estudiados empleando un analizador elemental (NA1500, Carlo Erba
Strumentazione, Milan, ltalia) acoplado a un espectrémetro de masa de relaciones
isotépicas de flujo continuo (Deltaplus, Thermo-Finnigan MAT, Bremen, Alemania). Las
muestras fueron medidas en conjunto con un gas estandar previamente calibrado contra
un estandar isotopico secundario (IAEA-CH6, exactitud de + 0.06%. desvios estandar
[DE]). Un estandar de laboratorio (harina de trigo) se corrié cada diez muestras para
estimar la precision de los andlisis isotdpicos (+ 0.09%0 DE). El A"3C fue luego estimado

como:

13 13
A13C= (8 "Catm _% Cruestra) . 1000 (5)
(1000 +3 Cmuestra)

donde 5°Cam es el contenido de *C del CO. atmosférico (asumido en —8.3%o).

2.2.6. Muestreos y mediciones

2.2.6.1. Biomasa aéreay concentracion de N

En cada subparcela, se seleccion6 aleatoriamente un cuadrante de 0.1 m?
(0.2-0.5m). La BA de la pastura dentro del cuadrante seleccionado se cort6 al ras del
suelo con tijeras mecanicas accionadas por baterias (Guampa 222, Metalurgica Faré
SAIC, Benito Juarez, Argentina). El material senescente se descarté. Las muestras de
BA fueron luego liofilizadas (Rificor LA-B4, Rificor SH, Buenos Aires, Argentina) y
pesadas para estimar la acumulacién de BA (en Mg ha™"). Las muestras secas fueron
molidas en un molino Thomas Wiley Mini-Mill (Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, USA)
empleando una malla de abertura 40 mesh y su concentracion de N total (g N kg™ MS)
fue luego determinada de acuerdo con Nelson y Sommers (1973; Método A, sin la
modificacion del acido salicilico). La absorcion de N por la BA (kg N ha™") se estimo

como el producto entre la BA acumulada y la concentracion de N total en la BA.



22

2.2.6.2. Ncr, Ref'Ncr e INN

El N.- de la pastura (g N kg™' MS) se calcul6 para cada fecha de muestreo de BA
realizada en cada uno de los cinco experimentos, de acuerdo con el procedimiento
propuesto por Justes et al. (1994). En cada experimento, los valores de BA alcanzados
por los tratamientos en todas las fechas de muestreo fueron analizados mediante un
unico ANOVA. Cuando éste indicod efecto significativo (p<0.05) de los tratamientos
aplicados y/o interacciéon significativa entre tratamientos y fecha de muestreo, se
procedié a comparar entre si los valores de BA alcanzados en cada fecha de muestreo
mediante el test de la diferencia minima significativa (DMS) de Fisher, empleando un a
de 0.10 a los fines de aumentar su potencia y asi reducir las posibilidades de incurrir en
el error de Tipo Il. Las fechas de muestreo no fueron consideradas para el calculo del
Ncr si dicho analisis indico que la BA no difirio entre los niveles de N ensayados. En cada
fecha de muestreo, los niveles de N cuya acumulacion de BA no difirié (p>0.10) de la
maxima acumulaciéon de BA registrada, se definieron como no limitados en N. La BA
media de los niveles no limitados en N se consider6 como la BA critica (BAc). Luego,

una funcion lineal del tipo:
N=a + b-BA (6)

se ajustd sobre el subset compuesto por las réplicas de aquellos niveles limitados en N
y del menor nivel de N que permitié alcanzar una acumulacion de BA no limitante, y el

Ncr se calculd ingresando con la BA¢: en la Ecuacion 6.

El Ref-Ns (g N kg™' MS), por su parte, se calculé ingresando con la BAy en la
Ecuacion 2 cuando ésta fue igual o superior a 1.55 Mg ha™' o se asumio constante en

un valor de 41.7 g N kg~' MS cuando fue inferior al citado valor (Justes et al., 1994):
Ref-N = 48:(1.55) *32=41.7 7)

El INN de la pastura se estimé como la razén entre el Nacwa Y €l Ner. EI INN medio
ponderado en el tiempo durante el periodo experimental (INNq¢) se calculd para cada
nivel de N ensayado con todos los valores de INN estimados durante el experimento y
considerando el largo de los intervalos de tiempo transcurridos entre fechas de
medicion, como fuera propuesto en Lemaire y Gastal (1997). Los valores de INN
superiores a 1.0 se consideraron como 1.0 cuando el INNmy se regresiono contra la
acumulacion relativa de BA (la razdn entre la acumulacion maxima de BA lograda por
cada nivel de N y la acumulacion maxima absoluta registrada en el experimento), dado

que mejoras en el estado de nutricion nitrogenada por encima de la condicidon 6ptima no
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afectan el crecimiento y subestimarian el efecto nocivo de un periodo de deficiencia de

N durante el experimento sobre la acumulacion final de BA.

Como fuera descripto en la seccién anterior, los muestreos de BA fueron realizados
al ras del suelo (a los fines practicos, a =1 cm de altura), mientras que una altura de
muestreo de =5 cm fue empleada en los trabajos que dieron origen a la metodologia de
diagnodstico a través del INN (Lemaire y Salette, 1984a; b). Esto podria, potencialmente,
introducir un sesgo en las estimaciones de N por cuanto la incorporacion de este
estrato basal del canopeo, compuesto mayoritariamente por bases de vainas con menor
contenido de clorofila y mayor contenido de carbohidratos de reserva (Volenec, 1986),
podria resultar en una menor concentracion de N en la BA muestreada. Las bases de
las vainas, sin embargo, son también sitios de reserva de N, con su remobilizacion
acelerando la reconstruccion de la maquinaria fotosintética luego de eventos de
defoliacion, por lo que su contenido de N no es especialmente bajo (Gastal y Saugier,
1986; Gonzalez-Dugo et al., 2012). En efecto, Errecart et al. (2012) demostraron que
esta modificacion en la metodologia de muestreo no resulta en variaciones significativas
en el diagnéstico del estado de nutricion nitrogenada de especies templadas. No
obstante, mayor evidencia al respecto es aportada por los resultados encontrados en

este trabajo (ver Seccion 2.3.3).
2.2.7. Analisis estadistico

Las comparaciones de medias de tratamiento y las regresiones lineales simples
segun el método de los cuadrados minimos se realizaron mediante los procedimientos
ANOVA y REG del paquete informatico SAS (v 14.1, SAS Institute, Cary, NC, USA),
respectivamente (SAS, 2015a; d). Pendientes y ordenadas al origen de las funciones
lineales se compararon de a pares usando variables dummy, invocando la instruccion
CONTRAST del procedimiento GLM (Littell et al., 2002). La falta de linealidad se evalu6

testeando la significancia del término adicional de orden cuadratico.
2.2.8. Digitalizacion de informacion

Informacién publicada previamente para festuca alta asi como para otras especies
(Lemaire y Denoix, 1987a; Bélanger, Gastal y Lemaire, 1992; Justes et al., 1994,
Bélanger y Richards, 2000; Plénet y Lemaire, 2000; Ziadi et al., 2008) se digitalizd
empleando el software Engauge Digitizer v 5.0 (Mitchell et al., 2021).
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2.3. Resultados

2.3.1. Condiciones meteoroldgicas y disponibilidad de agua en el suelo

Los experimentos se desarrollaron bajo un rango amplio de condiciones
meteoroldgicas. La radiacidn global incidente media registrada durante los experimentos
varié entre 12y 22 MJ m=2 dia™', y la Ta entre 9 y 21 °C (Tabla 1; la evolucion mensual
de la T4, de la ETo y de las precipitaciones en cada uno de los experimentos se presenta

en la Fig.l del Apéndice).

Del mismo modo, las condiciones hidricas experimentadas por las pasturas fueron
variadas. Las estimaciones de la FAD por lo general se ubicaron por encima de 0.20
durante la mayor parte de los experimentos, pero alcanzé6 un minimo de 0.03 en

noviembre de 2008, cuando la razén ETR/ETo tocd su minimo de 0.06 (Fig.4). La razén
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Fig.4. Evolucion a lo largo del tiempo de la fraccion de agua del suelo disponible (FAD, linea continua) y de
la razén entre la Evapotranspiracion Real y la Evapotranspiracion de Referencia (ETR/ETy, linea
discontinua) en cinco experimentos de festuca alta. Las barras verticales indican las fechas de muestreo de
biomasa aérea.
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ETR/ETo media calculada durante el periodo completo de cada experimento
([ETR/ETo]m) oscilé entre 0.51 (Primavera Tardia 2008) y 0.85 (Primavera Temprana
2009) (Tabla 1). Las variaciones de corto plazo en el nivel de estrés hidrico dentro de
cada experimento también fueron sustanciales, mostrando la razén ETR/ET, cambios
marcados aun entre fechas de muestreo consecutivas (Fig.4).

Tabla 2. Discriminacion isotopica del carbono (A'C) medida en el Gltimo muestreo de biomasa aérea de

experimentos de festuca alta conducidos en secano o bajo riego suplementario.

o/
/00

Secano Irrigado
Primavera Temprana 2008 20.13 20.56
Primavera Tardia 2008 18.82 20.62
Otofio 2009 20.22 21.76
Primavera Temprana 2009 20.30 20.75
Verano 2010 19.60 20.66

Los valores de A™*C medidos en la tltima fecha de muestreo siempre fueron menores
bajo estrés hidrico (Tabla 2). A su vez, la razén (ETR/ETo) media estimada para la
integridad de los experimentos [(ETR/ETo)m] correlaciono fuertemente con la razén entre
el valor de A*C observado en condiciones de secano y bajo riego suplementario (Fig.5).
De este modo, la magnitud relativa de estrés hidrico en los experimentos en secano fue
proporcional a la magnitud de cambio en el A*C, medida como el grado de desvio con
respecto al A™3C observado en los experimentos conducidos bajo irrigacion. Esto indica
que larazon ETR/EToentregada por los calculos de balance de agua en el suelo permite
estimar con adecuada exactitud el nivel de estrés hidrico experimentado por la pastura

durante el experimento.

1.00 -

Primavera
R2=0.97 Temprana
0.98 - 2008,
rimavera
Temprana
0.96 - 2009
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Primavera

Tardia
0.92 1 2008
[ )
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2009

Razén A1:;('."secano/A‘I:;cirrigado
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Fig.5. Asociacion entre la magnitud de cambio en la discriminacién isotdpica del carbono (A'3C) debida al
efecto del estrés hidrico (expresada como la razon entre la A'3C de experimentos en secano y la A'3C de
experimentos desarrollados simultaneamente bajo irrigacion) y la evapotranspiracion relativa estimada para
los experimentos conducidos en secano (expresada como el valor medio durante el experimentos de la
razén entre los valores diarios de la Evapotranspiracion Real [ETR] y de la Evapotranspiracion de
Referencia [ETo]) en pasturas de festuca alta.
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2.3.2. Crecimiento y absorcion de N por la pastura

La fertilizacion nitrogenada incrementd significativamente tanto la acumulacion de BA
como la absorcion de N (Fig.6). Bajo condiciones irrigadas la respuesta a la fertilizacion
fue de hasta 3.82 Mg ha™' y 140 kg N ha™, respectivamente (ambos maximos
registrados en el experimento Verano 2010), mientras que en condiciones de secano
las respuestas fueron de hasta 2.58 Mg ha™" y 125 kg N ha™, respectivamente (en el

experimento Primavera Temprana 2009).

Notablemente, de la simple comparacion visual de las curvas de acumulacién de N
en la BA para cada nivel de N bajo riego y bajo condiciones de secano presentadas en

la Fig.6 surge que, a valores equivalentes de BA, la absorcion de N no fue alterada sus-
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Fig.6. Absorcion de N versus acumulacién de biomasa aérea en cinco experimentos de festuca alta
conducidos ya sea bajo irrigaciéon (simbolos vacios y lineas discontinuas) o en condiciones de secano
(simbolos llenos y lineas continuas). Los diferentes niveles de N ensayados se representan con colores
(ON: rojo, 75N: azul, 150N: negro, 225N: naranja, 350N: violeta, 500N: verde).
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tancialmente por la disponibilidad de agua. Esto indica que la disponibilidad de N en el
suelo en condiciones de secano no fue afectada por el estrés hidrico al punto de

restringir la absorcion de N por parte de la pastura.
2.3.3. Efecto del estrés hidrico y de su intensidad sobre el N

En los experimentos irrigados, el N¢: coincidié con el Ref-Nc.. Los once valores de N,
estimados sobre un amplio rango de BA (1.09-6.30 Mg ha™"), promediaron un 97% del
Ref-N: (Fig.7 y Tabla | del Apéndice). Esto sirve de comprobacion respecto de la validez
del Ref-N¢r bajo condiciones de crecimiento no limitantes, y corrobora la confiabilidad
del método de estimacion del N aplicado en este estudio, el cual incorpora muestreos

de BA realizados a nivel del suelo.
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Fig.7. Relacion entre el N critico de Referencia propuesto por Lemaire y Salette (1984a, Ref-N¢) y
estimaciones del N, de festuca alta realizadas en experimentos conducidos en condiciones de secano, ya
sea cuando el balance de agua del suelo indicé disponibilidad no limitante de agua (cuadrados llenos) o
cuando indicé algun grado de estrés hidrico (cuadrados vacios). Los triangulos corresponden a
estimaciones de N, realizadas en dos experimentos de festuca alta conducidos bajo riego suplementario.

En condiciones de secano, las estimaciones de N también fueron realizadas sobre
un amplio rango de BA, tanto cuando el agua del suelo no fue una limitante (ETR/ETo=
1; 1.50-4.02 Mg ha™') como cuando si lo fue (0.90-4.57 Mg ha™', Tabla | del Apéndice).
Las estimaciones de N obtenidas bajo condiciones hidricas no limitantes concordaron
con el Ref-N¢.. Pero cuando la ETR fue menor a la ETo, el N. fue menor al Ref-N; (Fig.7).
Por otra parte, una proporcion importante de la variabilidad en la estimacién del N,
expresado esta vez en términos relativos como la razén N./Ref-N, pudo ser explicada
por estimaciones de ETR/ET, computadas durante diferentes intervalos de tiempo
precedentes a la fecha de muestreo y estimacion del N¢ (Fig.8). El periodo de tiempo
previo a la estimacién del N¢: en el cual la disponibilidad de agua en el suelo explicd de

mejor forma las variaciones en el N de la pastura no varié de manera marcada entre
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Fig.8. Porcentaje de la variacién en la razon entre el N critico y el N critico de Referencia de Lemaire y
Salette (1984a, N./Ref-N¢r) explicada por estimaciones de la evapotranspiracion relativa (expresada como
la razén entre la Evapotranspiracion Real y la Evapotranspiracién de Referencia [ETR/ETo]) integradas
durante diferentes intervalos de tiempo previos al momento de estimacion del N;. Informacién obtenida en
cinco experimentos de festuca alta conducidos en secano.

los cinco experimentos, siendo el nivel medio de estrés hidrico durante los once dias
previos (""[ETR/ETo]m) el intervalo de tiempo que se asocié mas fuertemente con las
variaciones observadas en el N de la pastura cuando los cinco experimentos se
consideraron en conjunto (R?= 0.65, Fig.9). Esto indica que la interaccion entre el N de

la pastura y el nivel de agua disponible en el suelo fue relativamente rapida.
1.2 -
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R2= 0.65

© © © © o =
©o M B o ®© ©
L L L L

00 02 04 06 08 10
Razén "Y(ETR/ET,),,

Fig.9. Asociacion entre la evapotranspiracion relativa (expresada como la media de la razén entre la
Evapotranspiracion Real y la Evapotranspiracion de Referencia diarias estimadas durante los once dias
previos {""Y[ETR/ETo]m} a la determinacién del N critico (Ner)), y el Ner (expresado en términos relativos como
la razén entre el N, y el Ner de Referencia de Lemaire y Salette [1984a, Nco/Ref-N¢]), en pasturas de festuca
alta. Simbolos vacios y simbolos llenos representan determinaciones realizadas con niveles de biomasa
aérea menores y mayores a 2.5 Mg materia seca ha™', respectivamente.

Considerando experimentos completos, la asociacién entre ambas variables fue
también lineal y muy fuerte. De hecho, la disminucion media ponderada en el tiempo del

Ncr fue casi enteramente explicada por el estrés hidrico (Fig.10).
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Fig.10. Asociacion entre la evapotranspiracion relativa (expresada como la media de la razén entre la
Evapotranspiracién Real y la Evapotranspiracion de Referencia diarias [ETR/ETolm) ¥ el Ne relativo
(expresado como la media ponderada en el tiempo de la razén entre el N.; y el N¢r de Referencia de Lemaire
y Salette [1984a, {Nc/Ref-Ncr}mpt]) estimados durante el tiempo completo de cinco experimentos de festuca
alta.

2.3.4. Nutricion nitrogenada de la pastura bajo estrés hidrico

La fertilizacion nitrogenada incrementd significativamente el INN (Tabla 3). La

condicion de nutricion nitrogenada no limitante se alcanzo en todos los experimentos,

Tabla 3. Efecto del estrés hidrico sobre el N critico (N¢) y la estimacion del estado de nutricion nitrogenada
en cinco experimentos de festuca alta conducidos en secano.

Experimento Nivel de N Disminucién estimada en INNmpt® calculado con

kg ha™' ETR! Ner Ner Ref-N.?°
Primavera Temprana 2008* 0 19.4° 11.3% 0.44 0.32
75 0.51 0.37
150 0.69 0.51
225 0.79 0.59
Primavera Tardia 2008 0 49.0 31.3 0.55 0.38
75 0.82 0.57
150 0.87 0.60
225 0.97 0.68
Otofio 2009 0 37.0 30.0 0.66 0.54
75 0.75 0.61
150 0.90 0.73
225 0.98 0.79
Primavera Temprana 2009 0 15.0 4.3 0.55 0.50
75 0.62 0.56
150 0.86 0.78
350 1.09 0.99
500 1.20 1.09
Verano 2010 0 29.0 21.0 0.50 0.39
75 0.79 0.61
150 0.95 0.74
350 1.08 0.84
500 1.11 0.87

'Evapotranspiracion Real.

2Indice de Nutricion Nitrogenada medio ponderado en el tiempo.

3Ncr de Referencia de Lemaire y Salette (1984a).

“Muestreos de biomasa aérea posteriores al 21/10/08 no fueron considerados para el calculo de los valores
presentados en Tabla, debido a falta de certeza respecto del caracter de no limitante del maximo nivel de
N ensayado.

5Disminucion en la ETR= {[1 — (ETR/Evapotranspiracion de Referencia)]-100}.

8Disminucion porcentual en el valor medio ponderado en el tiempo para el Ne= {1 — [(No/ Ref-Ngr)mpt] 100}.
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con la excepcién de Primavera Temprana 2008. Dado que el N¢ disminuyo linealmente
con intensidades crecientes de estrés hidrico (Figs. 9y 10), las determinaciones del INN
de las pasturas hechas en base al Ref-N¢: subestimaron el verdadero estado de nutricion
nitrogenada en mayor medida cuando la sequia fue mas intensa. En el caso mas
extremo, con una ETR disminuida en un 49%, el verdadero N de la pastura disminuyo

un 31% y la correspondiente subestimacion del INN por el Ref-N, fue del 30%.

2.3.5. Relacion entre el estado de nutriciéon nitrogenada y el rendimiento de

forraje

Los rendimientos estuvieron directamente relacionados con el INN de las pasturas.
Cuando el efecto de la disponibilidad de agua en el suelo sobre el N¢ fue tenido en
cuenta, las acumulaciones maximas de BA se alcanzaron con estados de nutricion
nitrogenada cercanos al 6ptimo (Fig.11a). En cambio, cuando el INNypt se calculd en
base al Ref-N¢: (en lugar de hacerlo con el verdadero N), la relacion resulté sesgada 'y
los rendimientos relativos maximos se alcanzaron con un INNmt sustancialmente menor
que 1 (Fig.11b).
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Fig.11. Efecto de la nutricion nitrogenada (expresada como el indice de Nutricién Nitrogenada medio
ponderado a lo largo de la duracion de cada experimento, INNm,t) sobre el rendimiento relativo de biomasa
aérea (BA, calculado en cada experimento como la razon entre el rendimiento maximo de BA observado
con cada nivel de N respecto del rendimiento maximo absoluto de BA observado) alcanzado por los distintos
niveles de N ensayados (0 a 500 kg N ha™") en cuatro experimentos de festuca alta conducidos en secano.
El INNmpt se calculd en base al N critico (Ng), luego de considerar el efecto de la disponibilidad de agua en
el suelo sobre éste (a), o en base al N, de Referencia propuesto por Lemaire y Salette (1984a) (b). No se
incluyé informacion del experimento Primavera Temprana 2008, dado que en el mismo el nivel maximo de
N aplicado no permitié alcanzar condiciones no limitantes de nutricion nitrogenada.

2.4. Discusion

El estrés hidrico y la deficiencia de N son las dos mayores limitantes a la produccion
de cultivos (Sinclair y Rufty, 2012). Tras la determinacion del efecto de niveles variables

de agua disponible en el suelo sobre el N, este trabajo confirmé la validez del Ref-Nc;
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bajo condiciones no limitantes para el crecimiento, y a su vez demostré que el N¢- es
sistematicamente menor que el Ref-N¢ en situaciones de estrés hidrico, exponiendo un
analisis cuantitativo de dicho efecto en diferentes épocas de crecimiento de festuca alta,
un cultivo forrajero. El efecto negativo de la sequia sobre el N fue también demostrado

en cultivos de grano por Hoogmoed y Sadras (2018).

Notoriamente, la magnitud de la desviacion del N con respecto al Ref-N¢r escalo
linealmente con la intensidad del estrés hidrico, medido como la razén ETR/ET, (Figs.9
y 10). Esto significa que no existe una unica curva de diluciéon del N, valida para todas
las condiciones de estrés hidrico, y por el contrario debe pensarse en una familia de
curvas de dilucion. El N¢- responde continuamente a las condiciones de ETR/ET,

imperante, con una ventana de tiempo que abarcaria los once dias previos, en promedio
(Fig.9).

2.4.1. Validacion cruzada de la relacion entre ETR/ETo y Nc/Ref-Nc,

El trabajo de Agnusdei et al. (2010) reporté curvas de dilucion de Ne
significativamente menores que la correspondiente al Ref-N¢: en cuatro experimentos
estudiando rebrotes de forrajeras Cs en los que se habian registrado condiciones sub-
optimas de crecimiento (Raigras Anual 1994, Avena 1995, Festuca Alta El Palenque
Otofio Tardio-Invierno 1996 y Agropiro Alargado Invierno Tardio 1999). Se procedio a
calcular los balances hidricos para estos cuatro experimentos para luego poder estimar
los valores diarios de la razéon ETR/ETy y asi calcular los valores de N correspondientes
de acuerdo a la funcién presentada en la Fig.9. Los valores de INNny: predichos para
cada nivel de N ensayado compararon muy bien con los valores de INNy,: observados
por Agnusdei et al. (2010) para el experimento Raigras Anual 1994 (Fig.12), el cual fue
el unico experimento de aquellos cuatro que estuvo caracterizado por lluvias escasas,
resultando en una razén (ETR/ETo)n de 0.75. En contraste, 1os INNmp: predichos fueron
sistematicamente mayores a los observados en los tres experimentos restantes, lo cual
resulta razonable dado que en tales experimentos el crecimiento se vio afectado por
factores diferentes a la disponibilidad de agua, como por ejemplo bajas temperaturas.
En 1996, el numero de heladas registradas durante los primeros cuarenta dias de
rebrote fue un 101% superior a la media para el periodo 1971-2021, ocasionando un
menor crecimiento debido a reducciones en la intercepcién y en la eficiencia de uso de
la radiacion interceptada por festuca alta, mientras que en 1995 durante los meses de
julio y agosto se registré6 un niumero de heladas un 113% superior a la media para el

periodo antes mencionado, lo que generd dafio foliar y una menor densidad de macollos
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de avena (Agnusdei et al., 2010; INTA, s.f.). Esta validacion independiente de la relacion
entre N y estrés hidrico en una especie anual sugiere que la funcion presentada en la

Fig.9 seria bastante robusta y generalizable a especies forrajeras Ca.

1.6 |2 Festuca alta El Palenque 1996
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Fig.12. Asociacién entre el indice de Nutricion Nitrogenada medio ponderado en el tiempo (INNmp)
observado por Agnusdei et al. (2010) y el INNmp: predicho luego de calcular los balances hidricos y estimar
el N critico en funcién de la evapotranspiracion relativa (calculada como el valor medio, medido durante los
once dias previos a cada fecha de muestreo, de la razén diaria entre la Evapotranspiracion Real y la
Evapotranspiracién de Referencia [V'“{ETR/ETo}m]) en cuatro experimentos estudiando rebrotes de
forrajeras Cs que se desarrollaron bajo condiciones sub-6ptimas de crecimiento.

2.4.2. ;Puede el N. ser adecuadamente estimado bajo condiciones de

estrés hidrico?

Un potencial problema que puede afectar la estimacion del Nc bajo condiciones
limitantes para el crecimiento surge cuando las tasas de crecimiento de las pasturas son
bajas; en este caso la aplicacién del método estadistico de Justes et al. (1994) para el
calculo del N¢ podria arrojar resultados sesgados. Esto se debe a que las menores
respuestas de la BA a la aplicacion de N que se suelen registrar cuando el crecimiento
se encuentra limitado, por ejemplo debido al estés hidrico, podrian resultar
categorizadas como no diferentes desde el punto de vista estadistico. A modo de
ejemplo hipotético, la Fig.13 muestra como, si bien la DMS en condiciones de secano
es menor que bajo condiciones hidricas no limitantes, ésta igualmente es mayor que las
diferencias en acumulacion de BA alcanzadas entre los tres niveles de N superiores. En
un caso como éste, los tres niveles de N en cuestion son categorizados como no

limitados por N, subestimando levemente la BA: y el Ng..

Para comprobar si dicho efecto podria haber sido de importancia en el set de datos
que fue objetivo de analisis, se procedid a recalcular los valores de N siguiendo el
método utilizado tanto en Lemaire y Salette (1984a, b) como en Greenwood et al. (1990),

esto es, sin emplear método estadistico alguno para la determinacion de la BA. y asig-
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Fig.13. Posible subestimacion del N critico (N¢r) bajo condiciones de estrés hidrico. La curva representa la
curva de dilucién de N de Referencia (Ref-N.) propuesta por Lemaire y Salette (1984a). DMSg.1o:
Diferencia Minima Significativa calculada con a de 0.10 (hipotética).

nando ésta a la maxima acumulacion de BA observada en cada fecha de muestreo,
siendo considerado su contenido de N correspondiente como el Nc.. Los valores de N¢
obtenidos de este modo fueron luego comparados con aquellos presentados en la Fig.7.
Los valores de N¢ entregados por ambos métodos de calculo mostraron una buena
asociacion (Fig.14a). Del mismo modo, cuando la relacion presentada en Fig.9 fue
recalculada en base a los valores de N entregados por el método de calculo de
Greenwood et al. (1990), ésta no difiri6 marcadamente de la relaciéon originalmente
propuesta (Fig.14b). Por lo tanto, se concluye que el efecto del estrés hidrico sobre el
Ncr reportado en este trabajo se trata de un efecto auténtico y no obedece a un artefacto

asociado a la metodologia de céalculo empleada.

