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RESUMEN

El agua y el nitrogeno (N) son recursos fundamentales que determinan el crecimiento, el
desarrollo y la productividad de las plantas. Numerosos estudios demuestran que la
deficiencia de N afecta negativamente al equilibrio hidrico, perjudicando la fotosintesis, a
través de cambios en la conductancia hidraulica y estomatica. Recientemente se ha
informado de que las condiciones de crecimiento maternas afectan al rendimiento de su
descendencia (proceso denominado efecto materno). Sin embargo, se desconoce como las

condiciones maternas de N podrian afectar al equilibrio hidrico de las plantas hijas.

Chenopodium quinoa Willd. posee una alta tolerancia a diversas estreses abioticos. A lo
largo del gradiente latitudinal de Chile es posible observar diversos genotipos. Estudios
previos han demostrado que los genotipos Faro y UdeC-9 tienen una eficiencia en el uso
del nitrégeno (NUE) contrastante. Este estudio propone investigar como el nivel del N
materno (Nro) determina el desempeio fisioloégico y las relaciones hidricas de la

descendencia de ecotipos con alta y baja NUE.

La descendencia (plantulas F1) de madres (plantas FO) de ambos ecotipos se cultivd en
condiciones de alto nitrogeno (AN) y bajo nitrogeno (BN). Se midieron los parametros de
fluorescencia de la clorofila, la fotosintesis, la transpiracion, la conductancia estomatica
(gs), el contenido de agua, la eficiencia intrinseca del uso del agua (iWUE), la WUE foliar

(WUE) y la WUE a nivel de planta completa, la biomasa y la productividad.

Se observaron grandes diferencias entre los ecotipos y se comprob6 que Nr; afectaba a la
mayoria de los pardmetros estudiados. En cambio, Ny (como factor inico o en interaccion
con Nri) afectaba a la iWUE (Pn/gs), la WUE a nivel de planta, la biomasa aérea y el
numero de semillas producidas. En interaccion con el ecotipo (Nrp X E) se observaron
diferencias adicionales en los parametros fotosintéticos y la biomasa radicular. De hecho,
los valores fotosintéticos, WUE y de produccion de biomasa mas bajos se encontraron de
manera consistente en las plantas cultivadas bajo BN, especialmente en la descendencia de

madres BN y en el ecotipo UdeC9.



Los resultados revelaron que el estrés por deficiencia de nitrégeno ancestral no conferia una
memoria intergeneracional que mejorara la resistencia en la descendencia. En cambio, se
observd un efecto negativo; los tratamientos con estrés intergeneracional (BNgg) mostraron
la menor eficiencia en el uso del agua en ambos ecotipos, especialmente en el ecotipo con
menor NUE. En condiciones AN Faro, en contraste con UdeC-9, el efecto negativo del
estrés materno fue menor y presentd una mayor capacidad para alcanzar valores similares a
los de hijas de AN. UdeC-9, por el contrario, a pesar de que F1 creci6 en AN, las plantas
hijas de madres BN mostraron consistentemente valores relacionados a estrés por BN. Esta
Tesis muestra resultados diferenciales en comparacion con trabajos anteriores publicados
en quinoa, sin embargo sugerimos que estos podrian deberse a las distintas condiciones de

crecimiento, diferente fuente de N utilizada o a la etapa fisioldgica estudiada.

A partir de los resultados obtenidos, se concluye que las condiciones de BN maternas
afectan negativamente al rendimiento fisiolégico de la descendencia, incluidas sus

caracteristicas hidraulicas, especialmente en el ecotipo con menor NUE.

Palabras clave: Chenopodium quinoa, efecto materno, déficit de nitrogeno, eficiencia en el

uso del agua (WUE), estrés abiotico.



ABSTRACT

Water and nitrogen (N) are fundamental resources that determine plant growth,
development, and productivity. Numerous studies show that N deficiency negatively affects
water balance, impairing photosynthesis through changes in hydraulic and stomatal
conductance. It has recently been reported that maternal growth conditions affect the
performance of their offspring (a process called maternal effect). However, how maternal N
conditions might affect the water balance of daughter plants is unknown. Chenopodium
quinoa Willd. has a high tolerance to various abiotic stresses. Across the latitudinal gradient
in Chile, various genotypes can be observed. Previous studies have shown that the Faro and
UdeC-9 genotypes have contrasting nitrogen use efficiency (NUE). This study aims to
investigate how maternal N (Nro) levels determine the physiological performance and water

relations of offspring from ecotypes with high and low NUE.

Chenopodium quinoa Willd. is highly tolerant to various abiotic stresses. A variety of
genotypes can be observed across the latitudinal gradient in Chile. Previous studies have
shown that the Faro and UdeC-9 genotypes exhibit contrasting nitrogen use efficiency
(NUE). This study aims to investigate how maternal N (Nro) levels determine the
physiological performance and water relations of offspring from ecotypes with high and

low NUE.

The offspring (F1 seedlings) of mothers (FO plants) of both ecotypes were grown under
high nitrogen (HN) and low nitrogen (LN) conditions. Chlorophyll fluorescence parameters,
photosynthesis, transpiration, stomatal conductance (gs), water content, intrinsic water use
efficiency (iWUE), foliar WUE (iWUE), WUE at plant level, biomass, and productivity

were measured.

Significant differences were observed between ecotypes, with Nr; found to affect most of
the parameters studied. In contrast, Nro (as a single factor or in interaction with Ngi)
affected iWUE (Pn/gs), plant WUE, aboveground biomass, and the number of seeds
produced. Additional differences in photosynthetic parameters and root biomass were

observed in interactions with ecotype (Nro X E). In fact, the lowest photosynthetic, WUE
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and biomass production values were consistently found in plants grown under LN,

especially in the offspring of LN mothers and in the UdeC-9 ecotype.

The results revealed that ancestral nitrogen deficiency stress did not confer
intergenerational memory that improved resistance in offspring. Instead, a negative effect
was observed; treatments with intergenerational stress (LNro) showed the lowest water use
efficiency in both ecotypes, especially in the ecotype with lower NUE. Under HN; Faro
conditions, in contrast to UdeC9, the negative effect of maternal stress was lower, and it
showed a greater capacity to reach values like those of AN daughters. UdeC-9, on the
contrary, even though F1 grew in HN, daughter plants from LN mothers consistently
showed values related to LN stress. This thesis shows differential results
compared to previous works published in quinoa, however we suggest that these could be
due to the different growth conditions, different sources of N used, or the physiological
stage studied. Based on the results obtained, it is concluded that maternal LN conditions
negatively affect the physiological performance of the offspring, including their hydraulic

characteristics, especially in the ecotype with the lowest NUE.

Keywords: Chenopodium quinoa, maternal effect, nitrogen deficiency, water use

efficiency (WUE), abiotic stress.
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INTRODUCCION

Importancia del nitrogeno para las plantas

El nitrogeno (N) es el nutriente inorganico mas importante de las plantas. Este influye en
todos los aspectos biologicos de las plantas, por ejemplo, en el metabolismo, la asignacion
de recursos, el crecimiento y el desarrollo (Stitt & Krapp, 1999). La asimilacion de este
elemento en plantas se produce mediante la incorporacion del amonio, nitrato o urea. En la
naturaleza, sin embargo, el nitrégeno esta presente en muchos otros estados de oxidacion.
Los compuestos biolégicamente mas importantes son nitrato, nitrito, 6xido nitrico, 6xido

nitroso, nitrégeno y amonio (Van Spanning et al., 2005).

Entre las fuentes nitrogenadas disponibles para las plantas, la urea [CO(NH2):] representa
una forma organica de particular relevancia agrondmica debido a su alta concentracion de
nitrégeno (46%) y su amplio uso en la agricultura (Watson et al., 1994). A diferencia del
nitrato de amonio (NH4NOs), que proporciona directamente iones amonio (NH4") y nitrato
(NOs") listos para la absorcion radicular, la urea requiere una hidrdlisis previa mediada por
la enzima ureasa del suelo para liberar amonio asimilable (Mobley & Hausinger, 1989).
Esta diferencia en la disponibilidad inmediata del nutriente tiene implicancias fisioldgicas
significativas, ya que la asimilacion de urea involucra transportadores especificos y
enzimas como la ureasa vegetal, lo que puede modular diferencialmente las respuestas de

estrés (Witte, 2011; Liu et al., 2003).

Al ser este un nutriente clave, cuyo impacto en el desarrollo y crecimiento vegetal ha
llevado a las plantas a desarrollar estrategias para modular su absorcion mediante sus raices
para compensar los cambios en la disponibilidad de este nutriente (Nacry et al. 2013). Esta
modulacion en la absorcion de nitrogeno tiene implicancias directas sobre la eficiencia del
uso del agua (WUE). La relacion entre la asimilacion de carbono y la pérdida de agua,
conocida como eficiencia en el uso del agua (WUE), puede cuantificarse a diferentes
escalas fisioldgicas. A nivel foliar e instantdneo, se define la WUE instantdnea como la

relacion entre la tasa de asimilacion neta de CO2 (Pn) y la tasa de transpiracion (E; Pn/E).
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Un parametro relacionado pero mas especifico es la eficiencia intrinseca del uso del agua
(iWUE), que corresponde a la relacion entre Pn y la conductancia estomatica (gs; Pn/gs).
La iWUE es 1til porque elimina la influencia del déficit de presion de vapor, aislando asi la
respuesta fisiologica de la planta (Flexas et al., 2016). Sin embargo, para evaluar la
eficiencia integrada a lo largo del ciclo de vida de la planta, se utiliza la WUE a nivel de
planta completa, la cual relaciona la biomasa seca total producida con el agua total
consumida o transpirada, integrando asi todos los procesos de crecimiento y pérdidas de
agua (Hoover et al., 2023). Estos pardmetros son clave para vincular el ciclo del carbono
con el del agua. Dado que el N es un componente central de enzimas fotosintéticas como la
RuBisCO y de la clorofila, una deficiencia de N limita la capacidad fotosintética (Pn), lo
que a menudo conduce a una reduccion en la conductancia estomatica (gs) para optimizar el
uso de recursos, alterando asi tanto la iWUE como la WUE (Quemada & Gabriel, 2016;
Ding et al., 2018). Por lo tanto, la relacion entre N disponible y balance hidrico se erige
como un ¢je fisioldgico clave para la productividad vegetal, especialmente en escenarios de

estrés.