Un segundo factor a tener en cuenta es que la disponibilidad del N en el suelo puede
verse limitada bajo estrés hidrico, principalmente debido a reducciones en la
mineralizacion de N y en los flujos de N hacia las raices impulsados por la transpiracion
(Gonzalez-Dugo et al., 2010). Si la accesibilidad del N resulta afectada al punto de no
poder abastecerse la demanda de N de la pastura, el N¢ se estimara bajo condiciones
de disponibilidad de N limitantes para el crecimiento de la pastura y, por lo tanto, podria
resultar subestimado. La evidencia empirica de esta limitacion en el abastecimiento de
N es una menor acumulacion de N en la BA a valores equivalentes de ésta bajo estrés
hidrico que bajo disponibilidad no limitante de agua (Lemaire y Denoix, 1987b; Lemaire
etal., 1996). Sin embargo, como muestra la Fig.6, en el ambiente de estudio la absorcion

de N por la pastura siguié aproximadamente la misma dinamica bajo ambas condiciones
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Fig.14. Asociacion entre los valores de N critico (N¢r) obtenidos en festuca alta empleando los métodos de
calculo de Justes et al. (1994) y de Greenwood et al. (1990) (a); y (b) efecto de la evapotranspiracion relativa
(expresada como la media de la razon entre la Evapotranspiracion Real y la Evapotranspiracion de
Referencia diarias estimadas durante los once dias previos {"[ETR/ETq]m} a la determinacion del N¢;) sobre
el N¢r de festuca alta (expresado en términos relativos como la razén entre el N¢r y el N de Referencia de
Lemaire y Salette [1984a, Nc/Ref-N¢]), calculando al N segun el método de Justes et al. (1994, simbolos
sélidos y linea de regresion continua, mismos datos presentados en Fig.9) o segun el método de Greenwood
et al. (1990, simbolos vacios y linea de regresion discontinua). La recta en (a) representa la linea 1:1.

de disponibilidad hidrica; esto es, no hubo diferencias significativas en la acumulacion
de N a valores equivalentes de BA entre experimentos conducidos en secano y bajo
riego suplementario. Las diferencias en la acumulacion de N generadas por la menor
disponibilidad de agua en el suelo pueden entonces ser atribuidas enteramente al efecto
de la sequia sobre la acumulacion de BA. Aun bajo condiciones de estrés hidrico que
limitaron el crecimiento aéreo en hasta 2.7 Mg ha™' (en Primavera Tardia 2008, Fig.6),
festuca alta fue capaz de absorber N a una tasa lo suficientemente alta como para
mantener la concentracion de N en su BA. Estos resultados sugieren que la
disponibilidad relativa de N no fue alterada por el estrés hidrico; esto es, el crecimiento
de la pastura y su demanda de N se redujeron en una proporcion similar a la de la
disponibilidad de N edafico para las plantas. Si lo expresado anteriormente fuera cierto,
la acumulacion de N deberia seguir aumentando una vez que la acumulacion de BA
alcanza su plateau. De hecho, los cambios simultaneos en la acumulacion de BA y de
N que fueron logrados con el incremento en la disponibilidad de N en aquellos
tratamientos definidos estadisticamente —debido a que sus acumulaciones de BA no
difirieron entre si al emplear un a del 0.10— como no limitados por N, estuvieron en
linea con aquellos reportados en la literatura por estudios que calcularon el N¢- en una
variedad de especies (Fig.15). Por ultimo, la confiabilidad de las estimaciones de N
obtenidas bajo condiciones limitantes al crecimiento reportadas en este trabajo fue

adicionalmente reafirmada tras observarse que el crecimiento de festuca alta se asocio
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de mucho mejor manera con su estado de nutricion nitrogenada cuando éste se calculo

en base a su verdadero N¢r que cuando se lo hizo basado en el Ref-N (Fig.11).
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Fig.15. Cambios simultaneos en la acumulacion de N y de biomasa aérea (BA) observados con el
incremento de la fertilizacion nitrogenada en aquellos tratamientos no limitados por N. El eje x representa,
para cada fecha de muestreo, la diferencia entre la BA de cada tratamiento no limitado por N y la BA media
de todos los tratamientos no limitados por N. El eje y representa, también para cada fecha de muestreo y
para los niveles de N no limitantes, la diferencia en acumulacién de N entre el (los) nivel (es) mas elevado
(s) y el nivel mas bajo. Los datos de la literatura fueron obtenidos de Lemaire y Denoix, 1987a; Bélanger,
Gastal y Lemaire, 1992; Justes ef al., 1994; Bélanger y Richards, 2000; Plénet y Lemaire, 2000 y Ziadi et
al., 2008.

2.4.3. Avances recientes en la aplicacion de la estadistica bayesiana para la

estimacion del N,

Muy recientemente, el aspecto metodoldgico de la determinacién de la curva de
dilucion del N¢r en pasturas templadas fue nuevamente abordado, aplicandose un nuevo
método de estimacion de ésta propuesto en el trabajo de Makowski et al. (2020). Este
nuevo método deja de lado la estadistica frecuentista tradicional, empleando el enfoque
bayesiano para estimar los coeficientes de la curva de dilucion. El método fue puesto en
practica por Fernandez et al. (2021) para el re-analisis de los experimentos de campo
que fueran insumo de este capitulo de la tesis y se publicaran en Errecart et al. (2014),
junto con dos experimentos de festuca alta publicados en Agnusdei et al. (2010) y otros
cinco experimentos de festuca alta llevados adelante en condiciones hidricas no
limitantes en Lusignan, Francia. Este nuevo método de andlisis no hallé diferencias
significativas entre los coeficientes a 'y b de las curvas de dilucion del N¢r ajustadas sobre
cada experimento, por lo que los autores ajustaron una unica curva de dilucion del N¢r a
todo el set de datos. Fernandez et al. (2021) hacen también un interesante andlisis de
los efectos del rango de BA observado en los experimentos, del nivel de N aplicado y
del tamarfio del set de datos analizado sobre el nivel de incertidumbre en la estimacion

de los coeficientes de la curva de diluciéon del N¢r mediante el método bayesiano. Segun
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los autores, rangos de BA de entre 1y al menos 6 Mg ha™" (valor este ultimo incompatible
con déficits hidricos de significancia), niveles de aplicacion de N permitiendo un claro
incremento en la concentracion de N en la BA una vez maximizada la acumulacion de
ésta, asi como el hecho de combinar en el analisis la informacion perteneciente a al
menos cinco experimentos (=100 pares de observaciones %N-BA) permitirian a este
método entregar estimaciones de la curva de dilucion del N razonablemente confiables.
Por ultimo, Ciampitti et al. (2021) emplearon este método de analisis para comparar las
curvas de dilucién ajustadas en condiciones de riego vs secano sobre sélo dos de los
experimentos de esta tesis (Primavera Temprana 2009 y Verano 2010) y concluyeron
que éstas no difieren significativamente. Este método de andlisis basado en la
estadistica bayesiana tendria varias ventajas. Primero, no requiere de una clasificacion
preliminar de las observaciones de acumulacion de BA en limitadas vs no limitadas por
N, y no necesita de la identificacion del N en cada fecha de muestreo (Makowski et al.,
2020). También permite su implementacion sobre sets de datos incompletos —por caso,
cuando en alguna fecha de muestreo faltara la informacién de algun nivel de N— porque,
para estimar la curva de dilucién, el método toma en cuenta el nimero de fechas de
muestreo analizadas, el numero de observaciones disponibles en cada fecha y la
variabilidad en las observaciones entre fechas y dentro de cada fecha. Los resultados
de las estimaciones se expresan a través de distribuciones de probabilidad, permitiendo
entonces el analisis del nivel de incertidumbre de las curvas de dilucion del N¢r ajustadas.
El hecho de que el método bayesiano considere la variabilidad entre las fechas de
muestreo, sin embargo, puede constituirse en una desventaja si hubiera variaciones
marcadas en las condiciones de crecimiento entre experimentos o si hubiera variaciones
marcadas entre fechas de muestreo a lo largo de cada experimento, siendo esta ultima
una condicion que se cumple frecuentemente en experimentos de campo llevados
adelante en condiciones de secano (ver, por caso, las variaciones en la FAD y en la
razén ETR/ET, reportadas en la Fig.4). Ahora, si la sequia afectara al N, la magnitud
de dicha afectacion deberia guardar alguna relacién con la magnitud del estrés hidrico,
y esto es precisamente lo que se demostré en esta tesis. De este modo, y como se
puede observar en la Tabla 1 del Apéndice, el grado de concordancia entre el N vy el
Ref-N;; observado en los experimentos conducidos en secano varid de fecha de
muestreo a fecha de muestreo dentro de cada experimento. En cada fecha de muestreo
representativa de condiciones de sequia, entonces, la curva de dilucion del N, aplicable
es diferente, y si se ajustara una curva de dilucién unica con toda la informacién de cada

experimento, tal curva de dilucion seria, en efecto, tan solo una curva de dilucién
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representativa de las condiciones de crecimiento promedio registradas a lo largo del
experimento. Esta variabilidad entre fechas de muestreos puede ser entonces la razén
subyacente del alto nivel de incertidumbre en los valores de los coeficientes de las
curvas de dilucién estimados en varios de los experimentos reanalizados por Fernandez
et al. (2021) con el método bayesiano. Respecto del efecto de la variabilidad en las
condiciones de crecimiento registradas entre diferentes experimentos sobre los
parametros de la curva de dilucién, parece légico que Fernandez et al. (2021), luego de
analizar un set de datos comprendiendo tanto experimentos desarrollados bajo riego
como otros bajo secano, comprendiendo estos ultimos niveles de estrés hidrico
oscilando desde nulo a leve, moderado y grave, hayan ajustado una curva unica,
promedio, de dilucién del N que se ubica por debajo (Ne= 39.3-BA42) de la curva de
dilucién reportada por Lemaire y Salette (1984a) para condiciones de crecimiento no
limitantes (Ref-Nq= 48-BA22). Por ultimo, otro aspecto a considerar al momento de
evaluar las conclusiones alcanzadas por Fernandez et al. (2021) y Ciampitti et al. (2021)
tiene que ver con la relativa laxitud de criterio al momento de seleccionar el nivel de
significancia estadistica a ser empleado al comparar medias de tratamiento. Constituye
practica habitual al momento de comparar las acumulaciones de BA de los distintos
niveles de N aplicados el empleo de la prueba de Fisher con un a de 0.10 (Justes et al.,
1994; Agnusdei et al., 2010; Errecart et al., 2014), a fin de aumentar la potencia del test
estadistico y asi minimizar la posibilidad de subestimar la BA., y por ende el Nc.. A pesar
de ello, este aspecto metodoldgico del trabajo de Errecart et al. (2014) es expresamente
criticado por Ciampitti et al. (2021), aduciendo que igualmente se podria haber incurrido
en subestimaciones de la BA.: —esto no fue asi, de acuerdo a la Fig.14—. Sin embargo,
y paraddjicamente, los mismos autores emplean un a del 0.01 al momento de comparar
los coeficientes de las curvas de dilucién del N¢ ajustadas mediante el método
bayesiano sobre cada uno de los catorce experimentos reanalizados en Fernandez et
al. (2021), y emplean un a del 0.05 al momento de comparar las acumulaciones de BA
de los diferentes niveles de N en algunos de dichos experimentos (Figs.2B y 2D de
Fernandez et al., 2021), aduciendo, por ejemplo, que la ausencia de diferencia
estadistica en la BA acumulada por los dos maximos niveles de N sugiere que la

provision de N para la dosis de N mayor estuvo en exceso (sic).

Mas alla de las potenciales razones expuestas previamente explicando porqué la
curva promedio de dilucion del N¢: ajustada por Fernandez et al. (2021) reportaria
menores valores de N¢: que la curva de diluciéon del N¢r de Lemaire y Salette (1984a), es

necesario también remarcar como este nuevo meétodo bayesiano de estimacion parece,
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de manera intrinseca, subestimar el N, de festuca alta. En su Fig.2, Fernandez et al.
(2021) presentan en forma conjunta los pares de observaciones %N-BA observados en
los diferentes muestreos y la correspondiente curva de diluciéon del N¢- ajustada para
algunos experimentos seleccionados, y alli se evidencia cémo el método bayesiano
sistematicamente subestima el N¢, aun tratandose de experimentos no expuestos a
déficits hidricos (Figs.2B, 2C y 2D). El método bayesiano de calculo, tal como fuera
aplicado por Fernandez et al. (2021), desestima importantes respuestas en la
acumulacion de BA —en los experimentos citados, en niveles de hasta 10 al 15%—, por
lo tanto, podria decirse que este método no estima el N¢- dado que, por definicion, el Ne
equivale a la minima concentracion de N asociada con las maximas acumulaciones de
BA. Puede ademas observarse como, en dichos experimentos, la curva de dilucion del
Ref-N¢r de Lemaire y Salette (1984a) es muy cercana a los valores de N¢- estimables a
partir de los pares de observaciones %N-BA registrados en los diferentes muestreos
(por ejemplo, Figs.2B y 2D de Fernandez et al., 2021). En el mismo sentido, ambas
curvas de dilucion del N¢ ajustadas por Fernandez et al. (2021) sobre los dos
experimentos de festuca alta incluidos en Agnusdei et al. (2010), reportan valores de N
inferiores a los de las curvas de dilucion que fueran ajustadas originalmente en dicho
trabajo. De este modo, el método bayesiano de calculo entrega menores estimaciones
de N¢ que el método de calculo de Justes et al. (1994), método que es usualmente

objetado porque podria, potencialmente, subestimar el Nc;.

La evidencia sustentando la aplicabilidad del Ref-N.- de Lemaire y Salette (1984a)
bajo condiciones no limitantes para el crecimiento, por el contrario, es extensa. En esta
tesis, por ejemplo, se reporté como las estimaciones del N.- de festuca alta coincidieron
con el Ref-N¢ (Fig.7), y lo propio observé Agnusdei et al. (2010) también en festuca alta,
asi como en raigras anual, agropiro alargado y Bromus catharticus. En alfalfa nodulada
con rizobios, Lemaire et al. (1985) observé una curva de acumulacién de N en la BA
similar a la curva critica de acumulacién de N asociada con la curva de dilucién del Ref-
Ncr de Lemaire y Salette (1984a). En festuca alta, se ha reportado como su rendimiento
relativo de BA se maximiza con un INN de =1, calculado éste a partir del Ref-N. (Lemaire
y Gastal, 1997). La pertinencia del Ref-N.- de Lemaire y Salette (1984a) es también
verificable tras comparar su curva de dilucion con las concentraciones de N y las
acumulaciones de BA alcanzadas en experimentos evaluando diferentes niveles de
fertilizacion nitrogenada, tanto en festuca alta (Bélanger, Gastal y Lemaire, 1992), como
en Phleum pratense (Bélanger y Richards 1997) y en pastizales compuestos por

especies Csz (Duru y Ducrocq, 1997). Por lo anteriormente expuesto, considero que el
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Ref-N¢r de Lemaire y Salette (1984a) constituye aun la referencia del nivel de
concentracion de N a alcanzar en pasturas templadas creciendo bajo condiciones
potenciales de crecimiento. Al mismo tiempo, y debido a la variacion temporal en las
condiciones de crecimiento a las que pasturas y/o cultivos creciendo en condiciones de
campo se encuentran expuestos, considero que el empleo de la estadistica frecuentista
clasica para la estimacion del N en ventanas de tiempo reducidas —esto es, para cada
fecha de muestreo en particular, como se hizo en esta tesis— por el momento sigue
siendo la opcién mas conveniente cuando de evaluar el efecto del estrés hidrico sobre

el N¢r se trata.
2.4.4. ;Por qué el N disminuye en condiciones de estrés hidrico?

Las condiciones previas de disponibilidad de agua en el suelo determinaron el valor
relativo de N¢r de las pasturas (Figs.9 y 10). Una relacion de este tipo entre N¢/Ref-Ner
y ETR/ET, implica que la reduccién del N con la sequia es de indole proporcional, y
una reduccion de tal tipo Unicamente seria posible si la sequia afectara sélo al
coeficiente a de la curva de dilucién del N, sin afectar al coeficiente b. Variaciones en
el coeficiente b implicarian cambios en la razén Nc/Ref-N¢: con el nivel de BA, por lo
tanto, si el coeficiente b cambiara bajo sequia, la adicion de la BA. como variable
regresora deberia incrementar el porcentaje de la variacion en la razén Nc/Ref-Ne
explicado por ETR/ET, en la regresion simple. El R? de la regresion multiple incluyendo
BA. fue, como se suponia, no significativamente superior al de la regresion simple
(0.654 vs 0.646). Asimismo, cuando el set de datos se dividié en dos grupos en funcion
del valor de BA (por debajo y por encima de 2.5 Mg ha™', ver Fig.9) y se ajustaron
regresiones lineales a cada uno de ellos, ni las pendientes (p>0.20) ni las ordenadas al
origen (p>0.15) de la regresién de N./Ref-N¢- en funcion de ETR/ET, difirieron entre
grupos. De este modo, y a partir de la ecuacion de regresion presentada en la Fig.9, se

propone la siguiente curva de dilucion de Ng:
N,= a-(BA) 2%, (8)
donde
a= 20.6 + 28.3 -"Y(ETR/ET))n 9)

Una de las causas potenciales de la reduccion del N¢ bajo estrés hidrico es el
aumento de la concentracion de carbohidratos en planta, el cual ocasionaria una dilucion

pasiva de la concentracion de N en la BA. Este es un mecanismo verosimil, dado que la
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concentraciéon de carbohidratos solubles a menudo se incrementa en plantas expuestas
a sequia (Karsten y MacAdam, 2001; Shaimi et al., 2009), aunque no es claro que este
cambio se encuentre relacionado linealmente con el estrés hidrico como mostro estarlo
el Ne. De hecho, el aumento en la concentracion de carbohidratos en la BA seria
esperable soélo durante sequias leves a moderadas, en donde se hubiera afectado el
crecimiento pero no la fotosintesis, o si se hubiera afectado la fotosintesis ésta fuera
igualmente superior a la respiracion de la planta (Boyer, 1970; McDowell, 2011). En
cualquier caso, el proceso de dilucion de N, resultante del aumento relativo de la
fraccion de la BA asociada a funciones estructurales (BAc) en detrimento de aquella
relacionada con funciones metabdlicas (BAmn) a medida que las plantas crecen, deberia
ahora contemplar un tercer compartimento: BA: (por BA asociada a reservas), la cual se
trataria mayoritariamente de carbohidratos con un minimo contenido de N. A medida
que el estrés hidrico se intensifica, la BA: adquiriria una mayor relevancia, dando como

resultado un menor Ng;.

Otra hipotesis es que el N y la BA muestren diferentes respuestas ante la sequia en
lo que concierne a su particion entre raices y parte aérea. La sequia suele incrementar
la particién a tejidos subterraneos (Poorter et al., 2012). Si esta respuesta fuera mayor
para el N que para la BA, entonces la concentracion de N en la BA disminuiria.
Evidencias de una mayor particion a raices del N que de la BA en condiciones de estrés
hidrico fueron aportadas por Gonzalez-Dugo et al. (2012) mediante experimentos
realizados en hidroponia. De nuevo, el marco teérico de la dilucion del N¢: deberia ser

expandido para incluir el componente raices.

Una tercera posibilidad es que las menores tasas de crecimiento propias de
condiciones de estrés hidrico requieran de menos N con fines metabdlicos. Las tasas
de fotosintesis, por ejemplo, son menores en condiciones de déficit hidrico, y en tales
condiciones se necesita una menor concentracion de N en el aparato fotosintético para
alcanzar las tasas maximas de asimilacion del C (Ghashghaie y Saugier, 1989; Perniola
et al., 1999; Shangguan et al., 2000). Por otro lado, la asimilaciéon del N dentro de la
planta puede verse también comprometida bajo déficit hidrico (Lawlor y Cornic, 2002).
Festuca alta, como la mayoria de las herbaceas, lleva adelante la reduccién del nitrato
mayoritariamente en su biomasa aérea, con una contribucion menor de las raices (Jiang
et al., 2002; Scheurwater et al., 2002). Tanto en el género Festuca sp. (Havill et al.,
1977) como en muchas otras especies (Ray y Sisson, 1986; Golberg et al., 1995; Azedo-

Silva et al., 2004; Gloser et al., 2020) se ha reportado un importante efecto del estado
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hidrico de la planta sobre el nivel de actividad de la enzima nitrato reductasa. La
regulacion de esta enzima es compleja y comprende ajustes tanto en los niveles de
transcripcion y traduccion génica como en lo referente a la activacion de la misma
(Lawlor y Cornic, 2002). Trabajos recientes han demostrado que muchos de los genes
involucrados en el metabolismo del N estan también involucrados en las respuestas de
la planta a la sequia, ejerciendo la fitohormona acido abscisico a menudo el papel de
sefial reguladora (Goel y Singh, 2015; Ristova et al., 2016). Una cuarta hipotesis
involucra una senescencia foliar acelerada, y en consecuencia una mayor
remobilizacion del N bajo estrés hidrico (Gan y Amasino, 1997). Esto ocasionaria una
menor concentracién de N en la BAn. Todos los mecanismos propuestos anteriormente
son congruentes con la observacion de que la magnitud de la disminucion del Nc- es
independiente de la BA, esto es, de que el estrés hidrico sélo afecta el coeficiente a de
la curva de dilucion del N¢.. No obstante, mas estudios seran necesarios para dilucidar
por completo cuales son los mecanismos responsables de la reduccion del N¢ en

condiciones de sequia.

2.4.5. Interpretando el efecto de un menor N. bajo estrés hidrico en

términos de la demanda de N de la pastura y su INN

El balance entre la oferta de N del suelo y la demanda de N de la pastura define el
estado de nutricidon nitrogenada de la pastura (Durand et al., 2010; Gonzalez-Dugo et
al., 2010). Un menor N en condiciones de sequia implica que los requerimientos de N
para maximizar el crecimiento disminuyen en relacion con aquellos necesarios bajo
condiciones hidricas 6ptimas. Aun cuando la oferta de N del suelo tipicamente
disminuye bajo estrés hidrico (Garwood y Williams, 1967), en este estudio no se observo
una limitacion lo suficientemente fuerte como para restringir la absorcion de N por la
planta; en general, el N continué acumulandose en la BA cuando ésta ya no aumento
mas (Fig.15). De hecho, tras comparar los estados de nutricion nitrogenada alcanzados
en los diferentes experimentos (Tabla 3), se infiere que el estrés hidrico no habria
resultado en un agravamiento de la nutricion nitrogenada de las pasturas, sino que
probablemente habria tenido un efecto opuesto. Esto es, la demanda de N de las
pasturas, la cual en condiciones de sequia se reduce no sélo debido a una menor tasa
de crecimiento sino también debido a una menor necesidad nitrogenada por unidad de
BA producida —o sea, debido al menor N.—, habria sido afectada en mayor medida
que la oferta de N del suelo. Evidencia de lo anterior puede hallarse cuando se analiza

la evolucion a corto plazo del INN, por ejemplo, para el experimento Verano 2010
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(Fig.16). Como muestra dicha figura, el INN de todos los tratamientos se incremento
durante el periodo de tiempo en el cual la disponibilidad de agua limité la ETR, hasta la
fecha del 28 de enero. A partir de esta fecha, se registraron lluvias que restauraron la
humedad del suelo y se revirtid la tendencia creciente que presentaba el INN (en los
niveles de N mas altos esto sucedi6é algo mas tarde, probablemente debido a una mayor
disponibilidad de N producto del mayor nivel de fertilizacion). Entonces, durante la
primera parte del experimento el suelo abastecié N en exceso de una demanda de N de
la pastura que se vio reducida por el estrés hidrico. Este es probablemente el primer
trabajo que ha reportado un resultado de este tipo; la mayoria de los estudios previos
han encontrado disminuciones en el INN en condiciones de sequia 0 ningun cambio
significativo en el mismo (Lemaire y Denoix, 1987b; Gonzalez-Dugo et al., 2005). Esta
discrepancia, sin embargo, no obedeceria a una diferente metodologia de calculo del
INN (empleo del Ner vs el Ref-N¢r), dado que cuando se recalcularon los INN para el
experimento Verano 2010 en base al Ref-N. igualmente se observaron incrementos,
aunque de menor magnitud, en los valores de INN durante el periodo de sequia (datos
no presentados). De este modo, los resultados sugieren que en, el ambiente estudiado,
festuca alta es capaz de mantener una tasa de absorcién de N relativamente elevada
en condiciones de sequia. Atributos de la especie como la biomasa y la densidad del
largo de raices, y el desarrollo y la viabilidad de los pelos radicales tienen un efecto
importante sobre la performance de festuca alta en condiciones de estrés hidrico (Huang

y Fry, 1998; Huang, 2001; Sun et al., 2013). El componente subterraneo del crecimiento
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Fig.16. Evolucion a lo largo del tiempo de la evapotranspiracion relativa diaria (expresada como la razon
entre la Evapotranspiracion Real y la Evapotranspiracion de Referencia [ETR/ETg], rombos llenos) y del
indice de Nutricién Nitrogenada (INN) de festuca alta durante el experimento Verano 2010 (circulos: ON;
triangulos: 75N; cruces: 150N: rombos vacios: 350N; cuadrados: 500N). Las columnas representan la
precipitacion diaria.
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de festuca alta, asi como la oferta de N del ambiente estudiado, son algunos de los

tépicos que se abordan en profundidad en el Capitulo 3 de la tesis.

La hipotesis especifica puesta a prueba en este capitulo postulaba que condiciones
de sequia ocasionan reducciones en el valor de N¢r en festuca alta, y que ademas la
magnitud de tal reduccidn se encuentra en relacion directa con la severidad del estrés
hidrico experimentado por la pastura. La evidencia presentada no permite rechazar la
hipétesis, dado que el N.- mostré reducciones sistematicas cuando el nivel de agua en
el suelo limitd la evapotranspiracién de la pastura, expresada en términos relativos como
la razon ETR/ETo. A su vez, el grado de reduccion en el N¢: se hallé relacionado en
forma lineal con el indicador ETR/ET, estimado durante los dias previos. Estos
resultados indican entonces que el empleo del Ref-N: en evaluaciones del estado de
nutricion nitrogenada de pasturas expuestas a sequia resulta en subestimaciones del
mismo, y que es necesario utilizar un N¢- corregido por el nivel de estrés hidrico para
llegar a un diagnostico adecuado. Los resultados obtenidos en este capitulo sirven de
insumo para el Capitulo 3, en el que se evaluara el efecto de condiciones hidricas sub-
optimas sobre el crecimiento y sobre el estado de nutricion nitrogenada alcanzado por
festuca alta, empleando para tal fin el correspondiente N corregido por nivel de estrés

hidrico.
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CAPITULO 3. EFECTO DEL ESTRES HIDRICO DURANTE LA EPOCA ESTIVAL
SOBRE EL ESTADO DE NUTRICION NITROGENADA DE PASTURAS DE
FESTUCA ALTA CRECIENDO EN UN SUELO HIDROHALOMORFICO DEL

SUDESTE BONAERENSE!'