La interconexidn fisiologica entre la eficiencia en el uso del nitrégeno (NUE) y la eficiencia
en el uso del agua (WUE) constituye un eje fundamental para la adaptacion de las plantas a
entornos con recursos limitados. Una alta NUE, entendida como la capacidad de la planta
para producir biomasa por unidad de N absorbido (Gastal & Lemaire, 2002), puede
sustentar indirectamente una alta WUE. Esto se debe a que el N es un componente central
de la maquinaria fotosintética, como la RuBisCO y los complejos colectores de luz; por lo
tanto, una utilizacion mas eficiente del N permite mantener tasas fotosintéticas (Pn) mas
altas bajo condiciones de limitacion, lo que a su vez puede mejorar el numerador en el
calculo de la WUE (Pn/E o biomasa/agua consumida). Al mismo tiempo, las sefales de
deficiencia de N usualmente inducen un cierre estomatico parcial, reduciendo la
transpiracion (E) y afectando a la WUE foliar (Quemada & Gabriel, 2016; Ding et al.,
2018). Asi, los genotipos con alta NUE suelen presentar una mejor coordinacion entre la
asimilacion de carbono y la pérdida de agua, optimizando ambos recursos de manera
integrada y exhibiendo una mayor resiliencia frente a estrés combinado de nitrégeno y agua

(Gao et al., 2020).
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Un suministro de nitrégeno que satisface plenamente los requerimientos nutricionales para
el crecimiento y desarrollo se podria definir como una condicion de nitrégeno optima, o
de alto nitrogeno (AN), la cual optimiza procesos de sintesis de clorofila, la actividad de la
RuBisCO vy la capacidad fotosintética (Stitt & Krapp, 1999; Evans, 1989). Por el contrario,
el bajo nitrogeno (BN) induce estrés nutricional, limitando la biosintesis de aminoacidos y
proteinas, lo que se traduce en una reduccion del area foliar, una menor eficiencia

fotoquimica y una senescencia acelerada (Mu & Chen, 2021; Havé et al., 2017).

Las plantas, como organismos sésiles viven en un medioambiente complejo que
frecuentemente contiene distintas fuentes de estrés (Zhu, 2016). Estas condiciones
frecuentemente adversas incluyen al estrés bidtico, como la herbivoria y los patéogenos, asi
como también al estrés abidtico, tales como la sequia, el calor, el déficit de nutrientes, etc.
En conjunto a esto, factores como el cambio climatico, cambios en el uso de suelo, cambios
en la cobertura terrestre y la distribucion de recursos hidricos, se espera que la
disponibilidad de recursos hidricos sea afectada (Fuentes et al., 2021). También, los
estudios indican que, debido a los cambios en el uso de suelos, especialmente debido a la
agricultura y a las plantaciones forestales, se espera que la balanza hidrica en Chile se
incline hacia un futuro mas arido. Los cambios tanto en las temperaturas como en las
precipitaciones afectaran a la fotosintesis de los cultivos, asi como también su velocidad de
crecimiento y su balance nutricional e hidrico (Long, 1991; Meza et al., 2008). Asi también,
debido a que el crecimiento y desarrollo de los cultivos responde de manera dindmica a las
condiciones climaticas de su entorno, estos muestran respuestas umbral frente a eventos
extremos, ya que estos cambios son capaces de producir impactos significativos en la

productividad agrondmica y a la produccion mundial de alimentos (Meza ef al., 2008).

De acuerdo con estudios realizados por Reich ez al., (1998) existe una relacion directa entre
la asimilacion de carbono y el nitrégeno foliar para varias especies y géneros lefiosos
templados y tropicales. Ademads, también existe una estrecha relacion entre la cantidad de
nitrégeno disponible para las plantas, y la cantidad de RuBisCO presente en estas, siendo
esta enzima de gran importancia por su funcion de catalizar la asimilaciéon de CO,. La

aplicacion de mas nitrogeno aumenta la concentracion de la enzima RuBisCO en las plantas,
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principalmente como consecuencia de un incremento de la proteina soluble y el nitrégeno
total; y también porque previene la disminucién de la RuBisCO a medida que envejecen las
hojas. El incremento de nitrégeno disponible para las plantas también incrementa la
concentracion de clorofilas (Ookawa et al., 2004; Gutiérrez del pozo, 2010). Sin embargo,
esta dependencia critica de procesos fisioldgicos clave respecto al nitrogeno hace que las
plantas sean particularmente vulnerables cuando su disponibilidad es limitada,

desencadenando un estado de estrés nutricional con profundas consecuencias.