'Parte del contenido de este capitulo fue publicado en Errecart, P.M.; Marino, M.A.; Agnusdei, M.G.;
Lattanzi, F.A.; Durand J.-L. 2020. The intensity of water stress dictates whether the N status of temperate-
type perennial grass swards is affected by drought. Field Crops Research 257: 107928.
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3.1. Introduccion

La mayoria de los estudios que hasta el momento han tratado de evaluar los efectos
de la sequia sobre la nutricion nitrogenada de pasturas y/o cultivos han concluido que
la primera tiene un efecto negativo sobre la segunda. Lemaire y Denoix (1987b)
cuantificaron durante varios afios el crecimiento y la acumulacion de N en pasturas de
festuca y pasto ovillo, tanto en condiciones de secano como bajo irrigacion, y hallaron
resultados variables en funcién de la intensidad del déficit hidrico. Cuando se registrd
una sequia de leve a moderada, las respuestas de la acumulacion de BA al riego
también fueron moderadas, y a valores equivalentes de BA, la acumulacion de N en ésta
no difirié entre riego y secano. Sin embargo, cuando el estrés hidrico fue mayor, no sélo
la respuesta del crecimiento a la adicion de agua fue mayor, sino que ademas los
tratamientos regados acumularon, a iguales valores de BA, una cantidad
significativamente mayor de N. Esta dinamica de acumulacion de N mas ralentizada bajo
estrés hidrico, esto es, una curva de dilucion de N en la BA mas baja, fue entonces
identificada como la manifestacion de una reduccion en el estado de nutricion
nitrogenada causada por la sequia. Conclusiones similares resultaron de estudios

realizados en alfalfa (Lemaire et al., 1989), y en maiz y sorgo (Lemaire et al., 1996).

Dado que el estado nitrogenado de la planta es la resultante del balance entre su
demanda de N y la oferta de N del suelo, su INN resultara afectado si éstos son
afectados de manera diferencial por el estrés hidrico. Estudios mas recientes han
demostrado como un mismo nivel de estrés hidrico puede reducir el INN de una especie
creciendo activamente, esto es, con una significativa demanda de N, mientras que otra
especie que muestra crecimiento reducido en la misma estacion puede conservar su
estado de nutricion nitrogenada inalterado (Gonzalez-Dugo et al., 2005). Un desbalance
entre la oferta y la demanda de N también puede resultar de un desacople espacial en
las disponibilidades de agua y N en el suelo. Los trabajos de Garwood y Williams (1967)
y D’Aoust y Tayler (1968) demostraron como en ciertos ambientes un desecamiento del
horizonte superficial del suelo, rico en N, puede resultar en reducciones en el
crecimiento de la pastura, aun cuando ésta haga un uso activo del agua disponible a
mayores profundidades. En tales situaciones, la inyeccion de N en profundidad a
menudo permite aliviar la mayor parte del efecto negativo de la sequia, demostrando
que las reducciones en crecimiento asociadas con ésta estaban explicadas
mayoritariamente por reducciones en el estado nitrogenado de la pastura. Este

desacople espacial entre el agua y el N también fue identificado por Lemaire y Denoix
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(1987b) como el responsable de la disminucién en el INN observada en festuca alta en
situaciones en las que ésta debid hacer un mayor uso del agua disponible en
profundidad debido al desecamiento del horizonte superficial producto de un déficit de
precipitaciones. Sin embargo, los desbalances entre la oferta y la demanda de N no
serian los unicos posibles responsables de eventuales reducciones en el estado de
nutricion nitrogenada. Como fue demostrado por Gonzalez-Dugo et al. (2012), aun
cuando la oferta de N y su absorcion por las raices no resulte afectada por la sequia,
ésta puede alterar la circulacion del N dentro de la planta, influyendo sobre su capacidad
de transportar el N desde las raices hacia la parte aérea. Este efecto estaria causado
por una menor tasa de carga del N en el xilema y/o por el menor flujo xilematico que se

registra en condiciones de estrés hidrico.

La totalidad de los estudios que han evaluado la interaccion agua-N, sin embargo, lo
hicieron considerando un mismo Nc: en condiciones hidricas no limitantes y bajo sequia,
el Ref-N¢r. Ahora sabemos que, en realidad, el N es menor en condiciones de estrés
hidrico. ¢ Como resultara afectado el INN por la sequia cuando no so6lo la oferta de N del
suelo y la tasa de crecimiento de la pastura son —eventualmente— afectados, sino que
también lo es su necesidad intrinseca de N, o sea su requerimiento de N por unidad de

BA generada? Este es el interrogante que intenta responder este capitulo.
3.1.1. Efectos del estrés hidrico sobre la demanda de N de la pastura

La demanda de N del cultivo se encuentra determinada por su N, por su nivel de
biomasa y por la tasa de cambio de ésta, o tasa de crecimiento del cultivo (Gastal et al.,
2015). En el Capitulo 2 se demostré como la sequia afecta el N... Con respecto al efecto
de la sequia sobre el crecimiento, las respuestas de este son complejas porque el
impacto tiene lugar a muchos niveles e involucra cambios a nivel morfoldgico, fisiolégico
y bioquimico. A su vez, el tipo de respuesta dependera de la intensidad, la duracion y el
momento del ciclo del cultivo durante el cual el estrés hidrico impacta. La actividad
enzimatica, la turgencia celular, el transporte de iones y muchos otros procesos criticos
simplemente no son posibles en ausencia de agua (Farooq et al., 2012). El crecimiento
de la planta es principalmente el resultado de la divisién, elongacion y diferenciacion
celular. La sequia afecta la division y expansion celular (Durand et al., 1995; Tardieu et
al., 2000). La division celular se ve alterada por cambios en la expresion génica de las
células meristematicas ocasionados por el estrés hidrico (Avramova et al., 2015),
mientras una menor concentracién intracelular de asimilados, asi como una menor

presion de turgencia producto del menor flujo de agua a través del xilema son las
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principales causas de la reducida expansion celular observada en condiciones de sequia
(Cosgrove, 1993; Frensch, 1997). La menor disponibilidad de asimilados bajo sequia es
resultado de menores tasas de fotosintesis, las cuales son en parte ocasionadas por
una menor conductancia estomatica implementada para reducir la transpiracion como
estrategia de conservacion del agua en condiciones de déficit hidrico (Bradford y Hsiao,
1982). A su vez, una menor concentracion de N foliar es requerida para maximizar la
tasa de fotosintesis en condiciones de déficit hidrico, lo que redundaria en una menor
demanda de N (Ghashghaie y Saugier, 1989; Shangguan et al., 2000). La menor tasa
de fotosintesis producto de la menor concentracion intracelular de CO; usualmente se
ve reflejada en una menor eficiencia de uso de la radiacién interceptada (Sinclair y
Muchow, 1999). Sin embargo, si la sequia incide en etapas tempranas del ciclo de
cultivo, cuando éste aun no ha alcanzado su indice de area foliar critico, o si la sequia
es lo suficientemente intensa como para ocasionar senescencia, también se vera
afectara la capacidad de intercepcion de radiacion del cultivo (Jamieson et al., 1995).
Las hojas tienen un alto contenido de clorofila, de rubisco y demas enzimas
fotosintéticas ricas en N, y si el area foliar o BAn resulta disminuida bajo sequia, esto
repercutira negativamente en la demanda de N. La demanda de N también es afectada
por el estrés hidrico cuando éste ocasiona una senescencia prematura, durante la cual
moléculas ricas en N de hojas maduras son desmanteladas y el N remobilizado hacia
hojas jovenes (Gan y Amasino, 1997; Otegui, 2018), aunque la eficiencia de este
proceso puede ser baja durante sequias de rapida evoluciéon (Khasanova et al., 2013).
Por ultimo, la particién de asimilados entre las fracciones aérea y subterranea también
es afectada por la condicion hidrica; una mayor particion del crecimiento hacia tejidos
con un menor contenido de N como lo son las raices resulta en una menor demanda de
N del cultivo en situaciones de sequia (Poorter et al., 2012). Este mecanismo es en
realidad de naturaleza pasiva, y se origina en que el crecimiento de la biomasa aérea
muestra una mayor sensibilidad al déficit hidrico que el crecimiento de raices (Spollen
et al., 1993; Hsiao y Xu, 2000).

3.1.2. Efectos del estrés hidrico sobre la oferta de N del suelo

La oferta de N del suelo es definida en parte por la presencia de N en la solucion del
suelo. La cantidad de N mineral presente en la solucion del suelo esta a su vez regulada
por la disponibilidad de agua en el suelo, debido a la influencia que la misma tiene sobre
el desarrollo de los procesos microbianos responsables de las transformaciones del N

en el suelo: mineralizacion, nitrificaciéon e inmovilizacion (Myrold y Bottomley, 2008;
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Norton, 2008). Al mismo tiempo, la condicion hidrica del suelo define la magnitud de los
mecanismos de pérdida de N, principalmente lixiviacion y desnitrificacion (Coyne, 2008;
Francis et al., 2008). Luego, la capacidad de las raices de las plantas de absorber el N
presente en la solucion del suelo también es afectada por la condicion hidrica del suelo,
a través de la influencia de ésta sobre ciertas variables que definen el nivel de los flujos

de nutrientes hacia las raices.

Hay tres mecanismos mediante los que las plantas pueden toman nutrientes del
suelo: intercepcion radical, flujo de conveccion o masal y flujo de difusién de los
nutrientes en la solucion del suelo (Barber, 1995). Sin embargo, muy pocos iones estan
tan cerca de la raiz (menos de 1 nm) como para ser directamente absorbidos mediante
intercepcion radical. De esta manera, hay solo dos procesos mediante los que los
solutos se mueven en respuesta a los disturbios creados por una raiz activa: flujo masal
y difusion. El proceso de conveccién o flujo masal consta en el movimiento hacia las
raices de los iones disueltos en la solucién del suelo, mecanismo que es propulsado por
el proceso de transpiracion que tiene lugar con la apertura estomatica, ocurriendo
principalmente durante las horas de luz (Tinker y Nye, 2000). La cantidad diaria de N
absorbida por flujo de conveccion puede entonces aproximarse como el producto del

consumo diario de agua y la concentracion de N en la solucion del suelo.

El flujo de difusion es impulsado por un gradiente en la concentracion de la forma de
N absorbida desde la solucién del suelo, gradiente que es creado por la planta misma
(Tinker y Nye 2000). El proceso de difusion resulta del movimiento natural de un soluto
en una solucion, a través de un gradiente de concentracion descendente, hacia el estado
de minima energia. El flujo de difusion de una particula (FD, en moles s7') a través de

una unidad de superficie unitaria es explicado por la Primera Ley de Fick:
- n. AC
FD=D ~ (10)

donde D es el coeficiente de difusion del elemento en el suelo (en cm? s') y AC/Ax es
el gradiente espacial de concentracién del elemento (en moles cm™). El coeficiente de
difusién D es afectado por el contenido de humedad en el suelo. Un menor contenido
de humedad aumenta la tortuosidad del recorrido de la solucion del suelo, por lo que el

coeficiente de difusion disminuye.

De este modo, un descenso en el contenido de humedad del suelo tiene varios
efectos simultaneos: (i) afecta los procesos de transformacion del N edafico alterando

el contenido de N mineral en la solucion del suelo, (ii) puede reducir el contacto entre el
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suelo y la raiz por contraccion de ésta, (iii) aumenta —de manera pasiva, por
disminucion de su volumen— la concentracion de iones no sujetos a adsorcion (por e;.
nitrato) y demas solutos en la solucion del suelo, (iv) disminuye la tasa de transpiracion
del cultivo, y (v) disminuye el coeficiente de difusion del N en la solucién del suelo por el
incremento en la tortuosidad. El efecto neto de estos cambios suele ser el de una menor
oferta de N, lo que indica que el incremento en la concentracién de N en la solucion del
suelo es sobrecompensado por las disminuciones en la transpiracién y en el coeficiente
de difusién (Tinker y Nye, 2000).

3.1.3. Particularidades del ambiente edafoclimatico local y su potencial

efecto sobre la nutricion nitrogenada

El antecedente de mayor relevancia para con este estudio es un trabajo desarrollado
en Francia, en el cual se evalué el efecto del déficit hidrico sobre la nutricion nitrogenada,
explorando al mismo tiempo la dinamica de la oferta de N por parte del suelo (Gonzalez-
Dugo et al., 2005; Gonzalez-Dugo, 2006; Durand et al., 2010). Dicho trabajo se
desarrollé con festuca alta y raigras anual y demostré la aptitud del INN como
herramienta para la valoracion de cambios rapidos en el estado de nutricidn nitrogenada
de las pasturas ante variaciones en el estado hidrico del sistema suelo-planta. Los
resultados mostraron la existencia de notables diferencias en el INN logrado por las
especies evaluadas, diferencias que fueron adjudicadas no solo a diferentes
arquitecturas radicales y capacidades de captura de N, sino también a diferentes niveles
de crecimiento y demanda de N. El ambiente evaluado constaba de un suelo
pobremente estructurado, de textura limosa, bajo contenido de MO (<1%), con un

horizonte rocoso a 1 m de profundidad y sin efectos de una napa freatica cercana.

Las caracteristicas particulares de los suelos bajos ganaderos de la Pampa
Deprimida podrian generar escenarios de diferente oferta y/o demanda de N, alterando
dicho balance y por consiguiente el estado de nutricion nitrogenada de las pasturas. Con
respecto a la oferta de N por parte del suelo, un mayor contenido de MO en el suelo
implica un mayor contenido de N total y un mayor aporte de N mineral mediante
mineralizacion. Al mismo tiempo, un mayor contenido de MO suele estar asociado con
un mayor desarrollo de la poblacion microbiana y un mayor potencial de inmovilizacién
del N mineral. Por otro lado, dadas las condiciones mas favorables para el crecimiento
propias de suelos con un mayor contenido de MO, es esperable un mayor desarrollo
radical en los suelos bajos del sudeste bonaerense. Los factores anteriormente

nombrados pueden derivar en una diferente oferta de N en el suelo en este ambiente.
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En cuanto a la demanda de N por parte de la pastura, reparando en que la festuca alta
es una especie forrajera que manifiesta capacidad potencial de profundizar en el perfil
de suelo con parte de su sistema radical (Lemaire y Denoix 1987b; Durand et al., 1997;
2007), y considerando la eventual disponibilidad de agua en profundidad debido a la
cercania de la napa freatica en los suelos bajos, puede ser factible un escenario de
mayor crecimiento y demanda de N en un ambiente como el de la Pampa Deprimida si
festuca alta es capaz de satisfacer parte de su demanda de agua con aquella disponible
en el subsuelo. Eventos de desecamiento del horizonte superficial debido a escasez de
precipitaciones —suceso comun durante la estacion calida— podrian entonces derivar
en un escenario de desacople espacial en las disponibilidades de N —mayor en
superficie— y agua —mayor en profundidad—, con efectos negativos sobre la nutricién

nitrogenada de las pasturas.

La hipotesis especifica planteada es que, en el ambiente de suelos ganaderos bajos
propio de la Pampa Deprimida y del sudeste bonaerense, condiciones de estrés hidrico
generan reducciones en el INN de festuca alta debido a que la disponibilidad de agua
en horizontes profundos genera un desbalance entre la oferta de N del suelo y la
demanda de N de la pastura. El objetivo de este capitulo es entonces evaluar el efecto
de la disponibilidad de N y de agua sobre la productividad de pasturas de festuca alta
creciendo en un suelo hidrohalomérfico durante la estacion calida, determinando el
efecto del estrés hidrico sobre (i) el estado de nutricidon nitrogenada alcanzado por las
pasturas, y (ii) las variaciones a corto plazo en los niveles de oferta y demanda de N
estimados en base a informacién de campo. Se identificara a su vez a los principales
mecanismos ecofisioldgicos responsables de la respuesta de las pasturas al agregado

de agua y de N en este ambiente.

3.2. Materiales y Métodos

3.2.1. Sitio experimental

Se realizaron dos experimentos de campo estudiando el rebrote de festuca alta
durante la estacion estival (experimentos “Verano de 2009” y “Verano de 2010bis”) en
el sitio experimental “A” descripto en el Capitulo 2 (Seccion 2.2.1), ubicado en la Reserva
Ganadera N° 7 de la UIB. Se trata de una pastura de festuca alta de tipo templado que
contaba con alrededor de diez afios de edad al momento del estudio. El suelo es el
Natracualf tipico de la Serie 34 del Mapa de Suelos de la UIB (Cabria, 1988), suelo
hidrohalomorfico que cuenta con la siguiente secuencia de horizontes: Ap (0-15 cm), A2
(15-25 cm), B2t (25-55 cm, duro y natrico), B3tca (55-65 cm, duro y natrico), C1 (65-95
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cm) y C2ca (+95 cm). Mediciones realizadas en un freatimetro ubicado en el sitio
experimental indicaron que durante los periodos estudiados la napa freatica se ubico a

una profundidad de alrededor de 2 m.
3.2.2. Tratamientos y disefio experimental

Se evalu6 una combinacion factorial de dos niveles de disponibilidad de agua (A—:
secano; A+: regado) y dos niveles de disponibilidad de N (N—: 40 kg N ha™'; N+: 200 kg
N ha™). Se sigui6é un disefio experimental de parcelas subdivididas, replicadas en tres
bloques. Los niveles de disponibilidad de agua se asignaron aleatoriamente a nivel de
parcela. Las parcelas (75 m?) se dividieron en subparcelas a las que se asignaron
aleatoriamente los niveles de N. Las subparcelas (37.5 m?) se dividieron en sub-
subparcelas, las cuales fueron asignadas aleatoriamente a las fechas de muestreo.
Aunque el factor tiempo (fecha de muestreo) en este caso tiene relevancia dado que
resultd de interés poder testear la significancia de los cambios en los valores de las
variables medidas a lo largo del tiempo de experimentacion, a los fines de esta tesis,
solo los resultantes de la combinacion factorial de los dos niveles de disponibilidad de

N con los dos niveles de disponibilidad de agua son considerados como tratamientos.

La pastura se cortd a 5 cm de altura al comienzo de cada experimento (30 de
diciembre de 2008 y 30 de diciembre de 2009). Luego se aplico P al voleo en una dosis
de 20 kg P ha™' en forma de superfosfato triple de calcio, con el objetivo de lograr
condiciones no limitantes para el crecimiento en cuanto a disponibilidad del nutriente. A
continuacion, se aplicaron al voleo los niveles de N en forma de nitrato de amonio
calcareo. Inmediatamente tras la fertilizacion, se aplicé una lamina de riego de 30 mm
para facilitar la incorporacion del fertilizante nitrogenado y minimizar las pérdidas de N
por volatilizacion. Se utilizé un sistema de riego por goteo, con lineas de riego

espaciadas cada 0.6 m con goteros de 1 L hr' espaciados cada 0.3 m.

El nivel A+ recibi6 riegos con una frecuencia diaria o cercana a ésta, con el objetivo
de mantener el perfil de suelo con un nivel de humedad cercano a capacidad de campo.
El nivel A— no recibi6 agua de riego hasta la fase de rehumectacion de los experimentos,
con la cual se intent6 restablecer el estado hidrico de estos tratamientos para evaluar la
respuesta del estado de nutricién nitrogenada tras el fin de la sequia: 54 mm fueron
aplicados entre el 21 y el 29 de enero en 2009, y 13 mm fueron aplicados el 29 de enero
de 2010.
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3.2.3. Mediciones

3.2.3.1. Datos meteorologicos

La informacién meteoroldgica, obtenida con el equipamiento descripto en la Seccién
2.2.3., fue empleada para calcular la ET diaria de acuerdo con el método FAO Penman-
Monteith (Allen et al., 1998). El tiempo térmico, expresado en grados dia de crecimiento
(°Cd) acumulados desde el corte inicial de emparejamiento, fue calculado considerando

una temperatura base del aire de 4°C (Sharifiamina et al., 2016).
3.2.3.2. Humedad del suelo

El contenido volumétrico de agua del suelo (6,, en %) se determiné semanalmente.
En el Experimento Verano 2009, la 6, por debajo de 0.2 m de profundidad se midi6
mediante el método de termalizacién de neutrones (Gardner, 1986) con una sonda
Troxler 4302 (Troxler Electronic Laboratories Inc. Research Triangle Park, Raleigh,
North Carolina, USA). En cada tratamiento, tubos de acceso para la sonda de 1 m de
largo fueron instalados en una sub-subparcela elegida al azar. Las mediciones fueron
realizadas a 0.2, 0.3, 0.4, 0.6 and 1.0 m de profundidad. EIl 8, se calcul6é usando una
funcion de 6, vs conteo de neutrones desarrollada localmente por Suero y Travasso
(1988). Luego, la 6, se calculo para las capas de suelo 0.2-0.4 m (media de mediciones
tomadas a 0.2, 0.3 y 0.4 m), 0.4-0.6 m (media de mediciones a 0.4y 0.6 m) y 0.6-1.0 m
(media de mediciones a 0.60 y 1.0 m). En los 0.2 m superficiales, la 6, se midié mediante
el método gravimétrico. Las muestras de suelo se pesaron, secaron durante 48 hs a 105
°C y volvieron a pesar. La densidad aparente del suelo se midié mediante el método del
cilindro (Blake y Hartge, 1986). El contenido de humedad gravimétrico (en base seca)

luego se convirtié en 6, (6,= contenido de humedad gravimétrico-densidad aparente).

En el Experimento Verano 2010bis, la humedad del suelo se midi6 mediante el
método gravimétrico. Se empled un muestreador hidraulico (#35-SCT Hydraulic Soll
Sampling, Coring and Drilling Machine, Giddings Machine Company, Windsor, Colorado,
USA) para el muestreo de cilindros de suelo de 0.05 m de diametro por 1 m de
profundidad. Los cilindros de suelo luego fueron fraccionados siguiendo la misma
division de profundidades usada para la medicién de 6, en 2009. Mediciones de
densidad aparente realizadas a las profundidades correspondientes luego permitieron,
aplicando el método descripto en el parrafo anterior, calcular los valores de 8, en cada

capa del perfil de suelo.
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3.2.3.3. Biomasa y densidad del largo de raices

La biomasa de raices se determiné en cinco oportunidades en cada experimento,
extrayendo cilindros de suelo de 0.05 m de diametro por 1 m de largo con el barreno
accionado por el muestreador hidraulico descripto en la seccién anterior. Los muestreos
tuvieron una frecuencia cercana a semanal, comenzando el 12 de enero en 2009 y el

11 de enero en 2010, respectivamente.

Los cilindros de suelo se dividieron en las profundidades 0-0.1, 0.1-0.2, 0.2-0.4, 0.4-
0.6 y 0.6-1.0 m, excepto en los tres muestreos iniciales del Experimento Verano 2009
en los que se unifico el analisis de los segmentos 0-0.1 y 0.1-0.2. Las muestras de suelo
se almacenaron a 4 °C hasta su lavado y recoleccion sobre tamices de 550 um (Delta-
T Root Washer, RWC-type, Delta-T Devices Ltd., Burwell, Cambridge, UK). Las raices
fueron liofilizadas y pesadas. En cada sub-subparcela se extrajeron tres cilindros de
suelo, calculandose la biomasa radical (g m=2) de la sub-subparcela como el valor medio

de las biomasas observadas en los tres cilindros de suelo.

En ambos experimentos, el largo de raices se evalud en la primera, tercera y quinta
fechas de muestreo de biomasa de raices. Un cilindro de suelo seleccionado al azar
entre los tres cilindros extraidos por sub-subparcela fue sujeto a una etapa adicional de
lavado, separando las raices de las particulas de suelo remanentes y de otros restos
organicos mediante flotacion. Las raices fueron luego sumergidas en agua en bandejas
de acrilico transparentes y escaneadas en escala de grises a una resolucién de 400 ppp
con un escaner equipado con una unidad de transparencia (Epson Expression 10000
XL Scanner, Epson America Inc. Long Beach, California, USA). Las raices fueron luego

secadas y pesadas como se describié previamente.

Los archivos de imagen obtenidos (en formato tiff) fueron analizados para cuantificar
el largo de raices con el software WinRhizo (WinRhizo Pro 2007a, Regent Instruments,
Quebec, Canada), obteniéndose los valores de densidad del largo de raices (DLR, en
cm raiz cm= suelo) y el largo radical especifico (LRE, en m g raiz~"). El LRE fue luego
usado para estimar la DLR en los cilindros de suelo que no fueron escaneados (DLR=
biomasa de raices'LRE). La DLR de cada sub-subparcela fue luego calculada como la
media de las DLR de los tres cilindros de suelo. Los valores diarios de DLR a lo largo
de los experimentos fueron luego obtenidos mediante interpolacion lineal a partir de los

valores de DLR obtenidos en muestreos sucesivos.
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La distribucion relativa de las raices de festuca alta en el perfil del suelo fue evaluada
ajustando el modelo de Gale y Grigal (1987) a la distribucion vertical acumulada con la

profundidad observada en los experimentos:
Pr=1-p° (11)

donde Pr es la proporcion acumulada de biomasa o de largo de raices desde la
superficie del suelo hasta la profundidad d (en cm), y B (8s 0 B. para biomasa y largo,
respectivamente) es un coeficiente que caracteriza la distribucion vertical de las raices

en el perfil, siendo menor cuanto mas superficial sea el sistema radical.
3.2.3.4. Contenido de N del suelo

El contenido de N mineral en forma de nitrato y amonio en el suelo (en mg kg™') se
analizd en cinco oportunidades en el verano de 2009 (12, 20 y 27 de enero, 11y 17 de
febrero) y en cuatro oportunidades en el verano de 2010 (11, 21 y 27 de enero, 9 de
febrero). Tres cilindros de suelo de 0.05 m de didmetro por 1 m de largo fueron
muestreados por sub-subparcela empleando el muestreador descripto en la Seccion
3.2.3.2; los cilindros fueron luego fraccionados en las profundidades 0-0.2 (0-0.1 y 0.1-
0.2 en verano 2010), 0.2-0.4,y 0.4-0.6 y 0.6-1.0 m y analizados de acuerdo con Keeney
y Nelson (1982). El contenido diario de N mineral en el suelo luego se estimé por
interpolacion lineal a partir de los valores de contenido de N obtenidos en muestreos

sucesivos.
3.2.3.5. Estado hidrico de la planta

Dentro de las metodologias disponibles para la medicion del estado hidrico de la
planta, se encuentran las basadas en el contenido de agua y aquellas basadas en el
estado de energia libre del agua dentro de la planta. De cada grupo, las mediciones mas
difundidas son el contenido relativo de agua y el potencial agua foliar, respectivamente
(Jones, 2014). El potencial agua foliar muestra durante las horas de luz mucha
variabilidad a corto plazo debido a su alta sensibilidad a las condiciones ambientales
(Zhao et al., 1994). Sin embargo, el potencial agua foliar medido previo al alba —cuando
éste habria alcanzado el equilibrio con el agua disponible en el volumen de suelo
explorado por las raices— entrega una medicion muy valiosa del estado hidrico de la
planta (Jones, 2014). En estudios evaluando el efecto de la sequia sobre el crecimiento,
el contenido relativo de agua y el potencial agua foliar pre-alba han mostrado una
performance similar (Matin et al., 1989; Garcia et al., 2002). En esta tesis, el potencial

hidrico de la planta se cuantific6 midiendo, con una frecuencia semanal, el potencial
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agua foliar (¥, en MPa) previo al alba (entre 3:30 y 5:00 am) en la lamina mas joven
completamente expandida. Las mediciones fueron realizadas con una camara de
presion (Scholander et al., 1965), en dos macollos por subsubparcela, comenzando el
9y el 8 de enero en los Experimentos Verano 2009 y Verano 2010bis, respectivamente.
Los valores diarios de W, fueron luego obtenidos mediante interpolacion lineal a partir

de los valores de W, medidos en fechas de muestreo sucesivas.
3.2.3.6. Fraccion del agua del suelo transpirable por la pastura

La fracciéon del agua del suelo transpirable por la pastura (FASTP) fue estimada de
acuerdo con Ritchie (1981), como la razén de las diferencias acumuladas para el perfil
del suelo completo (en mm), entre el agua transpirable en un momento dado y la
cantidad maxima de agua transpirable que cada capa del perfil es capaz de almacenar.
El agua transpirable se calculd a partir de la 6,y del valor limite de descenso en la 6,
(*°6,) en cada una de las cuatro capas del perfil de suelo, mientras que la cantidad
maxima de agua transpirable se calculd a partir de la 8, medida a —0.33 bar (°°6,) y de

la :°@,. La FASTP en cada fecha de muestreo se calculd entonces como:

i, -'%8,) 10:p]

FASTP=
2t [0, - 108,) -10-p)

(12)

donde 6, se expresa en % y p; es el espesor de la capa j del perfil de suelo (en m). La
€Cp, se midi6 mediante el método de la membrana de presién de Richards (Dane et al.,
2002), y el minimo valor de 6, observado durante los experimentos fue considerado
como la 'P@,. Luego, los valores diarios de FASTP se obtuvieron mediante interpolacién

lineal a partir de los valores de FASTP estimados en fechas de muestreo sucesivas.
3.2.3.7. Biomasa aérea y concentracion de N

En cada experimento se realizaron cinco muestreos de BA con una frecuencia
cercana a semanal, comenzando el 13 de enero en 2009 y en 2010. El método analitico

empleado es aquel descripto en la Seccion 2.2.6.1.
3.2.3.8. Crecimiento de la hoja

La morfogénesis foliar se estudioé siguiendo el método empleado por Berone et al.
(2008). Para cada tratamiento, en una sub-subparcela seleccionada al azar se marcaron
seis macollos al nivel del suelo con hilos plasticos coloreados al inicio del experimento.

Comenzando el 9 de enero en 2009 y el 8 de enero en 2010, cada 3 a 5 dias se



56

realizaron mediciones del largo de todas las laminas verdes y de la vaina de cada
macollo, registrandose la aparicién de nuevas hojas y de nuevos macollos. El largo de
las laminas se midié desde la punta de la hoja hasta su ligula (en hojas completamente
expandidas) o hasta la ligula de la hoja previa completamente expandida (en hojas en
crecimiento) con una regla graduada en mm. Cuando uno de los macollos marcados

murid, se marco un nuevo macollo.

La tasa de elongacion foliar (TEF, en mm dia”' macollo™") se calculé como la
diferencia en el largo total de las laminas entre mediciones sucesivas, dividida por el
numero de dias comprendido en el intervalo de medicion. La tasa de aparicion de hojas
se calcul6 como el cociente entre el numero de hojas aparecidas por macollo y la
duracion (en °Cd) del periodo de medicién y se expresd sobre una base de 100 °Cd
(TAH100). La vida media foliar (VMF, en °Cd) se calculé como el producto del filocrono
(en °Cd) y el numero de hojas vivas macollo™". Los valores medios ponderados durante
el tiempo de experimentacion para la VMF (VMFx) y la TEF (TEFmx) se calcularon tras
considerar el largo de los intervalos de tiempo transcurridos entre fechas de medicién
(Lemaire y Gastal, 1997). Para el calculo de la VMF; s6lo fueron consideradas aquellas
estimaciones de VMF realizadas luego de que el numero de hojas vivas por macollo se
estabilizo y la senescencia comenzo a ser significativa (al menos 1 mm dia~' macollo™),
descartandose por lo tanto aquellas estimaciones realizadas antes del 16 de enero en
2009 y del 20 de enero en 2010.

3.2.3.9. indice de area foliar, intercepcion de radiacion y eficiencia de

uso de la radiacion interceptada

En cada fecha de muestreo, el indice de area foliar (/AF) de la pastura, asi como la
proporcion de la radiacion incidente interceptada por la pastura (pRlixt) fueron medidos
empleando un analizador del canopeo LAI-2000 (LI-COR Inc, Lincoln, NE, USA), el cual
estima varios parametros del canopeo de la pastura en funcién de la atenuacion de la
radiacion difusa lograda por el follaje. Las mediciones realizadas con este instrumental
consideran el efecto del acartuchamiento de las hojas sobre el IAF, entregando entonces
estimaciones del area foliar efectiva bajo condiciones de campo. En cada sub-
subparcela, una medicién tomada por encima del canopeo fue seguida de tres
mediciones por debajo de éste, realizadas en tres de los cuatro vértices de la sub-
subparcela y direccionadas hacia su centro. Sobre la lente del instrumento se empled la

tapa que permite un campo de visién de 45°.
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Los valores diarios de IAF y de pRIin se obtuvieron por interpolacion a partir de
mediciones sucesivas de pRlii, asumiendo que éste varid linealmente con la
temperatura diaria acumulada. El valor diario de la radiacion fotosintéticamente activa
incidente (RFAin, en MJ m= dia™") se calculé como RFAi.= radiaciéon global incidente
diaria (MJ m~ dia™")-0.48 (Varlet-Grancher et al., 1982). Luego, el valor diario de RFA
interceptada (RFAix, en MJ m=2 dia™") se calculé como RFAi= RFAi.valor diario de
pRli. En cada experimento, la eficiencia de uso de la radiacion (en g MS MJ™") para la
produccion de BA (EURga) 0 de biomasa total BT (EURgr) de cada tratamiento se
calcularon como las pendientes de las regresiones lineales —ajustadas sobre las
medias de tratamiento— entre los valores acumulados de RFAi.: y aquellos de BA o de
BA mas biomasa de raices (biomasa total, BT) (expresados en g MS m~2) que fueran
estimados en cada uno de los muestreos de biomasa llevados adelante,
respectivamente (Monteith, 1977). Dado que las determinaciones de BA y de biomasa
de raices no se realizaron simultaneamente, la BT en las fechas en las que se midio la
primera de ellas se calculé mediante interpolacién de los datos obtenidos en muestreos
sucesivos de biomasa de raices. Las ordenadas al origen de las regresiones lineales
entre los valores acumulados de RFA;: y de BA fueron fijadas en 60 g m=, valor
estimado del remanente vivo de BA luego del corte inicial realizado a 5 cm de altura, en
correspondencia con informacion obtenida en cortes de forraje llevados adelante
previamente en la misma pastura (Marino y Agnusdei, 2007). La biomasa de raices al
comienzo de los experimentos se asumié como igual a aquella medida en el primer
muestreo de raices llevado a cabo 12-13 dias mas tarde, asumiendo que no hubo
crecimiento de raices inmediatamente después de la defoliacion (Crider, 1955;
Bélanger, Gastal y Warembourg, 1992). Este supuesto parece ser sdlido: la BT asumida
al comienzo de los experimentos nunca difiri6 en mas de 7.8% de la ordenada al origen

de las regresiones lineales entre los acumulados de RFA;+ y de BT.
3.2.3.10. Estado de nutricidon nitrogenada de la pastura

El INN (INN= Nacwal/ Ner) se calculd tras corregir el Ner en funcion del nivel de estrés

hidrico experimentado por la pastura, de acuerdo con la funcién presentada en la Fig.9:
Ne= (48-[BA]%%2)-(0.59-[""ETR/ETo]m + 0.43) (13)

La razon ETR/ET, diaria se asumio igual a uno cada vez que el valor diario de FASTP
fue igual o mayor al valor umbral de FASTP en el cual el estado hidrico de festuca alta
comenzo a disminuir, y se asumié una disminucion lineal de la misma con menores

contenidos de humedad de suelo, resultando en una ETR igual a cero cuando la FASTP
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alcanzo cero (Weisz et al., 1994; Allen et al., 1998; Ray y Sinclair, 1998). Para obtener
el valor umbral de FASTP indicador del comienzo del estrés hidrico, se ajustaron

modelos lineal-plateau sobre los datos de When funcién de FASTP (Fig.20).
El INNmpt se calculd siguiendo la metodologia descripta en la Seccion 2.2.6.2.
3.2.3.11. Demanda de N de la pastura

La demanda diaria de N de la pastura se estim6 segun Gastal et al. (2015):
Dy,= a-(1 —b)-(BA)®-TC-100 (14)

donde Dy, es la demanda de N de la pastura en el dia i (en mg N m=2 dia™), ay b son

los coeficientes de la curva de dilucion del N para pasturas Cz, y BA'y TC son los
valores diarios de la BA (en Mg ha™') y de la tasa de crecimiento (en Mg ha™' dia™) de
la pastura, respectivamente. El coeficiente b toma el valor de 0.32, mientras que el
coeficiente a se calculé en funcion del nivel de estrés hidrico experimentado por la

pastura, de acuerdo con la Ecuacion 9.
3.2.3.12. Agua transpirada por la pastura

En el nivel A+, la ETR se asumié igual a la ETo. La ETR diaria fue luego particionada

entre las diferentes capas del perfil de suelo en funcion de su densidad de raices:

LRT, (19)

ETR;= ETy; (—‘)
donde ETRj es el agua evapotranspirada en el dia i desde la capa de suelo j (en mm
dia™"), ETy es la ETo del dia i (en mm dia™"), DLR; es la DLR observada el dia i en la
capa de suelo j (en cm raiz cm™ suelo) y LRT; es el largo de raices total hasta 1 m de

profundidad observada el dia i (en cm raiz cm= suelo), obtenido como:

LRT= 2 DLR;p,100 (16)
]

Para todas las capas del perfil de suelo excepto la capa superficial, se asumio
evaporacion nula (ETR= transpiracion [T, en mm dia™"]). Para la capa superficial de 0.2

m, la T se calculé teniendo en cuenta el IAF (Ritchie, 1972; Allen et al., 1998):
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donde Tj es el agua transpirada en el dia i desde la capa de suelo j (en mmdia™")y y es
un coeficiente que asume el valor de 1—-e*'A") sj j se trata de la capa de suelo superficial
y de 1 en cualquier otro caso, siendo k el coeficiente de extincion luminica, con un valor
de 0.49 para festuca alta (Sonohat et al., 2002). La T de la pastura el dia i (T;, en mm
dia™") fue luego calculada como la sumatoria de las T; observadas en todas las capas

del perfil hasta 1 m de profundidad:
Ti = ETIJ (18)
j

En el nivel A—, la ETR de la pastura se calcul6 considerando las variaciones en el
contenido volumétrico de agua registradas durante cada periodo de tiempo comprendido

entre mediciones de humedad de suelo sucesivas:

(8, inicial — 6, final)-pj-10)
ETR = — 5 (19)

donde ﬁRj es la ETR media diaria (en mm dia™") en la capa de suelo j estimada para
el periodo de tiempo comprendido entre las determinaciones de 6, inicial (6,;inicial) y
final (6, final) en la capa de suelo j, y d es igual a la longitud del periodo de tiempo
transcurrido entre las mediciones de 6, inicial y final (en dias). A los valores de
WRJ- entregados por la Ecuacion 19 luego se les incorporé variabilidad diaria en funcion

de la variacion observada en la ET, diaria durante el mismo periodo de tiempo:

—— ETy
ETo
donde ET, es la ET, media observada durante el periodo de tiempo en cuestion (en mm
dia™"). Las T; correspondientes a las diferentes capas del perfil fueron luego obtenidas
a partir de las ETR, tras la aplicacion de la Ecuacion 17. Por ultimo, la Ti (en mm dia™)
se calculd como la sumatoria de las Tj, teniendo ademas en cuenta las lluvias
registradas durante el periodo y asumiendo como nulos al ascenso capilar, la escorrentia

superficial y la percolacién profunda:

lluvia
T= =T, @1
j

d

donde lluvia es igual a la lluvia acumulada durante el periodo de tiempo comprendido

entre las determinaciones sucesivas de 6, (en mm).
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3.2.3.13. Flujos de N del suelo

La oferta de N del suelo hacia la pastura se cuantificé estimando los flujos de
conveccioén y de difusion de N hacia las raices de siguiendo la rutina de célculo que
implementa el modelo de simulacion de cultivos STICS (Brisson et al., 2009),
metodologia que fuera aplicada previamente por Durand et al. (2010). El flujo convectivo
de N se estim6 como el producto del agua transpirada en cada capa del perfil de suelo
por la concentracion de N de la solucion del suelo en dicha capa del perfil. Debido a la
imposibilidad de asignar el agua eventualmente recibida en forma de lluvia al flujo
transpiratorio de las diferentes capas del perfil, en el nivel A- el flujo convectivo de N se
calculd sélo para aquellos periodos de tiempo en los que no se registraron lluvias
significativas. Por otro lado, dado que durante los experimentos la napa freatica estuvo
relativamente cerca de la superficie (a una profundidad de =2 m) no se puede descartar
ascenso capilar; sin embargo, el hecho de que la pastura manifesto estrés hidrico cada
vez que el horizonte superficial se secé (Figs.17 y 19) sugiere que el ascenso capilar no
contribuiria de forma significativa en el abastecimiento de las necesidades de agua de
la pastura en situaciones como la evaluada, esto es, durante la estacion calida y con

una alta demanda atmosférica.

El flujo convectivo de N para cada capa de suelo fue entonces calculado como:

FCyn.= mT 22
N;;— g, | (22)

donde FCy;y Nnj son el flujo convectivo de N (en mg N m=2 dia™") y el contenido de N
en forma de nitrato (en mg N m=) correspondiente al dia i en la capa de suelo j,
respectivamente. El flujo convectivo de N para todo el perfil del suelo en el dia i (FCh;,
en mg N m-2dia~") luego resulta de sumar los flujos estimados para todas las capas del

perfil:

FCy,= Z FCx, (23)
j

El flujo difusivo de N se estimé asumiendo raices equidistantes y dispuestas
verticalmente, y asumiendo también que la concentracion de N mineral (nitrato mas
amonio) en la superficie de la raiz era nula, de modo que el gradiente de

concentraciones de N que impulsa el proceso de difusion, esto es, entre la solucién del
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suelo y la superficie de raices, era igual a la concentracién mineral de N en la solucion

del suelo estimada. El flujo difusivo de N de fue entonces calculado como:

donde FDy; es el flujo difusivo de N correspondiente al dia i/ en el horizonte j (en mg N

m~2 dia™"), D es el coeficiente de difusion del N mineral a capacidad de campo (en cm?
dia™'), y FASTP;y Nn+aj son la FASTP (en proporcion) y la concentracion de N mineral
(nitrato mas amonio) en la solucion del suelo (en kg N ha~' mm™') estimadas el dia i en
la capa de suelo j, respectivamente. La hipétesis de una distribucion de raices uniforme
resulta en una maximizacion del flujo de difusion. En realidad, las raices estan
distribuidas heterogéneamente, por lo que el flujo de difusion es menor. Para
contrarrestar este efecto, el valor de D empleado en la Ecuaciéon 24 es de 0.018 cm?
dia™", menor que las mediciones de D que han sido reportadas en la literatura (Brisson
et al., 2009). El flujo difusivo de N para todo el perfil de suelo en el dia i (FDy, en mg N
m~2 dia™") luego resulta de la suma de los flujos de difusién estimados para todas las

capas de suelo:
FDNi= ZJ FDNij (25)

Finalmente, el flujo total de N del suelo en el dia i (FTn, en mg N m= dia™") resulta de

la suma de los componentes convectivo y difusivo:
FTNi= FCNi+ FDNi (26)

3.2.4. Analisis de la magnitud de los efectos del estrés hidrico, del estrés
nitrogenado y del estrés combinado hidrico+nitrogenado sobre las

variables de respuesta cuantificadas en los experimentos

Se calculdé y comparé la magnitud de los efectos de los estreses simples y del estrés
combinado empleando la razén de respuesta (RR), definida como la razén entre la
performance medida bajo estrés y la performance medida en ausencia de estrés
(Hedges et al., 1999). La RR cuantifica cambios proporcionales, posibilitando de este
modo realizar comparaciones de los efectos observados sobre variables medidas en
diferentes unidades, y asume que los efectos de los diferentes factores de estrés son
multiplicativos, no aditivos (Schafer y Piggott, 2018), lo cual es mas razonable desde el
punto de vista biolégico (Sih et al., 1998). Sin embargo, las RR pueden tener

propiedades estadisticas indeseables como por ejemplo distribuciones altamente
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asimétricas, inconveniente que comunmente es remediado mediante el uso de sus
logaritmos naturales (L) (Hedges et al., 1999; Rosenberg et al., 2013). De este modo, la

magnitud del efecto del estrés hidrico fue calculado como (Hedges et al., 1999):

_ _ YA-N+ S -
La=InRRA=In{ ¢ =INYan:—InYains (27)
A+N+
el cual tiene una varianza igual a:
2 2
OA— o
(OLA)Z_ (Oa-N+) (Oa+N+) (28)

T (Yan+)? Nans  (Yams)? - Nasns

donde Y, oy N son el valor medio de la variable de crecimiento a comparar, su desvio
estandar y el numero de réplicas de tratamiento, respectivamente. La magnitud del
efecto del estrés nitrogenado (Ln= In RRn) y del estrés combinado hidrico+nitrogenado
(La+n= In RRa+n) asi como sus varianzas se calcularon analogamente, reemplazando
Yan+, (Oan+)? Y Nans por Yan-, (Oan-)? ¥ Nawn- (para el estrés nitrogenado), o por
Ya-n-, (0an-)? Y Nan- (para el estrés combinado). Las magnitudes de los efectos simples
del estrés hidrico y del nitrogenado se calcularon soélo con informacién indicando el
efecto de un estrés cuando el otro factor de estrés estuvo ausente (esto es, La se calculd
con informacion del nivel N+, mientras que L se calculd con informacion del nivel A+),
ya que de otro modo La y Ln resultarian sesgados cada vez que la respuesta de la
pastura mostrara una interaccion entre ambos estreses (Crain et al., 2008; Folt et al.,
1999). Se calcularon intervalos de confianza del 90% para cada L de acuerdo con
Hedges et al. (1999):

Lit(E) 29

donde t es el valor critico de la distribucion t de Student con N—-1 grados de libertad (t=
2.92). Los intervalos de confianza para las RR fueron luego obtenidos calculando los
antilogaritmos de los intervalos de confianza para L. Se considerd que un factor de
estrés generd un efecto significativo sobre la variable de respuesta cada vez que el
intervalo de confianza de la RR no incluyd el valor uno. También, si los intervalos de
confianza alrededor de dos RR no se solaparon, entonces se considerd que los estreses

tuvieron efectos de magnitud significativamente diferente sobre la variable de respuesta.

La RRa+n Observada deberia coincidir con aquella predicha por los valores de RRay

RRn observados si los estreses hidrico y nitrogenado tuvieran efectos multiplicativos:
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RRa+n predicha= RRa observada-RRn observada (30)

Una correspondencia perfecta entre los valores observados y predichos de RRa:n es
sin embargo poco frecuente, por lo tanto, para concluir si una eventual diferencia entre
dichos valores es indicativa de una interaccion agua-N significativa —ya sea sinérgica
0 antagonica— o no lo es, la magnitud de la interacciéon agua-N se evalu6 como una
magnitud de efecto en si misma calculando la diferencia entre los logaritmos de las RR
obtenidos para estrés hidrico en condiciones de estrés nitrogenado y para estrés hidrico

en ausencia de estrés nitrogenado (y viceversa) (Hedges et al., 1999):
Y a-n- Y Y a-n- Y A+N-
L= In<_AN )—In(-A N*>=|n<_AN )—In<_A+N> (31)
Y a+N- YasN+ Y AN+ YasN+

L=In Yan.—In Yasne — In Yans + In Yaens (32)

y luego:

donde L, es el tamano del efecto de la interaccion agua-N, que tiene una varianza:

( Ll)z_ (0an-)? (Oan+)? (Oam-)? (Oasn+)? (33)

T (YanD?Nan-  (Yans)®Nans (Va2 Name  (Yasns)2Nasne

Para cada variable de crecimiento analizada, se calcularon los intervalos de
confianza del 90% para la magnitud del efecto de la interaccién del mismo modo que se
lo hizo para las magnitudes de los efectos de los estreses simples y del estrés
combinado. Los intervalos de confianza para los efectos de la interaccién agua-N fueron
luego obtenidos calculando los antilogaritmos de los intervalos de confianza para L. Se
asumié una respuesta de la variable de crecimiento no significativamente diferente de
aquella propuesta por el modelo multiplicativo, esto es, ausencia de interaccién, cada
vez que el antilogaritmo del intervalo de confianza de L, incluyé el valor uno (Crain et al.,
2008). Por analogia, intervalos de confianza para L, que no se solaparon con uno se
asumieron como indicativos de una interaccion agua-N significativa, ya sea de
antagonismo (intervalos por encima de uno) o de sinergismo (intervalos por debajo de

uno).
3.2.5. Analisis estadistico

La significancia estadistica (a= 0.05) de los efectos de tratamiento sobre la BA,
biomasa de raices, LRE, DLR, B, B., IAF, pRlin, TEF e INN se determin6 empleando
modelos mixtos, con los efectos de bloque, bloque-nivel de agua y bloque-nivel de

agua-nivel de N como aleatorios. Del mismo modo, para aquellas variables integradas
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en el tiempo (INNmpt, TAH100, VMFrpt, valor medio diario de FTy,), se aplicé un modelo

mixto con los efectos de bloque y bloque-nivel de agua como aleatorios (Littell et al.,
2006). En ambos casos, se us6 el procedimiento MIXED del paquete informatico SAS
(v 14.1, SAS Institute, Cary, NC, USA), seleccionando la opcion NOBOUND cuando
alguno de los estimadores de los parametros de covarianza resultd igual a cero y
seleccionando en la instruccion MODEL la opcion SATTERTH para calcular los grados
de libertad de acuerdo con el método de Satterthwaite (SAS, 2015b). Para la
comparacion de medias de tratamiento se usd la opcidn SLICE de la instruccion
LSMEANS.

Se empled el procedimiento REG para realizar regresiones lineales simples y
multiples mediante el método de minimos cuadrados (SAS, 2015d). En el segundo caso,
las variables a mantener en el modelo fueron seleccionadas con el método backward.
Las pendientes de las regresiones de la BA 'y de la BT en funcién de la RFAir acumulada
se compararon como se indico en la Seccion 2.2.7. El coeficiente de determinacion R?

se calculé segun Kvalseth (1985):

Yy - 9)?

2_ — —
RS0 —y?

(34)
donde y, y e y son el valor observado en la variable de respuesta, su valor medio y su

valor predicho, respectivamente.

Se empled el procedimiento NLIN (SAS, 2015c) para ajustar el modelo lineal-plateau
sobre la informacion de FASTP vs. Wy, asi como para ajustar el modelo de Gale y Grigal

sobre la informacién de largo y biomasa de raices acumulados vs. profundidad del perfil.

3.3. Resultados

3.3.1. Condiciones meteorolégicas y disponibilidad de agua en el suelo

La radiacion incidente y la T, fueron mas altas y la humedad relativa del aire fue mas
baja en el Experimento Verano 2009, resultando en valores mas altos de ET, y de déficit
de presién de vapor (DPV) que en el Experimento Verano 2010bis (Tabla 4; la evolucion
mensual de la T, de la ETo y de las lluvias en cada uno de los experimentos se presenta
en la Fig.l del Apéndice). Esto, en conjuncién con una menor lluvia acumulada, hizo que
el nivel A- enfrentara condiciones de crecimiento muy severas en el verano de 2009.
Los eventos de déficit hidrico durante la estacion calida son usuales en Balcarce.
Durante el periodo 1971-2021, el déficit de lluvias (la diferencia entre la ETo acumulada

y las lluvias acumuladas) medio para el bimestre enero-febrero es de 80 mm. Sin
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embargo, el déficit de lluvias durante enero-febrero de 2009 fue de 237 mm, un valor
récord para el periodo, apenas mayor al valor de 236 mm registrado en 1972 (INTA,
s.f.). Por el contrario, el déficit de lluvias durante enero-febrero 2010 fue de 92 mm, por
lo que el verano de 2010 puede ser considerado como un verano promedio en lo que

respecta al nivel de déficit hidrico.

Tabla 4. Valores alcanzados por las variables meteoroldgicas registradas durante ambos experimentos.

Experimento Rad.iac.ic')n global T, ET,2 HR? DPV4  Lluvia
(periodo evaluado) incidente
MJ m2 dia~’ °C mm dia™" % kPa mm
Verano 2009
(30/12/08-12/2/09) 24.0 21.7 6.2 65 1.04 86
Verano 2010bis 21.7 205 5.7 71 078 111

(30/12/09-8/2/10)

"Temperatura del aire.
2Evapotranspiracion de Referencia.
SHumedad relativa.

“Déficit de presion de vapor.

Una napa freatica que se ubicé a una profundidad de alrededor de 2 m durante los
periodos de experimentacion genero valores elevados y constantes de 6, en el subsuelo
(Fig.17). De hecho, por debajo de los 60 cm de profundidad la 6, siempre se ubico por
encima del nivel de capacidad de campo (Fig.18). En contraste, la 6, en las capas
superficiales del perfil fluctué marcadamente durante los experimentos (Fig.17). De este
modo, solo la fraccion mas superficial del sistema radical de festuca alta experimento
las condiciones contrastantes de disponibilidad de agua que se intentaron imponer en
los experimentos. En 2009, la 8, del nivel A— disminuyé rapidamente durante la primera
parte (=350 °Cd) del experimento. En esta etapa, aun el nivel A+ registré una leve
reduccion en la 6,, de los horizontes superficiales debido a que la ldmina de riego
aplicada no fue lo suficientemente elevada como para abastecer las necesidades de
agua de una pastura expuesta a demandas evaporativas tan altas. Los menores valores
de 6, fueron medidos en el nivel A— el 20 de enero de 2009, con 13.3-13.6% para la
capa de 0-0.2m. A partir del 20 de enero comenzo una fase de recuperacion de la 6,, y
estas condiciones de mayor humedad de suelo se mostraron mayormente invariables
durante el resto del experimento. En 2010, el nivel A— enfrentdé un periodo seco algo
mas tarde que en 2009 (=450 °Cd), con la 8, de los horizontes superficiales
disminuyendo hasta el dia 29 de enero, cuando comenzo6 un periodo humedo que se
extendioé durante el resto del experimento. Los niveles minimos de 6, medidos en 2010
fueron de 16.9-17.9% y 16.8-18.5% en las capas 0-0.1 y 0.1-0.2 m, respectivamente.

Determinaciones de laboratorio realizadas sobre el suelo evaluado arrojaron valores de
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Fig.17. Contenido volumétrico de agua (6,) en cada capa del perfil del suelo (lineas, eje y izquierdo) y agua
recibida (en mm) en forma de lluvia y/o riego (columnas, eje y derecho) registrados en pasturas de festuca
alta creciendo bajo dos niveles de disponibilidad de agua (A—: secano; A+: riego) y de N (N—: 40 kg N ha™";
N+: 200 kg N ha™") en los Experimentos Verano 2009 (a, ¢, e y g) y 2010bis (b, d, f y h). Las barras verticales
indican + 1 EE de la media (n= 3). Lineas de diferentes colores indican los valores de 6, a los niveles de
capacidad de campo (lineas continuas) y del punto de marchitez permanente (lineas discontinuas) para
cada capa del perfil de suelo, presentandose éstos por separado a los fines de facilitar la lectura de la figura:
lineas rojas, azules, verdes y purpuras indican los valores para las capas 0-0.2m (a, b), 0.2-0.4m (c, d), 0.4-

0.6m (e, f) y 0.6-1.0m (g, h), respectivamente.

16.4% y 15.0% para la 6, a un nivel de succion de 15 bares (punto de marchitez

permanente) en las profundidades 0-0.1 y 0.1-0.2 m, respectivamente, lo cual permite

poner en perspectiva el nivel de escasez de agua enfrentado por el nivel A— durante los

experimentos. Con respecto a la ©©0,, ésta vario entre 26 y 31% dependiendo de la

profundidad (Fig.18). Luego, con valores de densidad aparente que oscilaron entre

1.40

y 1.48 g cm~ suelo, los calculos arrojan para el perfil de suelo un valor de 49 mm para

el acumulado de agua transpirable por la pastura hasta los 0.6 m de profundidad.
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Fig.18. Variacion en funcién de la profundidad de la humedad volumétrica del suelo medida a —0.33 bar
(capacidad de campo, ©©6,, linea continua) y del valor limite de descenso en la 6, registrado en ambos
experimentos de verano (-P8,, linea discontinua).