Déficit de nitrogeno y su efecto en las plantas

La limitacidon de nitrdgeno es un estrés abidtico comun en los ecosistemas (Martin ef al.,
2002), que impacta severamente el crecimiento y desarrollo de las plantas. Frente a este
déficit, las plantas activan respuestas fisioldgicas complejas que incluyen una reduccion en
la eficiencia fotosintética. Esta disminucion se asocia principalmente a una menor
conductancia estomatica y a la degradacion de componentes clave como la clorofila y los
complejos proteicos de los fotosistemas, dado que el N es un constituyente esencial de estas
moléculas (Mu et al., 2016; Martin et al., 2007). Como consecuencia, no solo se
compromete la fijacion de carbono, sino que también se altera el balance hidrico,
aumentando las pérdidas de agua por transpiracion y reduciendo la eficiencia en el uso del
agua (WUE) (Qin, 2015). Una forma sensible de evaluar este estrés es mediante el analisis
de la fluorescencia de la clorofila a, una técnica no invasiva que refleja el estado funcional
de los fotosistemas bajo condiciones adversas (Salazar et al., 2016; Swoczyna et al., 2022).
La estrecha interconexion entre los ciclos del N y del agua se manifiesta también a nivel
molecular; por ejemplo, la disponibilidad y forma de N influyen en la expresion de
acuaporinas y en el flujo hidrico radial (Ding et al., 2018). Por ello, la mejora simultanea de
la eficiencia en el uso de nitrogeno (NUE) y del agua (WUE) se considera una estrategia

crucial para una agricultura sostenible frente a la escasez de recursos (Quemada & Gabriel,

2016).
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La disminucién de la tasa fotosintética se debe principalmente a la reduccion de la
conductancia estomatica, lo cual disminuye la concentracion de CO:; intercelular; también
se reduce la cantidad de proteinas asociadas a la captacion de luz, lo que inhibe la tasa de
transporte de electrones y por consecuencia aumenta la disipacion de energia en forma de
calor. Finalmente, se observa una disminucién en el contenido y actividad de enzimas
fotosintéticas reduciendo la tasa de carboxilacion. Por otra parte, durante la etapa
reproductiva, el déficit de N puede llegar a inducir una aceleracion en el proceso de
senescencia de las plantas y la degradacion de los cloroplastos, afectando especialmente las

enzimas (Mu & Chen, 2021).

La eficiencia en el uso del agua (WUE) puede evaluarse a diferentes escalas. A nivel foliar
e instantaneo, la WUE (Pn/E) y la iWUE (Pn/gs) son indicadores clave de la relacion entre
la ganancia de carbono y la pérdida de agua en un momento dado. Sin embargo, a nivel de
planta completa o de cultivo, la WUE se define tipicamente como la relacion entre la
biomasa producida y el agua consumida o transpirada a lo largo de todo el ciclo de vida,
integrando asi las respuestas fisiologicas en el tiempo (Hoover ef al., 2023). El déficit de N
afecta negativamente a ambos niveles de WUE, ya que al reducir la capacidad fotosintética,
disminuye el numerador (biomasa o Pn), mientras que las respuestas estomaticas pueden o

no compensar eficientemente el denominador (transpiracion o consumo de agua).

Al respecto de la pérdida de agua debido a efectos del estrés, para calcular esta pérdida de
agua por mecanismos fisiologicos en plantas, se pueden utilizar diversas formas, entre ellas,
la eficiencia del uso del agua (WUE por sus siglas en inglés), que se define por la relacion
entre los gramos del agua transpirados por un cultivo, por gramo de materia seca producida.
De esta manera, los cultivos mas eficientes en el uso del agua producen més materia seca
por gramo del agua transpirada. En plantas que presentan metabolismo C3 o C4, el uso mas
eficiente del agua esta directamente correlacionado con el tiempo de apertura y resistencia
estomaticas, ya que mientras la planta absorbe el CO; para la fotosintesis, el agua se pierde
por transpiracion, con proporcion variable en funcion de la conductancia estomatica y del
gradiente de potencial entre la superficie foliar y la atmosfera, siguiendo una corriente de

potenciales hidricos (Pereira-Netto et al., 2002).
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De acuerdo con la revision bibliografica realizada por Ding et al., 2018, el nitrégeno y el
agua se conectan ademds durante el transporte por flujo de masa, aumentando o
disminuyendo la absorcion de agua por la raiz dependiendo del tipo y niveles de N
disponibles. Adicionalmente, una mayor disponibilidad de nitrogeno aumenta la velocidad
de absorcion de nitrogeno, asi como también la velocidad de absorcion de agua por las
raices en plantas de maiz. Junto a esto, las plantas reaccionan de diferente manera segtn el
tipo de nitrogeno que absorben, en plantas de arroz suplementadas con amonio, se observo
una mayor expresion de genes de acuaporinas (PIPs y TIPs) que aquellas suplementadas
con nitrato. Estudios han demostrado que la urea induce patrones de expresion génica
distintivos en comparacion con otras fuentes nitrogenadas, afectando la sefializacion

hormonal y las respuestas de aclimatacion al estrés (Merigout ef al., 2008).

Relaciones hidricas

El agua es un recurso fundamental para la planta, no solo como solvente universal y medio
de transporte, sino como un insumo critico para el proceso fotosintético. Sin embargo, la
adquisicion de CO: para la fotosintesis conlleva una pérdida inevitable de agua por
transpiracion a través de los estomas. La relacion entre estos dos procesos, la ganancia de
carbono y la pérdida de agua, define la eficiencia en el uso del agua (WUE), como un
parametro fisiologico clave que determina la adaptacion de las plantas a ambientes con
limitaciones hidricas y/o nutricionales (Flexas et al., 2016). Comprender las distintas
escalas a las que se mide la WUE es esencial para interpretar correctamente las estrategias

de las plantas frente al estrés.

La WUE puede cuantificarse a diferentes niveles, desde la hoja individual hasta la planta
completa o el ecosistema, y cada una proporciona informaciéon complementaria (Condon et

al., 2004). A nivel de hoja, la WUE se evalia cominmente de dos maneras:

WUE Instantdnea (Pn/E): Se calcula como la relacion entre la tasa de asimilacion neta de
CO: (Pn) y la tasa de transpiracion (E). Este valor refleja el balance inmediato entre la
ganancia de carbono y la pérdida de agua en las condiciones ambientales especificas del

momento de la medicidn.
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Eficiencia intrinseca del uso del agua (iWUE o Pn/gs): Se define como la relacion entre la
tasa de asimilacion neta de CO: (Pn) y la conductancia estomatica (gs). Este parametro es
particularmente util porque elimina la influencia del déficit de presion de vapor (VPD)
entre la hoja y la atmosfera, aislando asi la respuesta fisiologica de la planta y
proporcionando una medida mas directa de la eficiencia con la que los estomas regulan el

intercambio de CO: por vapor de agua (Flexas et al., 2020).

Una alta iWUE indica que la planta es capaz de asimilar una cantidad relativamente grande
de CO: por unidad de agua perdida, lo que tipicamente se asocia con un cierre estomatico
parcial o una mayor capacidad fotosintética. Sin embargo, una iWUE muy alta no siempre
se traduce en una mayor productividad, ya que puede resultar de una fuerte restriccion
estomatica que, si bien limita la pérdida de agua, también limita la entrada de CO: y, por

ende, el crecimiento (Lawson & Blatt, 2014).

Mas allad de la escala foliar e instantanea, la WUE puede evaluarse a nivel de planta
completa a lo largo de su ciclo de vida. Esta WUE integral (a menudo denominada WUE de
biomasa) se calcula como la relacion entre la biomasa seca total producida por la planta y el
agua total consumida (o transpirada) durante su ciclo de crecimiento (Hoover et al., 2023).
La WUE a nivel de planta integra todos los procesos que afectan el crecimiento y el uso del
agua, no solo los eventos fotosintéticos momentaneos. Factores como la respiracion, la
senescencia foliar, la asignacion de carbono a las raices, la eficiencia en la produccion de
semillas y la evaporacion directa desde el suelo influyen en este valor (Condon ef al., 2004).
Por lo tanto, es posible que una planta muestre una WUE foliar alta en un momento dado,
pero una WUE a nivel de planta baja si, por ejemplo, tiene una alta tasa de respiracion

nocturna o una corta duracion de su dosel foliar fotosintéticamente activo.

La conexion entre la disponibilidad de N y la WUE es fundamental, dado que una gran
proporcion del nitrégeno foliar se invierte en la maquinaria fotosintética, especialmente en
la enzima RuBisCO y los complejos de captacion de luz, la disponibilidad de N es un
determinante principal de la capacidad fotosintética maxima (Amax) (Evans, 1989). Bajo
deéficit de N, la reduccion en Pn suele llevar a una disminucién en gss ya que la planta ajusta

su apertura estomatica para igualar la capacidad bioquimica de asimilar CO., un concepto
18



conocido como coordinacion entre Pn y gs, (Wong ef al., 1979). Este acoplamiento
significa que el déficit de N afecta simultaneamente al numerador (Pn) y al denominador
(gs o E) de las ecuaciones de WUE e iWUE, resultando en respuestas complejas. En
algunos casos, la iWUE puede mantenerse o incluso aumentar levemente bajo estrés
moderado de N debido a una reduccién proporcionalmente mayor en gs que en Pn. Sin
embargo, bajo estrés severo, tanto Pn como la WUE a nivel de planta suelen disminuir
drésticamente, ya que la limitacion fotosintética es demasiado grande como para ser
compensada por el cierre estomdtico (Quemada & Gabriel, 2016). Ademas, el N influye en
las relaciones hidricas a nivel radicular y de transporte. Diferentes formas de N (nitrato vs.
amonio vs. urea) pueden modular la expresion de acuaporinas, proteinas que facilitan el
transporte de agua a través de las membranas, afectando asi la conductividad hidraulica

radicular y la capacidad de la planta para suministrar agua a las hojas (Ding ef al., 2018).