3.3.2. Estado hidrico de la pastura

El nivel de disponibilidad de N no tuvo un efecto significativo sobre el W, en 2009 (p=
0.31) asi como tampoco en 2010 (p= 0.23) (Fig.19). El nivel de disponibilidad de agua
si tuvo un gran efecto sobre el W, en ambos experimentos. El valor maximo de Wy
registrado fue de —-0.07 MPa, lo que sugiere que, aunque minima, la transpiracion
nocturna fue significativa. En 2009, el W, del nivel A— comenzd a diferenciarse
significativamente del correspondiente al nivel A+ en la medicién del 13 de enero y esta
diferencia se ampli6 marcadamente el 20 de enero, fecha en la que el nivel A-
enfrentaba un severo estrés hidrico, con valores de W, de —-2.28 y —1.95 MPa para los
tratamientos A-N-— y A—N+, respectivamente. El nivel A+ también registré su W, minimo
el dia 20 de enero, con valores de entre —0.45 y —0.48 MPa. Luego de la rehumectacion,
el Wy del nivel A—iguald al de A+ hasta el 12 de febrero inclusive, enfrentando A— una
leve reduccién en su estado hidrico durante la ultima semana del experimento.

8/1/09 16/1/09 24/1/09 1/2/09 9/2/09 17/2/097/1/10  15/1/10 23/1/10 31/1/10  8/2/10
0.0 | 1 1 1 1 1 1 1 1

. 5 n ™ ] . ] : ] u

05 - | A 8 i
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5
515 -

20 - o]

2 a
25 1 . b

Fig.19. Potencial agua foliar pre-alba (V) registrado en pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles
de disponibilidad de agua (simbolos vacios y llenos denotan condiciones de secano y bajo irrigacion,
respectivamente) y de N (triangulos y cuadrados denotan niveles de 40 y 200 kg de N ha™', respectivamente)
durante los Experimentos Verano 2009 (a) y 2010bis (b). Las areas de color gris denotan los periodos secos
en cada experimento. Las barras verticales indican + 1 EE de la media (n= 3).
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En 2010, el Wh correspondiente al nivel A— fue ligeramente inferior al del nivel A+ en
la primera medicion realizada el 8 de enero: —0.41 vs —0.29 MPa (p= 0.049). Una lluvia
de 30 mm registrada pocos dias después (12 de enero) evitd que el nivel A— enfrentara
un estrés hidrico significativo durante la primera etapa del experimento. El valor minimo
de W, para los tratamientos A— se alcanzé el 29 de enero con una media de —0.78 MPa.
La rehumectacion posterior hizo que el estado hidrico del nivel A— no se diferenciara de

aquel correspondiente a los tratamientos regados durante el resto del experimento.

De este modo, las variaciones observadas tanto en la 6, como en el W, permitieron
definir, para el nivel A—, “periodos secos” y “periodos humedos” en ambos experimentos:
en el verano 2009, se registré un periodo seco entre el 13 y el 20 de enero, mientras
que el resto del experimento puede considerarse como humedo; mientras que en el
verano de 2010 el periodo inicial hasta el dia 22 de enero fue humedo, seguido de un
periodo seco entre el 23 y el 29 de enero y finalizando el experimento con un periodo
humedo que comenzod el 30 de enero. Los periodos secos de ambos experimentos son

sefalados en la Fig.19 mediante un area coloreada.

Los modelos del tipo lineal-plateau describieron adecuadamente la relacién entre el
W,y la disponibilidad de agua en el suelo (Fig.20). El valor umbral de la FASTP asociado
con el comienzo del estrés hidrico fue algo mayor en 2009 que en 2010 (0.45 vs 0.40),
y en 2009 el W, también disminuyd mas aceleradamente una vez que el nivel de
humedad de suelo atravesé dicho valor umbral. Las relaciones ETR/ET, medias

estimadas durante el periodo seco de 2009 (13 al 20 de enero) para los niveles A—y A+

FASTP

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
0.0 Il Il Il

-3.0 -
Fig.20. Relacion entre el potencial agua foliar pre-alba (W) en pasturas de festuca alta y la disponibilidad
de agua en el suelo, expresada como la fraccién del agua del suelo transpirable por la planta (FASTP). La
ecuacion del modelo lineal-plateau ajustado para el Experimento Verano 2009 (simbolos negros) es: Wh=
7.48-FASTP — 3.60 (para FASTP< 0.45) y Wh=—-0.20 (para FASTP> 0.45), R?= 0.76; y para el Experimento
Verano 2010bis (simbolos grises) es: W= 3.73-FASTP — 1.68 (para FASTP< 0.40) y W= -0.17 (para
FASTP> 0.40), R?= 0.65.
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fueron de 0.69 y 0.95, respectivamente. En 2010 (23 al 29 de enero) los valores

correspondientes fueron 0.78 y 0.99, respectivamente.
3.3.3. Uso de agua de la pastura

Una respuesta positiva de la T al agregado de N fue evidente (Fig.21), la que opero
mayormente a través de incrementos en el area foliar (Fig.23a y 23b), dado que el
agregado de N no mostré un impacto sustancial sobre el estado hidrico de la pastura
(Fig.19). En 2009, la T de los tratamientos A— durante el periodo seco promedi6 un 57%
de la ETo, mientras que en 2010 ésta vario entre 22% (para A—N-, afectado por una baja
area foliar, Fig.23b) y 44% (para A—N+). La T del nivel A— se recupero rapidamente una
vez finalizado el periodo seco, sobre todo en 2010. Considerando la integridad de los
experimentos, el nivel A— transpiré un promedio de 63% de la ETo en 2009, y entre 42 y
67% en 2010.
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Fig.21. Transpiracion en pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua
(simbolos vacios y linea discontinua: secano; simbolos llenos y linea continua: riego) y de N (triangulos y
cuadrados denotan niveles de 40 y 200 kg de N ha~', respectivamente) durante los Experimentos Verano
2009 (a) y 2010bis (b). La linea de color gris indica la ETo. Las areas de color gris denotan los periodos
secos en cada experimento. Las barras verticales indican + 1 EE de la media (n= 3).

3.3.4. Morfogénesis foliar

El periodo de crecimiento de la pastura analizado comprendié hasta el 12 de febrero
en 2009 y hasta el 8 de febrero en 2010; los ultimos (quintos) muestreos de BA fueron
realizados posterior al intervalo de tiempo equivalente a la VMF calculada (Tabla 5) y
por lo tanto no fueron considerados en el andlisis. Tanto en 2009 como en 2010, se
detectaron interacciones agua-N-fecha de muestreo, N-fecha de muestreo y agua-fecha
de muestreo estadisticamente significativas (p<0.05). Los efectos positivos de la
disponibilidad de agua y de N sobre la TEF fueron evidentes (Fig.22). En 2009, sin
embargo, y en concordancia con lo mostrado por el Wy, no sélo el nivel A— si no también
el nivel A+ mostré una reduccion en la TEF durante el periodo seco registrado a

mediados de enero. La TEF del nivel A- fue de, todos modos, significativamente menor
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a la de A+ en este periodo (p< 0.05). Considerando la integridad del experimento, la

TEFmpt se redujo un 22% por el estrés nitrogenado y un 39% por el estrés hidrico.

En 2010, la diferencia en la TEF alcanzada entre ambos niveles de disponibilidad de
agua una vez mas se vio maximizada durante el periodo seco (22 al 29 de enero). Pero
aun antes de este periodo, hubo un efecto substancial de la disponibilidad de agua sobre
la TEF del nivel N+, aun cuando las lluvias registradas los dias 12 y 18 de enero hacen
altamente improbable que estos tratamientos hayan tenido un W, significativamente
diferente. En 2010, los estreses nitrogenado e hidrico redujeron la TEFm,: en 42% y en
66%, respectivamente. El mayor efecto del N sobre la TEF en 2010 puede adjudicarse
a que el menor nivel de estrés hidrico posibilitd mayores respuestas al N, mientras que
la mayor respuesta al agua también observada en 2010 se deberia que el nivel A+ no
experimenté reduccion alguna en su W, en ninguna etapa del experimento, a diferencia
de lo acontecido en 2009. Notablemente, en ambos experimentos la TEF de los
tratamientos A— se recobré abruptamente una vez terminado el periodo seco, con el

tratamiento N+ mostrando una TEF aun mayor que su contraparte irrigada.
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Fig.22. Tasa de elongacion foliar (TEF) diaria (eje Y izquierdo) en pasturas de festuca alta expuestas a dos
niveles de disponibilidad de agua (simbolos vacios y linea discontinua: secano; simbolos llenos y linea
continua: riego) y de N (triangulos y cuadrados denotan niveles de 40 y 200 kg de N ha™', respectivamente)
durante los Experimentos Verano 2009 (a) y 2010bis (b). La linea gris discontinua indica la temperatura
media diaria del aire (eje Y izquierdo) y la linea gris continua indica el valor diario de déficit de presion de
vapor (DPV, eje Y derecho). Las areas de color gris denotan los periodos secos en cada experimento. Las
barras verticales indican + 1 EE de la media (n= 3).

El incremento en la disponibilidad de N se asocié con disminuciones significativas en
la VMF, excepto para el nivel A+ en el verano de 2010 (Tabla 5). Con respecto al efecto
de la sequia, un evento de intensidad moderada como el registrado en el verano de
2010 resulté en mayor VMF, pero solo para la condicion N—, no registrandose efectos
significativos en el nivel N+. En 2009, en cambio, un estrés hidrico mucho mas severo
genero disminuciones en la longevidad de las hojas, independientemente de la

disponibilidad de N. Con respecto a la TAH, ésta mostré una alta respuesta a las
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disponibilidades de agua y N. En 2009, tanto la adicion de N como de agua
incrementaron la TAH, aunque la ultima de forma no significativa. En 2010 los resultados

fueron similares, con la excepcion de que no se noté un efecto del N en condiciones A+.

Tabla 5. Valores medios ponderados durante el periodo experimental para la vida media foliar
(VMFpt, en °Cd) y la tasa de aparicion de hojas (TAH100, €en nimero de hojas aparecidas
macollo~" en un periodo de 100 °Cd) en pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles de
disponibilidad de agua (A—: secano; A+: riego) y de N (N—: 40 kg N ha™'; N+: 200 kg de N ha™")
durante experimentos conducidos en los veranos de 2009 y de 2010.

Verano 2009 Verano 2010bis
VMF mpt TAH100 VMF mpt TAH100
A N- 685b" (55)2  0.35a (0.02) 758a (19) 0.29a (0.01)
N+ 579a (30) 0.45b (0.01) 648b (18) 0.50b (0.02)
A+ N- 788c (73) 0.41a (0.02) 607b (39) 0.48b (0.01)
N+ 690b (19) 0.48b (0.02) 655b (16) 0.47b (0.03)
Significancia de la interacciéon 0.91 0.47 0.01 0.02

agua-N (valor p)
Letras comparan tratamientos dentro de cada experimento con un a de 0.05.
2Error estandar.

3.3.5. Respuestas de la produccion de biomasa aérea y del area foliar al

aguayalN

La respuesta de la produccion de BA a los estreses hidrico y nitrogenado fueron
consistentes entre experimentos (Fig.23). Las TC maximas fueron observadas en el
tratamiento A+N+ con un promedio de 0.150-0.158 Mg MS ha™' dia™". Tanto el estrés
hidrico como el nitrogenado tuvieron grandes efectos sobre el crecimiento de la pastura,
mostrando el tratamiento A-N— una TC promedio de sélo 0.056-0.062 Mg MS ha™’
dia™'. La acumulacién de BA mostré una interaccion agua-N-fecha de muestreo
significativa (p=0.05) en 2009. La acumulacion de BA de los tratamientos A— no mostré
efecto significativo del N durante el periodo seco (13 al 20 de enero), mientras que en el
nivel A+ solo en el muestreo inicial no hubo respuesta al N (p> 0.42). La BA acumulada
por los tratamientos A—, e incluso la del tratamiento A+N-, disminuyd entre los
muestreos del 13 y del 21 de enero de 2009. Los estreses hidrico y nitrogenado también
mostraron un efecto negativo sobre el area foliar pero sélo el efecto del N fue significativo
(p< 0.01), quedando al borde de la significancia tanto el efecto del estrés hidrico (p=
0.08) como de la interaccion agua-N (p< 0.07). Como sucediera con la acumulacion de
BA, la expansioén del area foliar se frené durante el periodo seco; es mas, en casi todos
los tratamientos el IAF disminuy6 entre el 13 y el 21 de enero de 2009, pero una vez
finalizado éste todos los tratamientos mostraron incrementos significativos de su area

foliar entre muestreos sucesivos.
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Fig.23. Evolucion a lo largo del tiempo del indice de area foliar (IAF) y la biomasa aérea (BA) acumulada en
pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua (simbolos vacios y linea
discontinua: secano; simbolos llenos y linea continua: riego) y de N (triangulos y cuadrados denotan niveles
de 40 y 200 kg de N ha', respectivamente) durante los Experimentos Verano 2009 (a, c) y 2010bis (b, d).
Las areas de color gris denotan los periodos secos en cada experimento. Las barras verticales indican + 1

EE de la media (n= 3).

Las reducciones observadas en BA e IAF durante el periodo seco de 2009 se
replicaron en la poblacion de macollos de la pastura (Fig.24). La densidad de macollos
disminuy6 significativamente (p< 0.05) entre el 13 y el 21 de enero y se recuperd
rapidamente luego de la rehumectacién, con todos los tratamientos alcanzando en la
fecha del 12 de febrero su densidad techo de macollos con valores de entre 2500 (nivel

N-) y 3300 (nivel N+) macollos m=2,
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Fig.24. Evolucion a lo largo del tiempo de la densidad de macollos en pasturas de festuca alta expuestas a
dos niveles de disponibilidad de agua (simbolos vacios y linea discontinua: secano; simbolos llenos y linea
continua: riego) y de N (triangulos y cuadrados denotan niveles de 40 y 200 kg de N ha™', respectivamente)
durante el Experimento Verano 2009. El area de color gris denota el periodo seco del experimento. Las
barras verticales indican + 1 EE de la media (n= 3).
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En 2010, debido a la disponibilidad hidrica no limitante experimentada por el nivel A+
y a la menor intensidad del estrés hidrico registrado durante el periodo seco, los efectos
del agua y del N sobre el crecimiento de la pastura fueron aun mas evidentes: el IAF
mostroé interacciones N-fecha de muestreo y agua-fecha de muestreo significativas y la
BA mostrd interaccion significativa agua-N-fecha de muestreo, siendo los valores
alcanzados por ambas variables significativamente afectados (p< 0.01) por las
disponibilidades de agua y N en todos los muestreos que tuvieron lugar a partir del 20

de enero.
3.3.6. Desarrollo del sistema radical

El desarrollo subterraneo de la pastura se mostré mucho menos sensible que la BA
a las condiciones hidrico-nitrogenadas. La biomasa de raices acumulada hasta el metro
de profundidad no mostré interaccion significativa de ningun tipo (p>0.43) y tampoco fue
significativamente afectada ni por el régimen hidrico (p> 0.30) ni por la disponibilidad de
N (p> 0.36) en ningun experimento (Fig.25). Por el contrario, se observaron efectos
significativos de la fecha de muestreo (p< 0.005) en ambos experimentos. En 2009, la
biomasa total de raices oscilé entre 679 y 929 g MS m~2, mientras que en 2010 lo hizo
entre 583 y 737 g MS m2. Excepto para el tratamiento A-N- en 2010, en general la
biomasa de raices se incrementod durante el experimento, aunque esto fue mas notable
en 2009: la biomasa total de raices al final del experimento fue 37% mayor que al inicio,
mientras que en 2010 el aumento correspondiente fue del 23%. Tal como muestra la
Fig.25, la distribucién vertical de las raices en el perfil del suelo mostr6 alta asimetria
con una preponderancia de los horizontes superficiales. El incremento en la biomasa de
raices observado durante los experimentos también fue la resultante de un crecimiento
neto de raices registrado mayoritariamente en los horizontes superiores del perfil, con
una respuesta que se fue atenuando gradualmente con la profundidad. En 2009, el
incremento de la biomasa de raices fue significativo (p< 0.001) en la capa 0-0.2 my
apenas no significativo (p= 0.058) en la capa 0.2-0.4 m, mientras que en 2010 el
incremento fue no significativo (p= 0.135) en 0-0.2 m y significativo (p< 0.001) para 0.2-
0.4 m. Con respecto al analisis de la distribucion vertical acumulada de la biomasa y el
largo de raices en el perfil de suelo, los parametros S calculados para el Experimento
Verano 2010bis mostraron ausencia de efectos de agua o de N, ni variacion significativa
durante el experimento. Los valores fs y L promediaron 0.947 y 0.949,
respectivamente. En el verano de 2009, Bs tampoco acuso efectos del agua o de N. El

incremento en la biomasa de raices observado con el transcurso de los muestreos en
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Fig.25. Evolucion a lo largo del tiempo de la biomasa de raices y de la densidad del largo de raices (DLR)
en pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua (simbolos vacios y linea
discontinua: secano; simbolos llenos y linea continua: riego) y de N (triangulos y cuadrados denotan niveles
de 40 y 200 kg de N ha™', respectivamente) durante los Experimentos Verano 2009 (a, ¢) y 2010bis (b, d).
Simbolos de color negro, gris, verde y rojo indican valores observados en las profundidades del suelo
0-0.2, 0.2-0.4, 0.4-0.6 y 0.6-1.0 m, respectivamente. Las areas de color gris denotan los periodos secos en
cada experimento. Las barras verticales indican + 1 EE de la media (n= 3).

las capas superiores, sin embargo, si resultdé significativo para el analisis de la
distribucion acumulada, con un Bgsde valor progresivamente menor (p= 0.004) indicando
una distribucion de raices paulatinamente mas superficial con el progreso del
experimento (Tabla 6). Aunque no significativamente (p= 0.22), el L también disminuyo
durante 2009, desde un valor de 0.948 en el muestreo inicial hasta 0.935 en el ultimo

muestreo (datos no presentados).

Tabla 6. Coeficientes describiendo la distribucion vertical acumulada de la biomasa de raices de festuca
alta en el perfil del suelo (Bs), calculados para cinco fechas de muestreo del Experimento Verano 2009.
Enero de 2009 Febrero de 2009
Dia 12 Dia 19 Dia 27 Dia 10 Dia 18
0.951'a? (0.003)3 0.943ab (0.002)  0.943ab (0.003) 0.940bc (0.003) 0.931¢ (0.007)
"Media de cuatro tratamientos (dos niveles de disponibilidad de agua-dos niveles de disponibilidad de N).

2Valores que no comparten ninguna letra son estadisticamente diferentes con un a de 0.05.
SError estandar.

Excepto en el horizonte superficial de 0 a 0.1 m en 2010, para el cual se observé un
incremento significativo de 95 a 115 m g~' entre el primer y el Gltimo muestreo, el LRE
de festuca alta fue bastante estable durante los experimentos, con un promedio de 110
y 122 m g~' para todo el perfil en 2009 y 2010, respectivamente (datos no presentados).

En 2009, sdélo el LRE de la capa 0-0.2 m mostré algun efecto de los tratamientos
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aplicados (112 vs 100 m g~' para los niveles N— y N+, respectivamente), mientras que
en 2010 se registré una respuesta opuesta en la capa 0.4-0.6 m (109 [N—] vs 125 [N+]
m g~'). De este modo, la DLR de la pastura siguié una tendencia similar a lo largo de los
experimentos a la mostrada por la biomasa de raices (Fig.25), incrementandose
significativamente (p= 0.005) en la capa 0-0.2 m en 2009. En 2010, el incremento en la
DLR fue en cambio significativo tanto para la capa 0-0.2 m (p= 0.022) como para la capa
0.2-0.4 m (p<0.001), pero no se hallaron efectos significativos del agua y del N sobre la
DLR.

Las raices finas (diametro< 0.2 mm) mostraron ser un componente mayoritario del
sistema radical de festuca alta. La proporcién del largo de raices constituido por raices
finas disminuy6 con la profundidad, variando desde un maximo de 0.73 en la capa
superficial hasta un minimo de 0.64 en la capa 0.6-1.0 (promedio de ambos
experimentos, datos no presentados). En concordancia, el diametro promedio de las
raices mostré la tendencia opuesta, incrementandose progresivamente con la
profundidad desde 0.238 mm en 0-0.2 m hasta 0.259 mm en 0.6-1.0 m. Adicionalmente,
los incrementos observados durante los experimentos en la biomasa de raices y en la
DLR se asociaron con incrementos en la proporcion de raices finas y reducciones en el
diametro promedio de raices, sefalando a la formacion de raices finas como una

respuesta importante del sistema radical de festuca alta durante la estacion calida.
3.3.7. Intercepcion de la radiacion

En 2009, el nivel N+ mostré una pRliy significativamente mayor (p=0.01) que el nivel
N- (Fig.26a). Con respecto al efecto del agua, el nivel A+ mostré una mayor pRli, que
el nivel A— (p< 0.05) durante el periodo seco (muestreos de los dias 13 y 21 de enero),
pero las diferencias ya no fueron significativas en los dos ultimos muestreos. Como
sucediera con el IAF, entre el 13 y el 21 de enero de 2009 la intercepcién de radiacion
del nivel A— disminuyd, mientras que en el nivel A+ se mantuvo estable en un valor
promedio de 0.73. La intercepcién aumenté rapidamente luego de la rehumectacién en
ambos regimenes hidricos, pero de todas maneras el valor de 95% de intercepcion se
alcanzo6 =12 dias mas tarde en el nivel A—. En el Experimento Verano 2010bis, también
fue evidente un efecto significativo (p< 0.05) de la disponibilidad de N sobre la pRli
entre el segundo y el quinto muestreo, pero este efecto fue mucho mas obvio en el nivel
A- (Fig.26b). La intercepcion de la radiacién del tratamiento A—N- se vio afectada por
el periodo seco, reduciéndose de 0.68 el dia 20 de enero a 0.60 el dia 26 de enero, y

éste nunca lleg6 a interceptar el nivel critico del 95%.
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En 2009, los valores acumulados de RFAi: por cada tratamiento no mostraron
interaccion significativa agua-N (p= 0.54), mientras que el efecto del N fue significativo
(p<0.01) y el del agua estuvo al borde de serlo (p=0.07) (Fig.26). En 2010, en cambio,
si fue significativa la interaccion agua-N (p= 0.01); en este caso, el efecto del N sélo fue

significativo (p< 0.05) en condiciones A-.
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Fig.26. Evolucion a lo largo del tiempo de la proporciéon de la radiacion incidente interceptada (pRlint) en
pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua (simbolos vacios y linea
discontinua: secano; simbolos llenos y linea continua: riego) y de N (triangulos y cuadrados denotan niveles
de 40 y 200 kg de N ha™', respectivamente) durante los Experimentos Verano 2009 (a) y 2010bis (b). La
linea punteada color gris indica el umbral de intercepcion critico del 95%, y las areas de color gris los
periodos secos en cada experimento. Las barras verticales indican + 1 EE de la media (n= 3). En las
leyendas de la figura se presentan los valores acumulados (en MJ m2) de radiacion fotosintéticamente
activa interceptada por cada tratamiento durante los experimentos; las letras que acompaian a los valores
comparan tratamientos con un a de 0.05.

3.3.8. Eficiencia de uso de la radiacidn interceptada

La EUR fue hasta un 58% mayor cuando las variaciones en biomasa de raices fueron
tenidas en cuenta (Fig.27 y Tabla 7). Tanto la disponibilidad de agua como de N tuvieron
efecto positivo sobre la EURga, con algunas diferencias entre experimentos. El
incremento en el nivel de N en el verano de 2009 genero incrementos en la EURy de
48% y 81% en los niveles A— y A+, respectivamente (el estrés hidrico redujo el estado
de nutricion nitrogenada de A—N+, lo que explicaria la menor respuesta al N en el nivel
A-); mientras que en 2010 los incrementos correspondientes observados fueron de 53%
y 45% en A—y A+, respectivamente. Por el contrario, el efecto positivo sobre la EUR<
de una mejor condicion hidrica fue mayor en 2010 —+69% y +60% para los niveles N—
y N+, respectivamente— que en 2009 —con valores correspondientes de +24% y +51%
para N—y N+, respectivamente—. De manera semejante, fueron evidentes los efectos
positivos de la mayor disponibilidad de agua y de N sobre la EURga, pero,

independientemente del tratamiento, los valores de EURga fueron en todos los casos
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Fig.27. Regresiones lineales entre la radiacion fotosintéticamente activa interceptada (RFAi.;) acumulada y
la biomasa aérea (simbolos grises) o total (aérea mas la correspondiente a raices, simbolos negros) en
pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua (A—: secano; A+: riego) y de N
(N—: 40 kg de N ha~"; N+: 200 kg de N ha™") durante los Experimentos Verano 2009 (a, c, e y g) y 2010bis
(b, d, fy h). Las barras indican + 1 EE de la media (n= 3).

mayores en 2010 que en 2009 debido a una particion aparentemente mayor del

crecimiento hacia la parte aérea (razon EURga/EURT, Tabla 7).
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Tabla 7. Eficiencias de uso de la radiacion fotosintéticamente activa para la produccién de biomasa
seca aérea (EURga) y total (aérea mas la correspondiente a raices, EURy) calculadas en pasturas de
festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua (A—: secano; A+: riego) y de N (N—: 40
kg N ha='; N+: 200 kg de N ha™") durante los experimentos conducidos en los veranos de 2009 y de
2010.

Régimen Nivel de 1 Razén
hidrico N EURsa (EE) EURr (EE) EURga/EURt
g MS MJ- R2 g MS MJ- R2
Verano 2009
A N-— 0.78a' (0.06)> 0.99™3 1.02a (0.27) 0.82" 0.76
N+ 1.12ab (0.11)  0.98™ 1.51a (0.19) 0.95" 0.74
A+ N-— 0.92a (0.10) 0.97™ 1.26a (0.10) 0.98™ 0.73
N+ 1.44b (0.13) 0.98™ 2.28b (0.12) 0.99™ 0.63
Verano 2010bis
A N-— 1.03a (0.06) 0.99™ 1.02a (0.35) 0.74" 1.00
N+ 1.38a (0.06) 0.99™ 1.56a (0.07) 0.99™ 0.88
A+ N— 1.28a (0.05) 0.99™ 1.72a (0.12) 0.97™ 0.74
N+ 2.04b (0.12) 0.95™ 2.49b (0.30) 0.96" 0.82

Letras comparan tratamientos dentro de cada experimento con un a de 0.05.

2Error estandar de la pendiente de la regresion entre la radiacion fotosintéticamente activa interceptada
acumulada y la biomasa seca aérea o total (aérea mas la correspondiente a raices) acumulada (Fig.27).
3" y ™ indican regresiones significativas con a de 0.01 y de 0.001, respectivamente.