Pre-acondicionamiento y Efecto materno

El ambiente en el que crece una planta madre puede influir significativamente en el
fenotipo de su descendencia, un fendmeno conocido como efecto materno (Roach & Wulft,
1987). Este efecto puede manifestarse a través de modificaciones en el tamafo y
composicion nutricional de la semilla, asi como a través de cambios epigenéticos
hereditarios que alteran la expresion génica en la siguiente generacion sin modificar la
secuencia de ADN (Herman & Sultan, 2011). En el contexto del estrés abidtico, se ha
documentado que el estado nutricional de la planta madre afecta la germinacion, el
establecimiento y el desempeno fisiologico de la progenie (Longas et al., 2016, 2021). Por
ejemplo, en Arabidopsis thaliana, la exposicion de las plantas madre a estrés por sequia
leve puede afectar el tiempo de floracion y la arquitectura radicular de la descendencia
(Van Dooren et al., 2020). Asimismo, el estrés por nitrogeno en plantas madre de
Buglossoides arvensis afectd la germinacion de las semillas hijas y su respuesta a
fitohormonas (Longas et al., 2021). Estos efectos maternos representan un mecanismo
potencial de aclimatacion rapida que podria ser particularmente relevante en especies

resilientes, como Chenopodium quinoa.
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El efecto materno se define como la influencia del fenotipo o ambiente de la planta madre
sobre el fenotipo de su descendencia, mas alla de la herencia directa de secuencias de ADN.
Este fenomeno constituye un mecanismo de herencia blanda que permite una transmision
rapida de informacion ambiental entre generaciones. Su manifestacion puede ser a través de
varios caminos: I) el provisionamiento de recursos en la semilla, donde el tamafio, el
contenido de reservas (almidones, lipidos, proteinas) y la dotacion hormonal de la semilla
estan directamente determinados por el estado nutricional y fisioldgico de la madre durante
su desarrollo; II) modificaciones epigenéticas, como la metilacion del ADN o las
modificaciones de histonas, que pueden alterar la expresion génica en la descendencia sin
cambiar la secuencia de nucleotidos; y III) la transmision de moléculas de ARN mensajeros
y pequeiios ARNs que pueden regular procesos de desarrollo en el embrién y la plantula.
Estos mecanismos confieren a la planta madre la capacidad de "programar" el desarrollo
inicial de su progenie, influyendo en caracteristicas como la velocidad de germinacion, el
vigor de las plantulas, la arquitectura radicular, la tolerancia al estrés e incluso el tiempo de
floracion, preparandolas para un entorno similar al que ella experimentd (Roach & Wulff,

1987; Herman & Sultan, 2011; Bascunan-Godoy ef al., 2018a).

La maladaptacion ocurre cuando un efecto materno, inducido por las condiciones
ambientales de la generacion parental, genera un fenotipo en la descendencia que reduce su
aptitud biologica (fitness) en el ambiente que esta ultima realmente experimenta.
Esencialmente, es una consecuencia negativa de un mecanismo disefiado para ser plastico y
beneficioso. Este desajuste surge porque la sefial ambiental captada por la madre es
utilizada como un predictor del futuro ambiente de su descendencia; si esta prediccion es
incorrecta, los rasgos heredados se vuelven inapropiados o incluso perjudiciales. Por
ejemplo, una madre que crece en condiciones de sombra podria producir semillas que, al
germinar, prioricen la elongacion del tallo para escapar rdpidamente de la sombra. Sin
embargo, si esas plantulas crecen en un ambiente de pleno sol, esa inversion en elongacion
en detrimento del sistema radicular o de las defensas sera un desperdicio de recursos y las
hard mas vulnerables al estrés hidrico o a la herbivoria. Este escenario subraya que los
efectos maternos no son inherentemente adaptativos; su valor depende criticamente de la

correlaciéon ambiental entre generaciones. Cuando esta correlacion se rompe, la herencia
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transgeneracional de ciertos fenotipos puede convertirse en una carga ecologica y
fisiolégica para la nueva generacidon, limitando su crecimiento, productividad y

supervivencia (Uller et al., 2013; Herman & Sultan, 2016; Sultan et al., 2009).

Chenopodium quinoa como modelo de estudio para el efecto materno por
déficit de nitrogeno

El cambio climatico, junto con factores como la alteracion en el uso de suelo, cambios en la
cobertura terrestre y la distribucion de recursos hidricos, afecta la disponibilidad de agua
para la agricultura, proyectando un futuro mas arido para Chile (Fuentes et al., 2021). Los
estudios indican que, debido a los cambios en el uso de suelos, especialmente por la
agricultura y las plantaciones forestales, se espera que la balanza hidrica en Chile se incline
hacia una mayor aridez. Desde un punto de vista fisioldgico, los cambios en las
temperaturas y las precipitaciones afectan la fotosintesis de los cultivos, asi como su
velocidad de crecimiento y su balance nutricional e hidrico (Long, 1991; Meza et al., 2008).
Ademas, dado que el crecimiento y desarrollo de los cultivos responde dindmicamente a las
condiciones climdticas y muestra respuestas umbral frente a eventos extremos, estos
cambios pueden impactar significativamente la productividad agronémica y la produccion
mundial de alimentos (Meza et al., 2008). En este escenario, la capacidad de especies
resilientes como Chenopodium quinoa para hacer un uso eficiente de recursos limitantes

como el nitrégeno y el agua se vuelve crucial para la seguridad alimentaria.

Chenopodium quinoa Willd. (Amaranthaceae) es un cultivo andino notable por su alta
tolerancia a multiples estreses abidticos, como sequia, salinidad y bajas temperaturas (FAO,
2011, Taylor & Parker, 2002). Entre sus ecotipos, Faro (de la costa chilena) ha demostrado
una tolerancia al déficit de nitrogeno, manteniendo procesos fisioldgicos y rendimiento, lo
que sugiere una alta eficiencia en el uso de nitrogeno (NUE) (Bascufian-Godoy et al.,
2018a). En contraste, el ecotipo UdeC-9, también costero, presenta una sensibilidad mayor,

ofreciendo un modelo comparativo ideal (Bascufian-Godoy et al., 2018b). Este contraste
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convierte a estos ecotipos en un sistema ideal para investigar las bases fisiologicas de la

tolerancia a la limitacion de N.

La evidencia sugiere que esta especie posee una notable plasticidad fenotipica y fisiologica,
con adaptaciones como relaciones hidricas que indican tolerancia a la sequia (Gonzalez et
al., 2011; Jacobsen y Mujica, 2001; Mujica et al., 1999; Razzaghi et al., 2011) asi como
una capacidad documentada para heredar mecanismos de resistencia a su descendencia

(Bascunan-Godoy ef al., 2018a; Castro et al., 2024; Van Dooren et al., 2020)

Estudios recientes han comenzado a explorar los efectos maternales del estrés nutricional
(Castro et al., 2024), y existe evidencia de que las respuestas al estrés pueden heredarse
mediante cambios fisioldgicos y epigenéticos (Liu ef al., 2021). Sin embargo, el enfoque se
ha centrado principalmente en la memoria intrageneracional (somatica), y se desconoce si
la exposicion parental al déficit de N genera una memoria intergeneracional que module la

eficiencia del uso del agua (WUE) en la descendencia de ecotipos con NUE contrastante.

Hasta la fecha, y debido a la importancia de Chenopodium quinoa Willd como planta de
alto interés, ha generado una gran ola de investigaciones alrededor de esta, especialmente
en las capacidades de resistencia de esta especie a diversos factores de estrés, como lo son

la sequia, salinidad, pH, déficit nutricional, entre otros.

Recientemente se ha publicado que el N materno afecta la capacidad fisioldgica de las
plantas, ademas sabemos que los genotipos Faro y UdeC poseen contrastante eficiencia en
el uso del N. Considerando que el contenido de N afecta las relaciones hidricas en las

plantas, nos preguntamos si.

(Un diferencial status de N en plantas madre afectaria el desempefio fisiologico y las
relaciones hidricas en las plantas hijas.? ;Cémo la diferencial capacidad de adquisicion de

N entre plantas con contrastante NUE afectara a las hijas?
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HIPOTESIS

La condicion de déficit de N de las madres afectara negativamente la eficiencia del uso del

agua en plantas hijas. Esto serd mas notorio en plantas del genotipo mas sensibles al N

(UdeC-9)

OBJETIVOS

General:

Estudiar el efecto intergeneracional del déficit de nitrogeno (N materno), en la eficiencia

del uso del agua en ecotipos (E) NUE contrastantes.

Especificos
Bajo condiciones Control y de déficit de nitrogeno en dos ecotipos NUE contrastantes:

- Estudiar las relaciones hidricas en plantulas descendientes de plantas sometidas a

condiciones de AN (Alto nitrogeno) y BN (Bajo nitrogeno)
- Estudiar procesos fisioldgicos claves para entender la resistencia al déficit de nitrogeno

-Estudiar la biomasa y productividad entre los tratamientos
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METODOLOGIA

Material vegetal y condiciones de crecimiento de plantas madre

Para este estudio se utilizaron semillas de ecotipo Faro (con alta eficiencia en uso de N) y
Udec-9. Tanto las semillas de Faro y Udec-9 originales se obtuvieron del Banco Nacional

de Semillas en Vicuiia, Chile (INIA-Intihuasi).