3.3.9. Contenido de N mineral y flujos de N en el suelo, demanda de N e

indice de Nutricion Nitrogenada de la pastura

La disponibilidad de N mineral en el perfil de suelo mostré una distribucion vertical
proporcionalmente mas superficial en 2009 que en 2010 (Fig.28). En ambos
experimentos, el N mineral igualmente exhibié una clara disminucion de su presencia
con la profundidad. La evolucion del contenido de N edafico a lo largo del tiempo durante
2009 fue singular. En principio, los tratamientos del nivel N— mostraron una dinamica
muy similar entre si, con contenidos de N acumulados en todo el perfil que promediaron
los 50 kg N ha™' durante el experimento, mientras que el nivel N+ promedioé un nivel
entre 70 a 100% superior (102 vs 86 kg N ha™! para A-N+ y A+N+, respectivamente).
Sin embargo, todos los tratamientos, pero especialmente los del nivel N+, exhibieron
sus valores maximos promediando el experimento, una vez superado el periodo seco.
Este comportamiento no volvié a repetirse en 2010; si bien el tratamiento A—N+ volvié a
mostrar su contenido maximo de N mineral a mediados del experimento —durante el
periodo seco—, este cambio fue de una magnitud muy inferior a la observada en 2009.
Esto sugiere un proceso de mineralizacion de N mucho mas activo en 2009, ya sea del
N nativo o del N del fertilizante que hubiera sido inmovilizado por la biomasa microbiana
durante la etapa inicial del experimento. Se carece de la informacién necesaria para ser
mas concluyente al respecto. Al final del periodo seco de 2009, en el nivel N+ se observo
un contenido de N en el suelo notoriamente mayor bajo condiciones de secano que bajo

irrigacion (+44 kg N ha™"), pero en todo caso esta diferencia podria ser explicada casi
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en su totalidad por diferentes tasas de absorcion de N de la pastura durante el periodo
previo, a juzgar por las estimaciones de N acumulado en la biomasa total (aérea + la de

raices) que se presentan en la Fig.29 (100 vs 139 kg N ha™ para el dia 21/1/09).
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Fig.28. Evolucion a lo largo del tiempo del contenido de N mineral del suelo en forma de nitrato mas amonio
en pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua (simbolos vacios y linea
discontinua: secano; simbolos llenos y linea continua: riego) y de N (triangulos y cuadrados denotan niveles
de 40 y 200 kg de N ha™', respectivamente) durante los Experimentos Verano 2009 (a) y 2010bis (b).
Simbolos de color negro, gris, verde y rojo indican valores observados en las profundidades del suelo
0-0.2, 0.2-0.4, 0.4-0.6 y 0.6-1.0 m, respectivamente. Las areas de color gris denotan los periodos secos en
cada experimento. Las barras verticales indican £+ 1 EE de la media (n= 3).

En 2010, no se observaron contenidos tan altos de N mineral en el horizonte
superficial, pero los valores de N acumulado en todo el perfil no difirieron en demasia
de los registrados en 2009, con el nivel N- promediando de 65 a 68 kg N ha™" y el nivel
N+ entre 86 y 102 kg N ha~' durante el experimento. Durante el periodo seco, en el nivel
N+ nuevamente se hallé6 un mayor contenido de N bajo condiciones de secano (el
26/1/10, +31 kg N ha™), pero como sucediera en 2009 esto se correspondié con
diferencias en la acumulacion de N de la pastura (-20 kg N ha™", Fig.29b).
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Fig.29. Evolucioén a lo largo del tiempo de la acumulacion de N en la biomasa total (aérea + raices) en
pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua (simbolos vacios y linea
discontinua: secano; simbolos llenos y linea continua: riego) y de N (triangulos y cuadrados denotan niveles
de 40 y 200 kg de N ha™', respectivamente) durante los Experimentos Verano 2009 (a) y 2010bis (b). Las
areas de color gris denotan los periodos secos en cada experimento. Las barras verticales indican + 1 EE
de la media (n= 3).

cumulacion de N en la
biomasa total (kg N ha-')

En el verano de 2009, el INN de los tratamientos N- se mantuvo mayormente
constante durante el experimento en un nivel de =0.51 (Fig.30a), sin registrarse efectos

del nivel de disponibilidad de agua (p> 0.66). Por el contrario, la disponibilidad de agua
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afectd significativamente el estado de nutricién nitrogenada de los tratamientos N+. El
INN de A-N+ disminuy6 sensiblemente durante la intensa sequia de 2009, resultando
en una interaccion agua-N significativa (p= 0.042). EI INN de A-N+ fue
significativamente inferior al de A+N+ el 21 y el 29 de enero (p< 0.04). De este modo,
en el nivel N+ una sequia intensa generé una reduccion significativa del INNmp: del 16%
(Tabla 8).

0.4

0.2 T T T T T T T T T
13/1/09 19/1/09 25/1/09 31/1/09 6/2/09 12/2/09 13/1/10 19/1/10 25/1/10 31/1/10 6/2/10

Fig.30. Evolucién a lo largo del tiempo del indice de Nutricion Nitrogenada (INN) en pasturas de festuca alta
expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua (simbolos vacios y linea discontinua: secano; simbolos
llenos y linea continua: riego) y de N (triangulos y cuadrados denotan niveles de 40 y 200 kg de N ha™,
respectivamente) durante los Experimentos Verano 2009 (a) y 2010bis (b). Las areas de color gris denotan
los periodos secos en cada experimento. Las barras verticales indican + 1 EE de la media (n= 3).

Un efecto significativo de la disponibilidad de N sobre el INN fue también registrado
en el verano de 2010 pero, en contraste con 2009, no hubo un efecto sustancial del
régimen hidrico, ni siquiera en el nivel N+ (Fig.30b). EI INN de ambos tratamientos A—
mostré una tendencia creciente durante el experimento, mientras que el nivel A+ exhibid
una disminucion transitoria durante la primera parte de este, que luego se revirtio a partir
del 26 de enero. A diferencia de lo observado en 2009, en 2010 la disponibilidad de agua
no afectd el INNmy: (Tabla 8).

Tabla 8. indice de Nutricion Nitrogenada medio ponderado durante el periodo experimental
(INNmpt) observado en pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de
agua (A—: secano; A+: riego) y de N (N—: 40 kg N ha™'; N+: 200 kg de N ha~") durante los
veranos de 2009 y de 2010.

INNmpt
Verano 2009 Verano 2010bis
A N- 0.51a" (0.03)? 0.46a (0.01)
N+ 0.69b (0.01) 0.77b (0.01)
A+ N- 0.50a (0.03) 0.42a (0.01)
N+ 0.82c (0.01) 0.73b (0.02)
Significancia de la interaccion 0.03 0.86

agua-N (valor p)
Letras comparan tratamientos dentro de cada experimento con un a de 0.05.
2Error estandar.

La tasa de crecimiento de la pastura, mas que su valor instantaneo de BA, fue la

variable con mayor peso relativo sobre la demanda de N (Figs.31a y 31b). En el verano
de 2009, se estimaron demandas de N minimas durante el periodo seco cuando resulté

afectada la acumulacion de BA de la pastura. En tres de los cuatro tratamientos, la de-
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Fig.31. Evolucion a lo largo del tiempo de la demanda de N de la pastura y del flujo total de N del suelo en
pasturas de festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua (simbolos vacios y linea
discontinua: secano; simbolos llenos y linea continua: riego) y de N (triangulos y cuadrados denotan niveles
de 40 y 200 kg de N ha™', respectivamente) durante los Experimentos Verano 2009 (a, ¢) y 2010bis (b, d).
Las areas de color gris denotan los periodos secos de cada experimento. Las barras verticales indican + 1
EE de la media (n= 3).

manda de N habria sido nula ya que su calculo arrojé valores negativos, debido a que
éstos mostraron senescencia apreciable y por ende una tasa de crecimiento negativa
durante el déficit hidrico extremo de 2009. Una vez superado el periodo seco, la
demanda de N se recuper6 rapidamente cuando se restablecié el crecimiento. En 2010,
los valores minimos de demanda de N para ambos tratamientos del nivel A— fueron de
nuevo registrados durante el periodo seco; sin embargo, un estrés hidrico con caracter
de moderado que no tuvo un impacto tan severo sobre la tasa de crecimiento no resulté
en demandas de N tan reducidas como en 2009. En 2010 si fue mas claro el efecto del
régimen hidrico, con los tratamientos A+ mostrando una demanda de N entre 77 y 99%

mayor que los del nivel A— durante el periodo seco.

Con respecto a los flujo totales de N del suelo (conveccién + difusién), durante los
periodos humedos de los experimentos se registraron lluvias que, si bien esporadicas,
fueron de una magnitud suficiente (>20 mm) como para generar incertidumbre respecto
al nivel de profundizacion efectivo de esta humedad en el perfil del suelo en los
tratamientos del nivel A— y por ende en cémo asignar el agua de lluvia al flujo
transpiratorio de las distintas capas del perfil, de este modo imposibilitando el calculo

del FCy; para los tratamientos en secano. Tuvieron incluso lugar algunas lluvias durante
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el periodo seco de 2010, pero al ser éstas de escaso volumen (<6 mm), pudieron ser
asignadas a la transpiracién del horizonte superficial. Por lo tanto, para el nivel A— solo
se presentan los FTy, calculados durante los periodos secos de ambos experimentos
(Figs.31c y 31d). El nivel de fertilizacion nitrogenada aplicado tuvo un claro efecto sobre
los flujos de N del suelo, efecto que fue aiin mas evidente en 2009 y que estuvo asociado
al incremento en el contenido de N mineral en el horizonte superficial observado en el
nivel N+ promediando el experimento (Fig.28a). Comparando los flujos de N observados
durante los periodos secos, el N ofertado por el suelo mediante conveccion fue en
general mas importante que el aportado por el mecanismo de difusion, y esto fue mas

notorio en 2009 (64% del FTy, aportado por conveccion) debido a una T levemente

mayor y a valores de 6, que en general fueron algo inferiores en dicho experimento,
condicion que es menos conducente para el desarrollo del proceso de difusion (datos
no presentados). ¢ Tuvo el régimen hidrico un impacto decididamente negativo sobre la
oferta de N del suelo? Esta respuesta parecio diferir en funcién del nivel de N aplicado
(Tabla 9). La sequia tuvo un efecto negativo sobre la oferta de N del nivel N—: en ambos
experimentos los flujos de N de A-N— fueron menores que los de su contraparte irrigado,
aunque en 2009 esta diferencia no llegd a ser estadisticamente significativa (p= 0.09).
Sin embargo, lo anterior no desencaden6é empeoramientos en el INN de la pastura;
véase 2010 por ejemplo, donde la demanda de N de la pastura también se vio reducida
en una proporcion similar, resultando por ende en una razon oferta/demanda de N
invariable durante el periodo seco e incluso en una muy leve mejora del INN en el
muestreo del 26/1/10. Con el agregado de un nivel de N mas elevado, en cambio, no se
observo un efecto perjudicial del estrés hidrico sobre la oferta de N del suelo sino mas
bien lo contrario: para el nivel N+, los flujos de N fueron significativamente mayores —
entre 39 y 53% superiores— en condiciones de secano. Esta menor oferta de N en
condiciones irrigadas estuvo mayormente explicada por el menor contenido de N mineral

del suelo en estas condiciones (Fig.28).

La Fig.31c muestra ademas que la oferta de N del suelo fue significativa durante el
severo estrés hidrico de 2009. En todos los casos, ésta tuvo valores muy superiores a
la demanda de N de la pastura, indicando que una disminuciéon en la disponibilidad
relativa de N para la pastura —esto es, una razon oferta/demanda de N menor— no
habria sido la causa de la reduccion en el estado de nutricion nitrogenada que manifesto

el tratamiento A-N+ durante el periodo seco de 2009 (Fig.30a).
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Tabla 9. Valores medios diarios del flujo total de N del suelo (FTy,) y de la demanda de N de
la pastura (Dy;), ambos enmg N m-2dia~", estimados durante los periodos secos en pasturas

de festuca alta expuestas a dos niveles de disponibilidad de agua (A—: secano; A+: riego) y
de N (N—: 40 kg N ha™"; N+: 200 kg de N ha~") durante los veranos de 2009 y de 2010.

Verano 2009 Verano 2010bis
FTn,
A N- 86a' (4)? 103a (14)
N+ 259c (39) 397d (7)
N- 141ab (13) 179b (13)
At N+ 187b (13) 260c (39)
Significancia de la interaccion 003 <0.01
agua-N (valor p) ) )
Dy,
A N- ns3 147a (41)
N+ ns 1832 (37)
A+ N- ns 259b (81)
N+ 51 (15) 364b (12)
Significancia de la interaccion ) 058

agua-N (valor p)
Letras comparan tratamientos dentro de cada experimento con un a de 0.05.
2Error estandar.
3DNi no significativa debido a una tasa de crecimiento neta que resulté negativa.

3.4. Discusion
3.41. Un sistema radical de desarrollo predominantemente superficial

definid el estado hidrico de las pasturas de festuca alta

Festuca alta es una especie conocida por su habilidad para aprovechar el agua
disponible en horizontes profundos del perfil del suelo (Durand et al., 1997, 2007;
Lelievre et al., 2011). En las pasturas de la Pampa Deprimida, a menudo es la especie
que muestra el mejor estado hidrico durante las condiciones secas propias del verano
que son comunes en la region (Colabelli et al., 2004). Las pasturas de festuca alta tenian
sistemas radicales bien desarrollados; los valores de biomasa y largo de raices
observados en estos experimentos fueron en promedio 25 a 30% superiores a los
reportados por Durand et al. (2010) para una pastura de segundo afio en el oeste de
Francia. Pero en el ambiente local, festuca alta ubicod cerca de tres cuartas partes de su
biomasa total de raices en los 0.2 m superficiales del perfil del suelo, y la distribucién
del largo de raices fue similar. La distribucion de raices en el perfil del suelo fue entonces
relativamente superficial; de hecho, fue mas superficial que la observada por Durand et
al. (2010), diferencia que bien puede estar relacionada con las propiedades fisicas del
subsuelo en el ambiente local. El perfil cuenta con un horizonte b textural denso y
fuertemente estructurado con 21 a 30% de sodio intercambiable (horizonte natrico) de
0.4 m de espesor ubicado a una profundidad de 0.25 m. El horizonte natrico

caracteristico del Grupo Solonetz constituye precisamente la principal limitante a la
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utilizacién productiva de éstos, con dicho horizonte de permeabilidad escasa a nula
limitando no solo el eventual ascenso de la napa freatica subyacente sino también
obstruyendo el desarrollo profundo de los sistemas radicales (Lavado y Taboada, 1988;
Driessen et al., 2001; Imbellone et al., 2021). La exploracion de raices en la parte
superior del horizonte B2t (o sea, en la capa de 0.2 a 0.4 m de profundidad) disminuyo
marcadamente con respecto a la observada en la capa de suelo suprayacente, en
concordancia con trabajos previos reportando una exploracién radical reducida en
horizontes subsuperficiales natricos, duros y densos, particularmente bajo condiciones
de disponibilidad de agua suboptimas (Yang et al., 2003). No obstante, en ambos
experimentos de verano se observo un crecimiento significativo de raices no soélo en el
horizonte superficial sino también en la capa 0.2-0.4 m; el crecimiento de raices en
mayores profundidades fue, por el contrario, nulo o exiguo. De todos modos, el rango
de valores que se observo para el coeficiente § entregado por el modelo de Gale y Grigal
coincide de plano con el valor de B de 0.943 reportado para pasturas templadas

establecidas por Jackson et al. (1996).

Una distribucion de raices tan superficial, entonces, le impidié a festuca alta acceder
al agua disponible en los horizontes profundos del suelo. Por esta razon, festuca alta
enfrentd episodios de estrés hidrico de intensidad variable cada vez que la capa
superficial del suelo se secd, aun cuando habia gran cantidad de agua disponible en
profundidad. Por ejemplo, cuando el estado hidrico de los tratamientos A— registrd su
valor minimo (—1.95 a —2.27 MPa, el 20 de enero de 2009), la 6, por debajo de 0.6 m de
profundidad era = 36%, esto es, superior al nivel de capacidad de campo. Un fendmeno
similar fue observado por Gonzalez-Dugo et al. (2005) en pasturas de festuca alta de

primer afio en el centro-oeste de Francia.

Un valor tedrico de 5 cm cm™ suelo fue propuesto por van Noordwijk (1983) como la
DLR minima necesaria para que los cultivos puedan absorber agua a una tasa adecuada
cuando crecen bajo demandas evaporativas altas. Bajo una demanda atmosférica
moderada, sin embargo, un valor de DLR de 1 cm cm™ suelo le suele permitir a trigo y
a cebada extraer 90% del agua disponible (Barraclough et al., 1989; Gregory y Brown,
1989; Bonachela, 1996; King et al., 2003). En el ambiente estudiado, la DLR por debajo
de los 0.6 m de profundidad fue sélo de 0.5 a 2 cm cm=3, un rango similar al de 0.5-1 cm
cm™ observado en el estudio de Gonzalez-Dugo et al. (2005) en horizontes profundos,
hiamedos. En ambos trabajos, la demanda atmosférica fue elevada, con valores medios

de ET, superiores a 5.5 mm dia™'. De esta manera, una baja DLR desarrollada en
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profundidad habria sido la razén principal por la cual festuca alta enfrenté estrés hidrico
aun cuando habia disponibilidad de agua en el subsuelo. La evolucién de la 6, durante
los experimentos ademas sugiere que no hubo un uso sustancial del agua disponible en
profundidad (Fig.17).

Una baja disponibilidad de oxigeno en las capas profundas del suelo podria haber
constituido un factor limitante para algunas especies dado que la porosidad llena de aire
—esto es, la diferencia entre la porosidad total y la 6,— en la capa de suelode 0.6 a 1.0
m de profundidad fue menor a 8% en los momentos de estrés hidrico maximo, y este
valor es cercano al valor umbral critico en el cual ocurriria hipoxia propuesto por
Bartholomeus et al. (2008). Festuca alta, sin embargo, es una especie altamente
tolerante a condiciones de anegamiento (Ploschuk et al., 2017) y es capaz de desarrollar
un gran aerénquima (Liu et al., 2017), por lo tanto, parece improbable que la hipoxia
haya tenido que ver con el bajo uso del agua disponible en el subsuelo. Por otro lado,
los mecanismos de control anticipativo (“feedforward") mediante los cuales las raices
que crecen en capas de suelo endurecidas envian sefiales inhibitorias a la parte aérea
podrian constituir una explicacion plausible. Dichas sefales inhibitorias suelen ser de
naturaleza hormonal y pueden afectar la conductancia estomatica y la morfogénesis
foliar (Passioura, 2002). Ha sido propuesto, sin embargo, que las raices profundas
tendrian un rol crucial en la supervivencia de las especies durante periodos
extremadamente secos, pero no tendrian un papel tan gravitante en el sostenimiento de
una alta tasa de transpiracion (Pierret et al., 2016). De hecho, festuca alta ha
demostrado sufrir una mayor mortalidad debido a estrés hidrico sélo con niveles de
déficits de lluvia durante la estacion calida superiores a los 450 mm (Poirier et al., 2012).
Aun cuando déficits hidricos de tal magnitud son extremadamente raros en la Pampa
Deprimida, la profundidad de enraizamiento probablemente sea uno de los principales
atributos explicando la presencia predominante de festuca alta en este ambiente
(Colabelli et al., 2004).

La TEF muy probablemente sea el parametro de crecimiento evaluado en este
estudio con la mayor sensibilidad al estrés (Durand et al., 1995), dado que usualmente
es afectada mucho antes que otros procesos como por ejemplo la fotosintesis (Boyer,
1970). Debido a la alta tasa de muestreo implementada, las mediciones de TEF
realizadas en este estudio tienen una alta resolucion temporal que las ubica en una
posicion ideal para exponer los efectos de corto plazo de la disponibilidad de agua en el

suelo sobre el crecimiento de la pastura. De este modo, el analisis de la TEF aportaria
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indicios sobre la profundidad del perfil desde la que la pastura abastece sus necesidades
de agua. En primer lugar, se evaluo6 al W, como variable regresora en la prediccion de
la TEF, dado que el W, es considerado como un indicador adecuado de la disponibilidad
de agua en el suelo (Prior et al., 1997). La relativizacion tanto de la TEF como del When
funcion de sus valores maximos observados —y el hecho de que el INN nunca superé
el valor de 1.0 en los experimentos— permitié testear el modelo TEFre= INN-Whre. La
suposicion de que los factores de estrés tienen efectos multiplicativos en lugar de
aditivos es la preferida en el campo de la biologia (Sih et al., 1998; Stephens et al.,
2013). En el caso de la TEF, esto implica que el agua y el N afectarian los mismos
mecanismos de crecimiento que definen la TEF, y por consiguiente el efecto positivo de
la disponibilidad de agua sobre la elongacion foliar se veria restringido cada vez que el
N esté limitando el crecimiento, y viceversa. Dado que el N afecta mayormente a la
division celular y tiene un efecto menor sobre la elongacion celular (MacAdam et al.,
1989), mientras que el estado hidrico afecta tanto la division como la elongacion (Durand
et al., 1995; Tardieu et al., 2000), tal suposicién se supone correcta. La disponibilidad
de agua del suelo representada por su indicador Whre y el estado de nutricion
nitrogenada de la pastura tuvieron un gran efecto sobre la TEF, como era esperable
(Gastal et al., 1992; Durand et al., 1995; Colabelli et al, 2004). EI modelo
TEFre= INN-Whre fue estadisticamente significativo (Regresion#1, Tabla 10), siendo
largamente superior al modelo aditivo (datos no presentados). El porcentaje de
explicacion del modelo, sin embargo, fue de sélo 38%; el modelo no fue lo
suficientemente complejo como para describir adecuadamente algunos
comportamientos de los datos, como por ejemplo el gran incremento en la TEF del nivel
A- una vez finalizados los periodos secos (Fig.22). De hecho, la inclusion de la
interaccion INN-Whre (Regresion#2, Tabla 10) resultd en una gran mejora en la
explicacién lograda por el modelo (R? 0.59). Luego, y dado que la demanda evaporativa
ha demostrado afectar significativamente la TEF independientemente de la
disponibilidad de agua del suelo en otras especies (Ben Haj Salah y Tardieu, 1997;
Tardieu et al., 2000), se tested si la adicion del DPV y la T. como variables regresoras
mejoraba la prediccion de la TEF. El modelo incluyendo DPV y T, tuvo un desempeiio
aun mejor (R? 0.64, Regresion#3, Tabla 10), sugiriendo que la demanda evaporativa
también tiene un efecto significativo sobre el desarrollo del area foliar de festuca alta
durante la estacion calida. Finalmente, el Whrel fue reemplazado por valores reales de
disponibilidad de agua en diferentes profundidades del perfil de suelo —los 0.2, 0.4 o

0.6 m superficiales— en las Regresiones#4-6. La disponibilidad relativa de agua en
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cualquiera de estas profundidades se desempefid mejor que el Whreicomo predictor de
la TEF, sugiriendo que la Wh no seria un indicador tan confiable de la disponibilidad de
agua en el suelo en situaciones de noches cortas y altas demandas evaporativas, como
ha sido reportado previamente (Sellin, 1999; Donovan et al., 2001). Sin embargo, el
porcentaje de explicacion del modelo de regresion disminuyd gradualmente cuando el
contenido de agua incluido como predictor fue aquel observado a profundidades
crecientes del perfil, lo que sugiere que festuca alta dependio principalmente del nivel

de agua disponible en los 0.2 m superficiales del perfil de suelo.

Tabla 10. Relaciones lineales mdltiples entre la tasa de elongacion foliar, el estado de nutricién nitrogenada
y algunas variables ambientales.

2
Modelo de Regresion R
(valor p)
Regresion#1 0.38
TEFRre'= INN-Whre? (<0.001)
Regresion#2 0.59
TEFRre= 0.05 + 0.28:INN + 0.51-INN-WhRe (<0.001)
Regresion#3
TEFRrei= 0.04 + 11.51-INN — 13.30-INN-Whge — 0.53:INN-T,2 — 10.53-INN-DPV* 0.64
+ 0.66°INN-Whre' Ta + 13.88-INN-Whre'DPV + 0.50:INN-T5-DPV — 0.67-INN-Whre- Ta-DPV (<0.001)
Regresion#4
TEFRe= 0.09 + 10.00-INN — 7.95-INN-DRA® — 0.45-INN-T, — 7.40:INN-DPV 0.72
—0.02-Ta-DPV + 0.39:INN-DRA2o- Ta + 6.00-INN-DRA2-DPV + 0.37-INN-T.-DPV (<0.001)
+ 0.02:DRA2o Ta'DPV — 0.32-INN-DRAyo Ta-DPV
Regresion#5
TEFRe= —0.72 + 12.91-INN + 0.84-DRA4o° — 11.04:INN-DRA4 — 0.52:INN-T, 0.69
— 8.89'INN-DPV + 0.46-INN-DRA4o T + 7.67-INN-DRA4o-DPV + 0.39:INN-T,-DPV (<0.001)
— 0.34:INN-DRA4o Ta-DPV )
Regresion#6
TEFRe= —0.93 + 14.83-INN + 1.07-DRAgo° — 12.96:INN-DRAg — 0.59:INN-T, 0.68
—10.16:INN-DPV + 0.53-INN-DRAgo" Ta + 8.91-INN-DRAgo-DPV + 0.44-INN-T,-DPV (<0.001)

— 0.39:INN-DRAso" To-DPV

'"TEFRre= tasa de elongacion foliar relativa diaria= TEF (mm dia~" macollo™")/TEFe. (mm dia~" macollo™),
donde TEFp.t es la TEF potencial predicha de acuerdo a la temperatura media diaria del aire por el modelo
de Yany Hunt (1999) de respuesta de las plantas a las temperaturas cardinales, ajustado sobre datos de
TEF vs temperatura del aire reportados para festuca alta por Robson (1972) y Gastal ef al. (1992). Los
parametros del modelo resultaron 29.76 mm dia~' (TEF méaxima), 24.60 °C (temperatura éptima del aire)
y 34.17 °C (temperatura maxima del aire).

2Yhrei= potencial agua foliar prealba relativo= 1/(Wr/ Whvax), donde Whvax €s el maximo W registrado en
cualquier fecha de muestreo de ambos experimentos (Whmax= —0.098 MPa).

3T,= temperatura media diaria del aire (°C).

4DPV= déficit de presion de vapor diario (kPa).

SDRA20, DRA4o and DRAgo= disponibilidad relativa diaria de agua en los 0.2, 0.4 y 0.6 m mas superficiales
del perfil de suelo, respectivamente, con DRA= AD (mm)/AD a —0.33 bar (mm).
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3.4.2. El analisis comparativo de los efectos de los estreses hidrico,
nitrogenado e hidrico+nitrogenado sobre las variables de respuesta

permitié exponer interacciones agua-N significativas

Todas las variables registradas en este trabajo fueron afectadas por los estreses
hidrico y nitrogenado, ya sea de forma simple o combinada. Sin embargo, la
comparacion de los efectos de estos estreses sobre los parametros de crecimiento es
mas directa cuando las respuestas se expresan como RRs (Hedges et al., 1999).
Respecto de los resultados concernientes con la productividad subterranea, éstos deben
ser interpretados con cautela porque limitantes de tiempo impidieron la determinacion
de la proporcién de raices vivas en ambos experimentos. Asimismo, resultados como la
EUR7 y el crecimiento total de la pastura incluyendo raices nacen de la presuncion de
crecimiento neto nulo de éstas durante el periodo de tiempo entre el evento de corte al
inicio de los experimentos y el primer muestreo de raices llevado adelante doce a trece
dias mas tarde; aunque tal presuncién es consistente con resultados reportados en otros
estudios (Crider, 1955; Bélanger, Gastal y Warembourg, 1992; Oesterheld, 1992).

En general, las respuestas registradas en el crecimiento de BA, el crecimiento total,
la TEF, la EURga y la EURT mostraron grandes efectos de los estreses hidrico y
nitrogenado (Fig.32). Notablemente, las magnitudes de los efectos de éstos fueron
comparables para las variables anteriormente mencionadas, en ambos experimentos.
Las pasturas de festuca alta estuvieron entonces fuertemente co-limitadas por agua y
por N, con magnitudes de efecto variando mayormente entre 0.5 y 0.7, lo que implica

reducciones de 30 a 50% debido al estrés hidrico o nitrogenado.

Entre los parametros definiendo el area foliar de la pastura, la TEFnx fue
comparativamente mas afectada por el estrés hidrico o nitrogenado que la VMF .t 0 la
TAH10. La alta sensibilidad demostrada por la TEFn, coincide con estudios previos
(Gastal y Nelson, 1994; Durand et al, 1995; 1997; Bélanger, 1998; Duru y Ducrocq,
2000). Con respecto a la VMF, se espera que bajo estrés nitrogenado asi como bajo
estreses hidricos no letales se incremente la vida foliar (Duru y Ducrocq, 2000; Kikuzawa
y Lechowicz, 2011), pero ello se observd sélo para el estrés nitrogenado en 2009. El
estrés hidrico generd una disminucion significativa en la VMF en 2009, lo que puede
haber sido consecuencia de que la sequia extremadamente severa enfrentada por los
tratamientos A—, en lugar de desencadenar respuestas regulatorias resultando en
incrementos en la longevidad de las hojas, directamente amenazo la persistencia de la

pastura (Kikuzawa y Lechowicz, 2011).
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llenos) y 2010bis (simbolos vacios). Las lineas verticales indican los limites de confianza del 90%.
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El abastecimiento de agua y de N de la pastura afectan su tasa de asimilacion de C,
respuesta que se encuentra mediada por los efectos de los estreses hidrico y
nitrogenado tanto sobre el despliegue del area foliar —principalmente a través de la
afectacion de la division y expansion celular y del fendmeno de acartuchamiento de las
hojas en condiciones de sequia—, como sobre la capacidad fotosintética de la hoja
—fundamentalmente via los efectos del %N foliar y del W, sobre aquella y via
reducciones en la conductancia estomatica y del mesoéfilo— (Gastal y Durand, 2000). El
efecto agregado de los estreses hidrico y nitrogenado sobre las variables definiendo la
morfogénesis foliar se tradujo en reducciones menores pero significativas en la
intercepcion de radiacion de la pastura, con RRs para la RFAir acumulada promediando
0.87 y 0.91 para el estrés hidrico y nitrogenado, respectivamente. Sin embargo, la
capacidad fotosintética del canopeo demostr6 ser el mecanismo ecofisiologico
responsable de la mayor parte de las reducciones en el crecimiento manifestadas por
festuca alta en condiciones limitantes de agua y N, con las RRs de la EURga y de la
EURT promediadas para los dos estreses y los dos experimentos mostrando valores de
0.69 y 0.63, respectivamente. Los niveles de INNmy: observados en el nivel N- (0.46-
0.51) son compatibles con reducciones significativas en la intercepcién de radiacion
debido al estrés nitrogenado, dado que festuca alta logra maximizar ésta con un INNmpt
de =0.7 (Bélanger, Gastal y Lemaire, 1992). Dicho trabajo a su vez mostré cémo la EUR
de festuca alta, en cambio, sigue respondiendo a la mejora en su estado de nutricion
nitrogenada hasta que éste alcanza el nivel 6ptimo. Esto, sumado a que ambos
experimentos de campo estudiaron la acumulacion de forraje durante rebrotes de una
duracion equivalente a la VMF —esto es, permitiendo niveles de acumulacién de forraje
muy superiores a aquél asociado con el IAF critico de festuca alta (=3)— explica el
porqué del comparativamente mayor efecto del estrés nitrogenado sobre la EUR que
sobre la intercepcion de radiacion observado en este trabajo, resultados que a su vez
concuerdan con lo reportado por Duru et al. (1995) en festuca alta y también en pasto
ovillo. Por su parte, y al igual que el estrés nitrogenado, el estrés hidrico también tuvo
un mayor impacto sobre la EUR que sobre la intercepcion de radiacion, en tal sentido
coincidiendo con lo observado por Akmal y Janssens (2004) en pasturas de raigras
perenne. Gastal y Durand (2000) mostraron como, en pasturas de festuca con un IAF
de 0.9 —esto es, bien por debajo del IAF critico—, la reduccién en la intercepcién de
radiacion —via acartuchamiento de las hojas— y la reduccién de la capacidad
fotosintética de la hoja —via reducciones en conductancia estomatica— son igualmente

responsables de la disminucién en la asimilacion de C de la pastura. Si bien el efecto de
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la sequia sobre la EUR seria mayormente independiente del nivel de desarrollo del
canopeo, el efecto sobre la intercepcion de radiacion, en cambio, seria progresivamente
menos importante a medida que la pastura desarrolla niveles crecientes de superficie
foliar, superiores al IAF critico. De nuevo, el hecho de que los experimentos estudiaron
acumulaciones maximas de forraje durante el periodo de tiempo cercano a la VMF
explica el porqué del mayor efecto del estrés hidrico sobre la EUR que sobre la
intercepcion de radiacién. Por ultimo, resulta notable una respuesta tan elevada a la
disponibilidad de agua y de N en una variable como la EUR, cuyo calculo resulta en un
valor promedio para el periodo experimental. La EUR es raramente constante durante
el ciclo de crecimiento de los cultivos aun en ausencia de estrés (Hall et al., 1995),
entonces suele no resultar significativamente afectada por un episodio de estrés hidrico
incidiendo sobre sdélo una parte del ciclo del cultivo (Muchow, 1989). En este estudio, sin
embargo, los efectos del agua y del N fueron lo suficientemente fuertes como para
alterar significativamente la EUR de festuca alta. De hecho, la EUR mostré RRs a los
estreses hidrico y nitrogenado iguales o superiores a aquellas mostrados por un

parametro muy sensible como la TEF.

Con respecto a la economia nitrogenada de la pastura, como es esperado, el INNmpt
mostré muy importantes efectos del estrés nitrogenado, los cuales fueron similares en
ambos experimentos. Los efectos del estrés hidrico fueron evidentes so6lo en 2009, bajo
una sequia severa. La magnitud de los efectos del agua y del N observados sobre la
acumulacion de N en la BA fueron mayores que aquellos hallados sobre el INNmp:, [0
cual es légico dadas las diferentes relaciones entre el crecimiento de la BA y la
acumulacion de N en ésta que muestran las pasturas cuando desarrollan bajo diferentes
niveles de disponibilidad de agua y de N (véase Fig.8.3 de Gastal et al., 2015). Una
pastura creciendo con una mayor disponibilidad de N muestra no sélo una mayor
acumulacion de N a iguales valores de BA que una pastura restringida en N, sino que
también logra un mayor crecimiento y por lo tanto un diferencial adicional de
acumulacion de N. Por la misma razén en 2010 la RR de la acumulacién de N al estrés
hidrico fue menor que uno, mientras que la correspondiente al INNm,: fue mayor que

uno.

Las respuestas de las pasturas al estrés combinado hidrico+nitrogenado en
ocasiones resultd congruente con las respuestas a los estreses simples hidrico y
nitrogenado observadas. La acumulacion de N en la BA, por caso, en 2010 disminuyo

un 64% bajo estrés hidrico+nitrogenado (RRa:n= 0.36), mientras que el modelo
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multiplicativo hubiera predicho la misma magnitud del efecto (RRa:n predicha= RRa
observada-RRy observada= 0.81-0.45= 0.36). Sin embargo, en la mayoria de los casos
esto no resulté de tal manera. El crecimiento de la BA, por ejemplo, disminuyd 58% bajo
estrés hidrico+nitrogenado en 2009 (RRa+n= 0.42), mientras que el modelo multiplicativo
hubiera predicho una reduccion de 64% (RRa+n predicha= RRa"RRn= 0.64-0.57= 0.36).
La situacion opuesta también se observo, por ejemplo con la TEF e, asi como otras
inconsistencias. Estas irregularidades sugieren que (i) las respuestas de la pastura
pueden verse afectadas por interacciones agua'N, (ii) ciertos mecanismos de
crecimiento tienen mayor propension a exhibir una interaccion agua-N que otros, y (iii)
las condiciones de crecimiento pueden definir si un mecanismo de crecimiento dado

muestra interaccion agua-N o no.

En ambos experimentos, el crecimiento de la BA de festuca alta exhibié una
interaccion cuando se aplico el estrés combinado hidrico-nitrogenado cuya respuesta
puede clasificarse como del tipo antagoénico (Fig.32). Interacciones antagodnicas entre el
estrés hidrico y el nitrogenado —que equivale a respuestas sinérgicas al agregado de
agua y N— no son inusuales, con algunos trabajos previos reportando su ocurrencia en
cultivos de grano (Cossani et al., 2009), pero también en pastizales naturales (Colabelli
y Agnusdei, 2007; Harpole et al., 2007; Colabelli et al., 2011) y en pasturas cultivadas
(Lemaire y Denoix, 1987b; Onillon et al., 1995; Gonzalez-Dugo, 2006; Durand et al.,
2010; Errecart et al., 2014). En dichos estudios, sin embargo, no se realiz6 ningun
analisis identificando los principales mecanismos de crecimiento responsables de este
tipo de respuesta. De ambos determinantes ecofisiolégicos del rendimiento, la EUR fue
el mecanismo que consistentemente mostré antagonismo entre los estreses hidrico y
nitrogenado. Estos resultados entonces confirman a nivel de canopeo resultados previos
describiendo, a nivel de hoja, respuestas sinérgicas al agregado de agua y de N de la
conductancia estomatica, la conductancia del mesdfilo y la fotosintesis neta (Radin y
Ackerson, 1981; Otoo et al., 1989; Liu y Dickman, 1996; Shangguan et al., 2000).

El IAFmgt ¥ la RFAi: acumulada, por otro lado, mostraron una respuesta multiplicativa
en 2009 y una respuesta sinérgica en 2010. LA TEFmpt ¥ la TAH100 mostraron magnitudes
de efecto para la interaccibn que en la mayoria de los casos no difirieron
estadisticamente de aquellas predichas por el modelo multiplicativo. Inesperadamente,
el parametro de morfogénesis foliar que exhibié la interaccién agua-N mas consistente
fue la VMFmp, con una respuesta de tipo antagdnica. De este modo, en ambos

experimentos los tratamientos bajo estrés combinado hidrico-nitrogenado mostraron
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una mayor longevidad de hoja que la esperada en funcion de las respuestas observadas
a los estreses simples. La conclusion inversa es que las pasturas creciendo bajo
mayores disponibilidades de agua y de N mostraron una VMF mas larga que aquella
predicha por el modelo multiplicativo a partir de las respuestas observadas al agregado
de s6lo agua o sélo N. No hay demasiados antecedentes de estudios midiendo el efecto
de estreses hidrico y nitrogenados simultaneos sobre la VMF; s6lo cabe mencionar el
trabajo de Ren et al. (2011) en cinco herbaceas perennes de un pastizal natural
templado, quienes hallaron una respuesta sinérgica de la VMF a la adicién de agua+N
en ocho de diez combinaciones genotipo-afio; estos resultados entonces serian
compatibles con lo observado en el presente estudio. Este tipo de respuesta de la VMF
a los cambios en la disponibilidad de agua y N tiene importantes implicancias practicas,
al menos para algunos sistemas de manejo del pastoreo. En sistemas de pastoreo
continuo, la eficiencia de utilizaciéon del forraje —esto es, la proporcién del crecimiento
de forraje que es pastoreada por el ganado y no se pierde por senescencia— esta
determinada por la carga animal, la cual define la frecuencia de defoliacion sufrida por
la hoja dado que la intensidad de cada evento de defoliacién es mayormente constante
(Lemaire y Agnusdei, 2000; Lemaire et al., 2009). Pasturas de festuca alta manejadas
bajo pastoreo continuo y creciendo bajo alta disponibilidad de agua y de N —las cuales
mostrarian una tasa de crecimiento mucho mas alta que aquellas limitadas en agua y/o
N (Fig.32)—, requeririan ser pastoreadas con cargas mucho mayores para mantener la
altura o el IAF objetivos. Entonces, dado que este estudio demostré que mejoras
simultaneas en la disponibilidad de agua y N no redujeron la VMF sino que por el
contrario tuvieron un efecto positivo sobre ésta, las hojas seran pastoreadas en mas
ocasiones durante su VMF. Como consecuencia, una mayor proporcion del crecimiento

de forraje sera pastoreado, aumentando la eficiencia de uso de éste.

El crecimiento total de festuca alta mostré una respuesta del tipo multiplicativa en el
verano de 2009 y sinergismo en el verano 2010 (Fig.32), indicando una discrepancia
entre afios en la respuesta de la particién del crecimiento al estrés combinado hidrico-
nitrogenado. La particion del crecimiento puede estimarse tras considerar el crecimiento
neto aéreo y subterraneo, como la razon EURga/EURT (Tabla 7). La particion real del C
a la parte aérea deberia ser apenas menor, debido a las pérdidas subterraneas de C en
forma de exudados radicales y debido a la descomposicion de las raices (Bélanger et
al., 1994). Sin embargo, el crecimiento neto de raices nunca excedid el 38% del
crecimiento total de la pastura (tratamiento A—N+ en 2009), valor consistente con el 36%

reportado por Bélanger et al. (1994) para un rebrote de verano de festuca alta. En 2010



94

se estimaron particiones de C hacia parte aérea consistentemente mas altas que en
2009. Se piensa que esto podria estar relacionado con el estrés hidrico mas severo que
la pastura enfrenté en 2009. La expansion radical es menos sensible al estrés hidrico
que la expansion foliar (Spollen et al., 1993; Hsiao y Xu, 2000), y dado que el uso de
carbohidratos para el crecimiento aéreo disminuye cuando la TEF se ve reducida
(Volenec y Nelson, 1984), entonces en 2009 una mayor proporcion de los asimilados
habria estado disponible para el crecimiento de raices, alterando la particion del
crecimiento entre parte aérea y raices. De hecho, un efecto como éste fue reportado en
un estudio previo, particularmente bajo condiciones de alta disponibilidad de N (Onillon
et al., 1995).

Un aspecto remarcable del set de datos obtenido es que parece mostrar una relacién
entre la magnitud de las respuestas observadas a los estreses simples hidrico y
nitrogenado y el nivel de la respuesta antagonica cuando ambos se presentan
simultaneamente. De hecho, cuando se hace una comparacion entre anos de las
respuestas a los estreses simples y de la interaccién observadas para cada parametro
presentado en la Fig.32, en diez de once casos la magnitud del efecto de la interaccion
tomo un valor mayor en el experimento que mostré un mayor efecto de los estreses
simples —esto es, cuando los valores de las RRs fueron menores—. En otras palabras,
la respuesta de tipo sinérgica ante el agregado simultaneo de agua y N fue mas probable
—o la magnitud de la respuesta sinérgica fue mayor— cuanto mas reducidas fueron las
respuestas ante el agregado de sélo uno de ambos factores de crecimiento debido a
limitantes en la disponibilidad del otro. En este sentido, la magnitud del efecto de la
interaccion agua-N podria bien ser considerado como un indice indicando el nivel de co-

limitacion agua-N experimentado por la pastura.

3.4.3. Sobre el desafio metodolégico que impone la medicion de la oferta de

N del suelo

Cualquier estudio que pretenda cuantificar los flujos de N del suelo, enfrenta un
desafio debido a las dificultades metodoldgicas asociadas con las mediciones de raices
en condiciones de campo. La técnica del barreno y posterior lavado —ya sea
implementado manualmente o como en este trabajo con la ayuda de la elutriacién
hidroneumatica (Smucker et al., 1982)— es uno de los métodos mas difundidos cuando
de cuantificar biomasa y largo de raices se trata (Jackson et al., 1996; Addo-Danso et
al., 2016; Delory et al., 2017), y es a menudo usado para evaluar comparativamente la

eficiencia de otros métodos (Day et al., 2013; Addo-Danso et al., 2016). Los resultados
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entregados por todos los métodos, no obstante, suelen estar caracterizados por una alta
variabilidad (Pierret et al., 2005). La incertidumbre asociada a la modelacion de la oferta
de N del suelo se incrementa adicionalmente cuando a la variabilidad de la informacion
relativa a raices se le suma la implementacion de suposiciones durante el computo de
los flujos de conveccion y de difusion hacia las raices. No obstante, en experiencias
previas empleando esta metodologia de calculo de la oferta de N del suelo, los flujos
diarios de N estimados han correlacionado muy bien con los cambios diarios en la
acumulacion de N de la pastura calculados mediante balance de masa (Durand et al.,
2010). La naturaleza hidromorfica de los suelos de la Pampa Deprimida, sin embargo,
agrega un grado de complejizacion adicional en el calculo de la absorcién de agua y por
ende de los flujos convectivos de N debido a la napa freatica cercana proveyendo una
oferta de agua en mayor o menor medida constante en profundidad. En esta situacion,
el ascenso capilar no deberia descartarse y podria resultar en una subestimacién de la
absorcion de agua por parte de la pastura desde horizontes profundos del perfil. Los
niveles de humedad volumétrica observados en la capa de suelo mas profunda (Fig.18)
sugieren que el aporte de humedad por ascenso capilar desde la freatica ubicada a =2
m de profundidad fue significativo. Sin embargo, la presencia en el subsuelo de este
fuerte horizonte natrico que actué como una forma de barrera fisica impidiendo el acceso
masivo de las raices de festuca alta a esta humedad profunda, en este caso facilité el
calculo del consumo de agua de la pastura. Del mismo modo, la suposicion de nula
pérdida de agua por percolacion profunda parece también apropiada debido a la muy

baja permeabilidad de los horizontes natricos (Driessen et al., 2001).

La técnica de microdialisis, cuya implementacion ha experimentado avances
importantes en tiempos recientes, se presenta a futuro como una alternativa promisoria
para la medicién de los flujos de N del suelo. Mediante microdialisis se ha logrado medir,
in situ y en condiciones de campo, los flujos de N mediante difusion (Buckley et al.,
2020), e incluso los flujos de N mediante conveccién tras emplear un perfusato de menor
potencial agua (Oyewole et al., 2014). Las determinaciones mediante microdialisis
usualmente integran el efecto de la mayoria de los factores fisicos, quimicos y biolégicos
que afectan la disponibilidad de N para la planta, midiendo la oferta de N del suelo hacia
una raiz hipotética, haciendo un menor uso de suposiciones sobre procesos del suelo
y/o del cultivo y por lo tanto entregando resultados que podrian ser potencialmente mas
precisos que las estimaciones de flujos de N logradas mediante modelacion.
Desafortunadamente, aun no se han realizado estudios estimando la oferta de N hacia

la raiz mediante microdialisis que al mismo tiempo hayan cuantificado la demanda de N



96

y el INN del cultivo. No obstante, la informacion obtenida con la técnica de microdidlisis
todavia deberia ser complementada con datos confiables de biomasa y/o largo de raices

para poder calcular la verdadera oferta de N hacia el cultivo.

3.4.4. Interaccion entre la disponibilidad de agua en el suelo y el estado de

nutricién nitrogenada de la pastura

La disponibilidad de agua tiene un efecto preponderante sobre el abastecimiento de
N del suelo (Durand et al., 2010). Por caso, la mineralizacion de la materia organica del
suelo es afectada por la sequia, de este modo reduciendo la tasa de reposicion de N a
la solucién del suelo (Deng et al., 2021). Al mismo tiempo, a medida que la disponibilidad
de agua del suelo disminuye también lo hace la transpiracion de la pastura (Federer,
1979) y por lo tanto el flujo de N mediante conveccién. A su vez, el contacto entre la raiz
y las particulas del suelo también disminuye en suelos mas secos (Koebernick et al.,
2018), y esto afectaria tanto al mecanismo de difusion como al de conveccion. La
disponibilidad de agua tiene, ademas, efectos sobre la distribucién de N dentro de la
planta y, particularmente en festuca alta, su capacidad de transportar el N desde las
raices hacia la parte aérea se ve muy afectada por limitaciones sobre el flujo de agua
en el xilema (Gonzalez Dugo et al., 2012). En el presente trabajo, los tratamientos que
recibieron el nivel N-— mostraron valores de INN muy bajos; sin embargo, la
disponibilidad de agua no mostro efecto alguno sobre el estado de nutricion nitrogenada
de la pastura: la irrigacion de las pasturas recibiendo solo 40 kg N ha™" incrementé su
crecimiento y acumulacion de N, pero el INN se mantuvo inalterado. El riego, entonces,
habria incrementado la demanda de N de la pastura y la oferta de N del suelo de forma
proporcional. Esto es precisamente lo que las estimaciones de oferta y demanda de N

para el periodo seco del verano 2010 muestran (Tabla 9).

El nivel de fertilizacion N+ incrementod consistentemente el INNyt de las pasturas A—
y A+ en aproximadamente 0.3 unidades por encima del nivel N—. Bajo este nivel elevado
de fertilizacién nitrogenada, los célculos de los flujos de N mostraron que en el ambiente
evaluado el déficit hidrico no tiene un efecto nocivo sobre la oferta de N del suelo; por
el contrario, los flujos de N durante el periodo seco fueron sustancialmente superiores
en secano. Esta respuesta es opuesta a la reportada por Durand et al. (2010) en su
estudio llevado adelante en Francia, en el cual se aplicé la misma metodologia para el
calculo de los flujos de N del suelo. Esta discrepancia en resultados se explica
fundamentalmente en que en el ambiente local se observé (i) una tasa de transpiracion

mayor en condiciones de baja disponibilidad de agua, (ii) un contenido de N mineral en
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el suelo superior, y (iii) una mayor contribucion de los flujos de difusion a la oferta total
de N del suelo. El tratamiento A—N+ transpir6 entre 3 y 4 mm dia~' durante los periodos
secos, equivalente a un 46 a 60% de la ETo. Un factor que puede explicar este alto nivel
de uso de agua por parte de festuca alta es el gran desarrollo que su sistema radical es
capaz de lograr en los suelos del sudeste bonaerense. Los valores de DLR observados,
sobre todo en el horizonte superficial, fueron altisimos (>20 cm cm= suelo). La DLR
tiene un papel clave en la definicion de la capacidad de absorcién de agua de la pastura
cuando el nivel de humedad del suelo es inferior al 6ptimo (de Jong van Lier et al., 2006;
2013), y su rol es aun mas importante bajo condiciones de alta demanda atmosférica
como aquellas asociadas a la estacion calida (dos Santos et al., 2017). Aun en la capa
de suelo ubicada entre 0.2 y 0.4 m de profundidad, festuca alta tuvo una DLR por encima
del valor umbral de 5 cm cm= sugerido por van Noordwijk (1983) como aquel que
permite maximizar la absorcion de agua del cultivo, y mostré valores de DLR cercanos
a éste en la capa de 0.4 a 0.6 m. Con respecto al mayor contenido de N mineral en el
suelo en condiciones de secano, como fuera expuesto previamente en la Secciéon 3.3.9.,
una explicacién plausible es la menor absorcion y acumulacion de N en la biomasa de
la pastura en el nivel A— durante la etapa previa a los periodos secos. Los tratamientos
A-N+, que al inicio de los periodos secos mostraron una menor biomasa que A+N+,
necesariamente tuvieron una menor tasa de crecimiento durante la etapa inicial del
experimento y por lo tanto una menor demanda de N. Por ultimo, la mayor magnitud de
los flujos de N mediante difusion es explicada tanto por la mayor DLR asi como por el
mayor contenido de N mineral en el suelo, aunque este ultimo tiene un efecto mas
importante debido a que en el computo de los flujos de difusidon se considera a la
concentracion de N en la solucion del suelo (Brisson et al., 2009), y para ésta el
diferencial riego vs secano es aun mayor debido a los menores valores de humedad de

suelo que se observaron en secano.

En el verano de 2009, una baja disponibilidad de agua limitd la respuesta del INN del
tratamiento A—N+ a la fertilizaciéon durante un corto periodo de tiempo en el que la
humedad volumétrica del suelo en los 0.2 m superficiales del perfil alcanzé un minimo
inferior a 14% mientras que la FASTP en todo el perfil de suelo fue de tan solo 0.20; en
tal condicion la pastura mostré un W, de —2.0 MPa. La recuperacion del INN una vez
superado el periodo seco fue rapida, en concordancia con lo observado en otros
estudios (Gonzalez-Dugo et al., 2005). Esto sugiere que la capacidad de absorcion de
N de las raices a corto plazo no fue significativamente afectada por este episodio severo

de sequia. En cambio, bajo un estrés hidrico menos severo —cercano al promedio para
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el area y la estacion— como el del verano de 2010, la menor disponibilidad de agua no
tuvo efecto negativo sobre el estado de nutricion nitrogenada. El efecto diferencial del
estrés hidrico sobre la economia nitrogenada de la pastura dependiendo de su
intensidad resulta también evidente tras observar el tipo de respuesta de interaccion
mostrada tanto por el INNmyt como por el N acumulado por la pastura, con solo la sequia
extrema de 2009 disparando respuestas antagdnicas al estrés combinado hidrico-
nitrogenado, mientras que en 2010 se hallaron respuestas del tipo multiplicativo (Fig.32).
Como se discutiera previamente, las estimaciones de los flujos de N para el tratamiento
A—-N+ durante el periodo seco de 2009 mostraron una oferta de N importante, mientras
que durante el mismo periodo la demanda real de N de la pastura fue nula a causa de
una tasa neta de crecimiento negativa debido a la pérdida de biomasa aérea mediante
senescencia suscitada por la sequia (Tabla 9). Esto sugiere que un desbalance entre la
oferta y la demanda de N no habria sido el desencadenante del Unico episodio de
disminucion del estado de nutricion nitrogenada asociado con sequia que se observé en
estos experimentos. La explicacién mas plausible es que esta reduccion en el INN fue
generada por la senescencia. Una senescencia muy precipitada inducida por un
episodio de sequia severa puede resultar en una afectacion del estado de nutricion
nitrogenada dado que la biomasa perdida por senescencia esta mayormente compuesta
por laminas de hojas (Volaire et al., 1998). La pérdida de N estimada debido a
senescencia de hojas, de hecho, tuvo un valor similar a la disminucion observada en el
N acumulado en la BA entre inicio y fin del periodo seco que se calculé por balance de
masa. Por ejemplo, para el tratamiento A-N+ la pérdida de N acumulado en tejidos
aéreos entre las fechas del 13 y el 21 de enero de 2009 fue de 18.4 kg N ha™'. Si se
asume que los tejidos senescentes estaban compuestos mayoritariamente por laminas,
entonces —y segun la relacion entre INN de la pastura y su contenido de N en las hojas
superiores iluminadas del canopeo reportada en Errecart et al. (2012, su Fig.3a)—
aquellos 0.46 Mg ha™" perdidos por senescencia en dicho periodo por una pastura con
un INN inicial de 0.64 (Fig.30a) habrian contenido 14 kg de N. Los tratamientos A—N-y
A+N- también mostraron senescencia en este periodo, pero debido a su menor
contenido de N en la BA perdieron una menor cantidad de N y por ende no vieron
afectado su INN. Esta estimacion de pérdidas de N mediante senescencia, sin embargo,
asume una remobilizacion del N foliar nula durante este evento severo de sequia. No
abundan los trabajos reportando el efecto de eventos de sequia intensa sobre el estado
de nutricion nitrogenada de pasturas perennes. La mayoria de los estudios se han

enfocado en la capacidad de persistencia de la pastura, ya sea mediante estrategias de
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tolerancia o evasion (Volaire et al., 1998; Zwicke et al., 2015; Norton et al., 2016); en
eventos de estrés hidrico tan extremos durante los cuales la persistencia esta en riesgo,
cualquier impacto de la sequia sobre la nutricion nitrogenada ciertamente puede ser
considerado como un efecto secundario, de menor relevancia. Sélo se puede citar el
trabajo de Khasanova et al. (2013), quienes cuantificaron la remobilizacion del N foliar
durante la sequia en tres géneros incluyendo Festuca sp. y reportaron, en particular
durante las sequias estivales, un reciclado del N severamente afectado, con Festuca
perdiendo hasta un 95% de su N foliar debido a la senescencia. Estos resultados
entonces avalan la teoria de que la pérdida de N por senescencia habria sido la causa
de la disminucion temporal en el estado de nutricion nitrogenada de festuca alta

observada durante la intensa sequia registrada en el verano de 2009.

Los trabajos pioneros que investigaron la interaccion entre el agua y el N sobre el
crecimiento de las pasturas mostraron cémo la humedad disponible en los horizontes
superficiales del perfil es el mayor determinante de la respuesta del crecimiento al
agregado de N (D’Aoust y Tayler, 1968), y también como en ciertos ambientes la
inyeccion profunda de N alivié la mayor parte de los efectos negativos del estrés hidrico
sobre el crecimiento de la pastura, lo que implica que las reducciones en rendimiento
generadas por la sequia estaban mediadas en parte por reducciones en la nutricion
nitrogenada (Garwood y Williams, 1967). De hecho, cuando hay agua disponible en
profundidad y presencia de N inorganico en superficie, este desacople espacial entre el
agua y el N puede resultar en una disminucién en el INN de especies de enraizamiento
profundo (Gonzalez-Dugo et al., 2005). Sin embargo, no se hallé6 evidencia de tal
fendmeno en pasturas de festuca alta creciendo en un suelo hidrohalomérfico tipico de
la Pampa Deprimida durante el periodo estival, debido a que la escasa exploracion
radical profunda que permite el denso horizonte natrico subsuperficial no es suficiente
—al menos bajo altas demandas evaporativas— para abastecer la demanda de agua
de la pastura y generar de este modo un desacople espacial entre agua y N y una

oferta/demanda de N desbalanceada.

Este es el primer trabajo que evalu6 el estado de nutricién nitrogenada de una pastura
bajo estrés hidrico teniendo también en consideracion la disminucion en el N¢ que
sucede cuando las condiciones de humedad de suelo dejan de ser las ideales (Capitulo
2, Errecart et al., 2014). Ademas, las mediciones de humedad de suelo y de potencial
hidrico foliar realizadas en los experimentos verano 2009 y verano 2010bis confirmaron

para festuca alta el umbral de FAD del 40% para la disminucion de la transpiracion que
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se aplicé en el Capitulo 2 a partir de evidencia provista por estudios llevados adelante
en otras especies (Weisz et al., 1994; Ray y Sinclair, 1998). Por un lado, la disminucion
en el INN debido a sequia que fuera observada en 2009 no obedecié a un desbalance
entre oferta y demanda de N. Por otro lado, se registraron respuestas del crecimiento al
agregado de N tanto con el agregado simultaneo de agua como sin ésta y, en un verano
con caracteristicas meteorolégicas cercanas al promedio para la zona como fue el del
ano 2010, el efecto observado del déficit hidrico sobre el crecimiento no estuvo mediado
por reducciones en el estado de nutricion nitrogenada de la pastura. El estado de
nutricion nitrogenada de pasturas de festuca alta de la Pampa Deprimida es entonces
relativamente resistente al déficit hidrico, o al menos no es tan sensible como en otros
ambientes (Lemaire y Denoix, 1987b; Durand et al., 2010). Esto sugiere que el ambiente
local es menos propenso a generar desbalances entre la oferta de N del suelo y la
demanda de N de la pastura, y esto obedeceria fundamentalmente a (i) el gran
desarrollo radical que festuca alta logra en los horizontes superficiales del perfil, donde
el contenido de N mineral es mayor, haciendo que ésta sea capaz de mantener una tasa
de absorcion de N significativa aun con menores niveles de humedad de suelo, y (ii) la
presencia del horizonte natrico subsuperficial, que restringe el acceso de festuca alta a
la humedad disponible en profundidad y por lo tanto evita que ésta incremente su
demanda de N. De este modo, la informacion obtenida en estos experimentos permite
rechazar la hipotesis especifica que postulaba que, en el ambiente hidrohalomérfico de
la Pampa Deprimida, desbalances entre la oferta de N del suelo y la demanda de N de
la pastura generados por la disponibilidad de agua en profundidad resultan en

reducciones en el estado de nutriciéon nitrogenada de festuca alta.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES GENERALES
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El uso eficiente del N involucra no so6lo el logro de un buen desempeio productivo,
sino también consideraciones relativas a la sustentabilidad de la practica de fertilizacion
(Langholtz et al., 2021). Las aplicaciones excesivas de N causan problemas ecoldgicos
y ambientales como la eutroficacion de aguas e incrementos en las emisiones de gases
de efecto invernadero, entre otros. Para lograr una alta eficiencia de uso de N es
prioritario lograr una alta eficiencia de absorcion del nutriente, y para ello es fundamental
lograr equilibrar en la mayor medida posible la oferta de N hacia el cultivo con la
demanda de N de éste. La demanda de N de cultivos y pasturas depende de su nivel de
biomasa, de su tasa de crecimiento y de su N... Esta tesis demostroé que el N¢r de una
especie perenne C; es menor cuando ésta crece en condiciones limitantes de
disponibilidad de agua. La hipétesis general de la tesis planteaba que los eventos de
estrés hidrico afectan la nutricion nitrogenada de pasturas Cs creciendo en el ambiente
de la Pampa Deprimida, ya sea a través de cambios en la demanda de N de la planta
y/o en la oferta de N del suelo. El estrés hidrico afecto la oferta de N del suelo; a su vez,
cambios en el N con la disponibilidad de agua del suelo implican cambios en la
demanda de N de la pastura. De este modo, no es posible rechazar la hipotesis general

planteada.

La consecuencia de un menor N¢: bajo estrés hidrico es que, en tales situaciones, las
determinaciones de INN basadas en el Ref-Ni subestiman el verdadero estado de
nutricion nitrogenada de la pastura. Este sesgo puede ser significativo; los datos
presentados en el Capitulo 2 muestran como el INN fue subestimado en hasta 30%,
dependiendo del nivel de déficit hidrico. Es mas, la estimacion del estatus nitrogenado
con el Ref-N¢r habria calificado errbneamente a ciertos tratamientos como limitados por
N, cuando en realidad no lo estaban. Esto tiene una importante relevancia practica,
debido a que cambia la cantidad de fertilizante necesaria para alcanzar un determinado
INN. Témese como ejemplo el otofio de 2009, donde para alcanzar un INN de 0.73-0.75
fueron necesarios 75 vs 150 kg de N ha™". En Argentina, por razones de rentabilidad
econdmica, el nivel de aplicacion de fertilizante nitrogenado es muy inferior a la media
mundial (en 2018: 29 vs 70 kg N ha cultivada™; FAO, 2021); pero en otras areas en las
que es practica habitual el uso de mayores dosis de N la implicancia practica de un
menor N¢r bajo sequia es aun mayor porque podria evitar la aplicacion de N en exceso,

con el beneficio no sélo econdmico sino también ambiental que esto implica.

El analisis de la diferencia entre los niveles de N requeridos expuesto anteriormente

cuenta con el beneficio de la retrospectiva, pero seria provechoso desarrollar
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tecnologias que asistan en el ajuste de las aplicaciones de N en funcion del nivel de
estrés hidrico esperable. Como muestra la Fig.10, el N relativo promedio de la pastura
durante el experimento se asocia muy bien con su nivel relativo de transpiracion. Los
modelos de simulacion de cultivos pueden ser usados con fines predictivos a fines de
llegar a recomendaciones sitio- y época-especificas de la dosis optima de N a aplicar
(Christie et al., 2018; 2020). Aun resta avanzar en la calibracion de este tipo de modelos
con informacién obtenida localmente sobre la respuesta del INN de la pastura a la dosis
de N aplicada, generada en condiciones hidricas no limitantes. Tras lograr dicho ajuste,
la inclusién en el modelo de un algoritmo que describa el efecto del estrés hidrico sobre
el N¢r reportado en este estudio e incluya un estimador de estrés hidrico a corto plazo
basado en prondsticos del tiempo o en series climaticas histéricas, permitiria a éste

predecir el verdadero INN de la pastura.

En esta tesis se desarrollé una funcion que predice el N¢r de festuca alta en funcion
del nivel de estrés hidrico, y luego se valid6 la misma en raigras anual. El fendmeno de
reduccion del Ncr en situaciones de estrés hidrico invariablemente complejiza en alguna
medida el diagnostico a campo del estado de nutricién nitrogenada de pasturas y
cultivos, pero el beneficio tanto econdmico como ambiental que su consideracion aporta
excede ampliamente a esta dificultad. Habiendo sido también reportada en un cultivo de
grano Cs, la reduccion del N¢ con la sequia parece entonces generalizable a las
especies templadas. El concepto de N¢ y el fendmeno de su dilucion con el incremento
de biomasa aplica también sobre especies tropicales, de modo que no habria razén para
pensar que la reduccion del N¢r en condiciones de sequia observada en especies Cs no
habria de replicarse en este tipo de especies. Desafortunadamente, la realizacién de
estudios en especies Cs que permitan confirmar esta suposicion es aun materia
pendiente. Dado que este tipo de especies son, en general, mas resistentes a la sequia
que las especies Cs, se hipotetiza que tanto la incidencia como la severidad de las
reducciones de N generadas por sequia serian menores en especies tropicales.
Asimismo, se considera relevante la evaluacion del efecto de la variacién de otros
factores de crecimiento sobre el N¢. Para el area de la Pampa Deprimida, resulta
particularmente importante la determinacién del efecto de la disponibilidad de otros
nutrientes como por el ejemplo el fésforo, el cual suele ser deficiente en los suelos de

esta region.

Las pasturas de festuca alta que se han naturalizado en el ambiente estudiado tienen

un sistema radical ampliamente desarrollado pero que se concentra mayoritariamente
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en el horizonte A del perfil del suelo. Si bien durante la estacion calida la disponibilidad
de agua en el subsuelo es abundante debido a una napa freatica ubicada a una
profundidad clasificada como intermedia (=2 m) y considerada como 6ptima para el
desarrollo de cultivos en condiciones de secano (Nosetto et al., 2009), la exploracion del
suelo por parte de las raices de festuca en el horizonte natrico y por debajo de éste es
muy escasa. Como consecuencia, el estado hidrico de la pastura es dictado por la
disponibilidad de agua en el horizonte superficial y ésta experimenta episodios de estrés
hidrico comunes durante la estacion calida, cuando la demanda atmosférica supera a
las precipitaciones. Este tipo de limitante edafica no es técnica ni econdmicamente facil
de revertir (Imbellone et al., 2021). Aplicaciones muy altas de yeso y su posterior
incorporacion en el horizonte superficial permiten reducir la sodicidad del horizonte
natrico, pero esto no constituye una solucion definitiva dado que a mediano plazo el
suelo tiende a volver a su condicion original (Costa y Godz, 1999). El subsolado
mecanico puede ser una alternativa para reducir la restriccion fisica del horizonte
natrico, pero su efectividad es algo erratica (Lavado y Cairns, 1980) y, en caso de
generar una mejora en la condicion del suelo, su efecto suele ser aun menos perdurable
en el tiempo que aquel del enyesado (Grevers y de Jong, 1993). Por estas razones, la
medida de manejo mas usual es el uso de especies forrajeras que expresan una mejor
capacidad de exploracion del perfil de suelo, y en este sentido las pasturas perennes se
encuentran en una posicién ventajosa respecto a las especies anuales debido al mayor
desarrollo de su sistema radical (McCallum et al., 2004). Festuca alta es reconocida
como una de las especies que mayor capacidad de profundizar en el perfil con sus raices
(Nie et al., 2008) y de penetrar subsuelos duros (Elkins et al., 1977; Qadir et al., 2007),
pero tuvo dificultad para explorar el horizonte natrico y mas alla en este estudio. El
estudio pionero de Elkins et al. (1977) en EE.UU. expuso variabilidad en la capacidad
de exploracion radical entre cultivares de festuca alta. En Argentina se ha llevado
adelante mejoramiento genético de festuca alta con el objetivo de incrementar su
performance en ambientes salino-sédicos; sin embargo, éste raramente se basa en
cuantificaciones de desarrollo radical debido a la complejidad asociada con la medicion
de raices en condiciones de campo. No obstante, la evaluacién de cultivares mas
recientes de festuca alta en lo que respecta a su capacidad de crecimiento en suelos
con fuertes restricciones en el subsuelo ameritaria la realizacién de nuevos estudios.
Por ultimo, deberia considerarse la evaluacion del desempefio de algunas especies
forrajeras subtropicales en este ambiente. Otondo et al. (2015) observaron que Chloris

gayana y Panicum coloratum generaron una mejora en la condicion fisica del horizonte
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superficial en un Natracualf tipico de la Pampa Deprimida, pero no evaluaron eventuales
efectos en el subsuelo. Estas mismas especies fueron recientemente reportadas en
Australia logrando una mayor exploraciéon y una mejora de las caracteristicas fisicas de
horizontes sub-natricos con respecto al pastizal natural reemplazado (Banks et al.,
2020).

La baja productividad forrajera de las pasturas de festuca alta durante la época estival
en el ambiente estudiado, entonces, se debe a una fuerte co-limitacién por agua y por
N. El rendimiento de forraje mostrd una interaccién de tipo antagénica entre los estreses
hidrico y nitrogenado; esto es, se observo respuesta sinérgica ante el agregado
simultaneo de agua y de N. No todos los mecanismos de crecimiento, sin embargo,
reaccionaron de igual modo al agregado de agua y N, siendo la eficiencia de uso de la
radiacion y la vida media foliar los Unicos que mostraron una reaccion sinérgica
consistente a la adicion de agua y de N. Las tasas maximas de crecimiento observadas
en el tratamiento irrigado que recibio el nivel alto de N (0.150-0.158 Mg MS ha~' dia™, o
0.91-1.06 g MS m °Cd") fueron comparables con los valores que fueran reportados
para cultivos forrajeros Cs creciendo en suelos de la Pampa Humeda con mayor
potencial productivo (Agnusdei et al., 2010). Esto sugiere que las condiciones
hidrohalomorficas de este suelo no constituyen una restriccion al crecimiento de festuca
alta si el suelo cuenta con agua y N disponibles. Una implicancia practica de la fuerte
co-limitacion por agua y N que enfrentan las pasturas templadas en este ambiente
durante el verano es que la respuesta esperable al s6lo agregado de fertilizante
nitrogenado es menor que aquella que puede ser lograda en otras épocas del afo
durante las que la probabilidad de déficit hidrico es menor, como por ejemplo en fines
de invierno y de verano (Errecart et al., 2014). Sin embargo, las temperaturas mas
calidas y los elevados niveles de radiacion de la época estival configuran una situacion
en la que el potencial de respuesta a la correccion de ambas limitantes de crecimiento
es maximo. De hecho, el verano como estacion contribuye al mismo nivel que la
primavera al potencial productivo anual de 22 Mg ha™' que festuca alta es capaz de
alcanzar bajo condiciones no limitantes de agua y de N en el ambiente de la Pampa
Deprimida (Insua et al., 2021). El clima se esta volviendo progresivamente mas erratico
y extremo, y los productores agropecuarios necesitan de herramientas que les permitan
afrontar de mejor modo las limitantes impuestas por los estados del tiempo. La
fertilizacion nitrogenada es una practica ya establecida en los sistemas ganaderos de la
Pampa Deprimida, pero su implementacion efectiva durante el verano requiere de

medidas que permitan anular o minimizar el efecto de eventuales episodios de sequia.
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En este sentido, el uso de riego suplementario durante épocas con déficit de
precipitacion es una practica ya arraigada en otras areas (Milne, 2009; Kirschbaum et
al., 2017). Aunque los recursos hidricos subterraneos de la Pampa Deprimida son
apropiados para su uso en irrigacion (Génova, 2011), su implementacion aun no es
relevante debido mayormente a motivos de viabilidad econémica, pero esto podria
cambiar a mediano-largo plazo a medida que el crecimiento en la demanda de alimentos
se siga sosteniendo y la superficie disponible para la produccién agropecuaria

permanezca limitada (R&0s et al., 2017).

La experimentacion llevada adelante en este trabajo de tesis permitié cumplimentar
los objetivos planteados. Solo un episodio de sequia muy intensa como aquella
registrada en el verano 2008/09 afecté el estado de nutricién nitrogenada de festuca
alta, mientras que un estrés hidrico de intensidad moderada, cercana al promedio para
la zona, no tuvo efecto negativo. Estimaciones de la oferta de N del suelo y de la
demanda de N de la pastura indicaron que la disminucién en el INN observada en 2009
no fue causada por una disminucién en la disponibilidad relativa de N hacia la pastura,
sino que habria originado en la pérdida de N por senescencia anticipada que tan intenso
estrés hidrico desato. ¢ Puede este comportamiento asumirse como generalizado en las
pasturas perennes templadas de la Pampa Deprimida? En todo caso, la relativa
insensibilidad a la sequia mostrada por la nutricion nitrogenada de festuca alta tiene una
estrecha relacion con la arquitectura radical que el ambiente edafico donde se desarrollé
el estudio le permitio a la pastura desarrollar. El desarrollo y propiedades del horizonte
Ay la profundidad a la que se encuentra, en caso de existir, el horizonte natrico son los
factores mas importantes en la definicion de la aptitud de uso de los suelos
hidrohalomorficos (Szabolcs, 1988; Vazquez et al., 2001; Rubio y Taboada, 2013). Si
bien sddico, el espeso horizonte A con moderado contenido de materia organica de este
suelo permite que festuca alta desarrolle un profuso sistema radical con una gran
capacidad de absorciéon del N disponible, aun en condiciones de reducida disponibilidad
de agua. Por otro lado, el fuerte horizonte natrico ubicado en el subsuelo limita
severamente la exploracion radical y el acceso a la humedad disponible en profundidad,
con lo cual no se generan desbalances significativos entre la oferta de N del suelo y la
demanda de N de la pastura que pudieran resultar en disminuciones en su estado de
nutricion nitrogenada. Sin embargo, en la Pampa Deprimida los suelos de una misma
toposecuencia suelen mostrar una marcada heterogeneidad en estos atributos (Batista
et al., 2005), por lo que no seria acertado extrapolar lo observado a toda esta amplia

area. De este modo, esta tesis pone de manifiesto la importancia que las propiedades



107

de suelo y subsuelo y la configuracion alcanzada por el sistema radical tienen en la
definicion del estado de nutricion nitrogenada de la pastura. La evaluacién del efecto del
estrés hidrico sobre el estado de nutricién nitrogenada de pasturas perennes templadas
en ambientes edaficos de la Pampa Deprimida con menores y mayores limitantes al
crecimiento, como Natracuoles y Natralboles, respectivamente, es por lo tanto una

materia interesante de futuros estudios.
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Figura I. Evoluciéon de los valores diarios de temperatura media del aire (Ta, linea discontinua, eje y
izquierdo), Evapotranspiracion de Referencia (ETy, linea continua, eje y izquierdo) y precipitaciones (barras,
eje y derecho) registrados en los experimentos de campo que formaron parte de los Capitulos 2 y 3.

Tabla |I. Valores medios de biomasa aérea (BA) y su concentracion de N, BA critica (BAc),
concentracion critica de N (N¢) y valor de N¢; de Referencia propuesto por Lemaire y Salette (1984a,
Ref-N¢r) medidos en festuca alta en cada fecha de muestreo de cinco experimentos en secano y dos
experimentos bajo riego que formaron parte del Capitulo 2.

Fecha de Nivel Concentracion
Experimento mliestgeo de N BA de N en la BA BAcr Ner Ref-Ng;
(°Cd")
kgha' Mg ha™ gNkg'MS?2  Mgha' —gNkg"' MS—
Primavera 14/10/08 O 1.97a% 10.92 4.54 26.56 29.58
Temprana (227) 75 2.71b 13.38
2008 150 4.61c 15.33
225 4.46¢ 22.40
21/10/08 O 2.14a 13.37 4.57 25.88 29.52
(289) 75 2.50a 13.44
150 3.38b 15.33
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225 4.57¢c 16.17
28/10/08 0 2.32a 11.13 5.04 14.30* 28.61
(339) 75 2.39a 12.53
150 4.09b 13.69
225 5.04c 14.56
5/11/08 0 2.02a 12.14 4.88 10.574 28.90
(417) 75 2.78ab 11.90
150 3.44b 11.83
225 4.88¢c 14.81
Primavera 5/11/08 0 0.95a 16.66 n.c.5
Tardia (122) 75 1.37a 22.26
2008 150 1.64a 21.77
225 n.d.® n.d.®
11/11/08 0 0.47a 18.41 1.06 38.70 41.70
(186) 75 0.72b 28.63
150 0.94c 27.72
225 1.06d 29.75
18/11/08 0 1.20a 15.40 2.69 31.42 34.97
(280) 75 1.68b 21.63
150 1.94c 23.52
225 2.69d 26.74
25/11/08 0 1.13a 16.66 2.70 23.85 34.93
(357) 75 2.15b 21.84
150 1.47a 23.59
225 2.70c 25.90
2/12/08 0 0.89a 15.68 2.19 15.68 37.35
(443) 75 2.19b 20.23
150 2.04b 22.82
225 2.33b 22.54
10/12/08 0 1.27a 11.83 2.32 22.57 36.67
(544) 75 2.38b 18.41
150 2.24b 21.49
225 2.34b 18.27
Otofio 26/3/09 0 0.64a 27.02 0.91 40.49 41.70
2009 (121) 75 0.63a 29.82
150 0.88b 31.85
225 0.93b 27.86
1/4/09 0 0.88a 28.28 1.23 34.3 41.70
(192) 75 1.11ab 32.20
150 1.31b 36.68
225 1.28b 38.08
8/4/09 0 1.00a 21.98 1.50 34.57 41.70
(250) 75 1.17ab 26.32
150 1.41bc 30.10
225 1.59¢ 32.48
20/4/08 0 1.14a 23.10 1.87 26.57 39.29
(349) 75 1.25ab 23.94
150 1.52b 26.32
225 1.87¢c 31.36
28/4/09 0 1.34a 19.11 2.05 18.96 38.15
(407) 75 1.88ab 21.49
150 2.24b 23.80
225 2.03b 28.84
7/5/09 0 1.09a 18.34 2.56 18.00 35.53
(465) 75 1.90b 18.34
150 2.47bc 23.10
225 2.65¢ 25.20
Primavera 10/9/09 0 0.72a 25.20 1.42 43.96 41.70
Temprana (181) 75 1.38ab 31.50
2009 150 1.72b 35.00
350 1.21ab 40.88
500 1.35ab 41.02
17/9/09 0 1.20a 20.16 2.18 37.66 37.46
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(236) 75 1.71ab 22.12
150 2.45¢ 35.21
350 1.90bc 38.99
500 1.76ab 43.33

23/9/09 0 0.92a 18.13 2.30 36.78 36.76
(263) 75 1.92bc 23.10
150 1.61b 27.58
350 2.46¢ 36.40
500 2.53c 39.20

29/9/09 0 0.94a 17.36 3.97 29.18 30.88
(287) 75 1.68ab 19.32
150 2.52¢ 24.85
350 3.83cd 34.16
500 4.10d 38.57

6/10/09 0 1.04a 15.96 4.09 27.56 30.61
(346) 75 1.58a 23.17
150 3.48b 25.20
350 4.07bc 29.54
500 4.10c 31.99

14/10/09 0 1.52a 22.26 3.89 26.01 31.08
(404) 75 2.66b 17.22
150 3.29¢c 21.58
350 3.88d 24.78
500 3.89d 24.71

Verano 13/1/10 0 0.96a 15.00 n.c.

2010 (238) 75 1.16a 24.22
150 1.03a 28.26
350 1.11a 30.77
500 0.98a 32.27

20/1/10 0 0.89a 18.05 1.42 33.87 41.70
(349) 75 1.29b 29.44
150 1.48b 30.66
350 1.49b 32.75
500 1.41b 35.80

26/1/10 0 1.10ab 16.32 1.47 30.17 41.70
(452) 75 0.98a 25.05
150 1.42ab 30.33
350 1.77b 32.45
500 1.58ab 31.88

1/2/10 0 1.41a 15.46 3.37 25.54 32.54
(566) 75 2.95b 18.86
150 3.34b 26.97
350 3.75b 28.98
500 3.44b 30.84

8/2/10 0 1.83a 15.44 4.06 27.55 30.75
(691) 75 2.85b 19.90
150 3.63c 24.61
350 4.16d 29.63
500 3.95d 30.28

Primavera 10/9/09 0 0.71a 17.64 1.09 48.81 41.72
Temprana (181) 75 1.10c 30.87
2009 150 0.95b 39.76
bajo riego 350 1.08c 38.78
500 0.96b 40.46

17/9/09 0 1.21a 16.94 2.51 31.73 35.76
(236) 75 2.13b 24.64
150 2.36bc 27.30
350 2.80c 35.00
500 2.37bc 35.70

23/9/09 0 1.37a 15.89 2.36 36.26 36.47
(263) 75 2.26b 23.31
150 2.34b 24.85
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350 2.28b 30.17
500 2.56b 36.75
20/9/09 0 1.82a 1414 311 2746  33.39
(287) 75 2.44ab 19.74
150 2.83bc 17.78
350 3.36¢c 30.35
500 3.14bc 31.92
6/10/09 0 141a 18.90 3.72 30.27  31.53
(346) 75 2.33b 18.99
150 3.42¢ 21.00
350 3.84c 26.91
500 3.90c 26.46
14/10/09 0 1.70a 19.04 4.43 2410  29.81
(404) 75 3.53¢c 18.83
150 2.92b 17.99
350 3.93¢c 23.94
500 4.43d 27.30
Verano 13/1/10 0 1.15a 15.33 n.c.
2010 (238) 75 1.44a 24.60
bajo riego 150 1.57a 31.86
350 1.48a 36.92
500 1.58a 33.90
20/1/10 O 1.18a 14.99 2.25 3841  37.03
(349) 75 1.79b 21.11
150 2.25¢ 29.40
350 1.93b 36.26
500 1.91b 34.24
26/1/10 O 1.09a 14.31 3.49 3241  31.39
(452) 75 2.12b 18.94
150 3.23c 26.46
350 3.77d 30.97
500 3.20c 31.28
1210 0 2.70a 12.02 5.49 30.69  27.83
(566) 75 5.71c 15.73
150 5.27bc 20.34
350 4.82b 27.85
500 4.93b 26.11
8/2/10 0 2.06a 12.46 6.30 2334  26.63
(691) 75 4.31b 16.25
150 5.08¢ 20.08
350 6.52d 26.75
500 6.08d 25.69

'Grados dia de crecimiento desde el inicio del experimento (temperatura base del aire de 4°C).
“Materia seca.

SEn cada fecha de muestreo, valores medios seguidos de la misma letra no difirieron
significativamente de acuerdo con el test de la Diferencia Minima Significativa (0.10).

“Valores de N¢r no considerados posteriormente en el analisis (en las Ultimas tres fechas de muestreo
de Primavera Temprana 2008 todos los tratamientos difirieron en su acumulacién de BA, de modo
que no hubo certeza de que el maximo nivel de N ensayado hubiera permitido un crecimiento
potencial. Pero dado que el N¢: estimado en la fecha de muestreo del 21/10/2008 fue cercano al Ref-
Ner, ésta fecha de muestreo no fue eliminada del analisis).

5El N¢r no fue estimado (las medias de BA no difirieron entre tratamientos).

5No disponible.