Las plantas madre fueron crecidas el afio 2024 en un disefio completamente aleatorio con
un factor de tratamiento: nivel de N (6ptimo o limitante). Para esto, las semillas fueron
germinadas directamente en el sustrato, en macetas de 10, las cuales contenian 5 Kg de una
mezcla de arena fina y arena gruesa en proporcion 1:1. Se hicieron 3 suplementaciones: una
al momento de siembra, otra a las 4 hojas verdaderas y finalmente a las 8 hojas verdaderas,

con medio de cultivo MS modificado de Murashige & Skoog (1962).

Un total de 50 macetas se suplementaron con Urea hasta alcanzar dos niveles: Alto
Nitrogeno (AN: 0,6 g de N) y Bajo Nitrégeno (BN: 0,3 g de N) los cuales mantuvieron a
niveles optimos de humedad del suelo (100% WHC) por riego con 1 L de agua cada 3 dias.
Durante el llenado de grano, que ocurri6 alrededor de cien dias después de la siembra, se
realiz6 la caracterizacion fotosintética. Posteriormente, las plantas fueron llevadas a
madurez fisiolégica, donde se colectaron las semillas hijas que fueron usadas en este

trabajo.

Los experimentos fueron realizados durante dos afios consecutivos (2023 y 2024) bajo
condiciones de invernadero en la Universidad Concepcion (29,54°S, 71,14°E). Las
condiciones entre los meses de cultivo (septiembre-enero) son aproximadamente 1200
mmol m—2s—1 PAR al mediodia (luz natural), y a temperaturas maximas y minimas
(rangos diarios) de 23 °C y 17 °C, respectivamente, 12 h de duracion del dia y 80% relativa
humedad.
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Cultivo de plantas

Para realizar esto, se sembraron semillas de quinoa, para ello primero fue necesario la
preparacion del sustrato, preparado en macetas de 8 kg, a las cuales se les incorpord una
mezcla de 50% de arena de grano fino y 50% de arena de grano grueso, posteriormente de
preparadas las macetas, se les anadié 600 ml de solucion nutritiva de solucion nutritiva MS.

o solucién Murashige y Skoog (MS).

Se prepararon 45 litros de solucion total, 22,5 litros con alto nitrégeno y 22,5 litros con bajo
nitrogeno, para esto se ajustaron las cantidades deseadas de Urea hasta alcanzar dos niveles:
Alto Nitrégeno (0,6 g de N) y Bajo Nitrégeno (0,3 de N), para alcanzar estos respectivos
niveles de nitrogeno, a la solucion de alto nitrogeno se le afiadieron 250 ml de Urea a 650

g/L y para bajo nitrogeno se le afiadieron 250 ml Urea a 325 g/L.

Se prepararon también 102 semillas, 56 de plantas crecidas en alto nitrégeno, y 56 de
plantas crecidas en bajo nitrogeno. Para este estudio se utilizaron semillas de ecotipo Faro
(con alta eficiencia en uso de N y gran adaptabilidad) y también del ecotipo UdeC-9.
Posteriormente, una vez germinadas las plantulas, se eliminaron las plantas que germinaron

de manera tardia o con defectos, dejando solo una planta por maceta.

Finalmente, se obtuvieron § tratamientos (4 tratamientos por ecotipo), con 7 semillas por
tratamiento. Estos tratamientos fueron sembrados el 28 de noviembre de 2024 y se les
afiadio la solucion MS correspondiente en dos tandas de 300 ml, afiadidas antes y después
de sembrar la semilla y alcanzando asi cada maceta un peso aproximado de 8,6 Kg. Estos

tratamientos fueron sembrados en un invernadero y se les regd una vez dia por medio.

Los 4 tratamientos obtenidos para el ecotipo Faro fueron: Faro ANroANFr1, Faro ANroBNFi,
Faro BNroANFr; y Faro BNroBNE1, y los 4 tratamientos del ecotipo UdeC-9 fueron: UdeC-9
ANroANF1, UdeC-9 ANrBNF1, UdeC-9 BNroANfr1 y UdeC-9 BNroBNFE;
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Analisis de fluorescencia

Las mediciones de fluorescencia de clorofila (Chl) se realizaron con un fluorimetro portatil
(FMS 2, Hansatech Instruments Ltd., Norfolk, Reino Unido). Las hojas de las plantas de
cada grupo (n = 5) se adaptaron a la oscuridad a temperatura ambiente durante 30 minutos
antes de las mediciones. La luz actinica utilizada para las mediciones fue de 1.200 pmol

fotones m2 s—1 siguiendo a Bascuiian-Godoy et al., 2015.
A las plantas se les realizo el andlisis de fluorescencia 14 dias luego de la siembra

Finalmente, los parametros de fluorescencia obtenidos, incluyendo la méxima eficiencia
fotoquimica del PSII (Fv/Fm), el quenching no fotoquimico (NPQ), y la tasa de transporte
de electrones fueron calculados siguiendo a Maxwell y Johnson, 2000. Mientras que el
quenching fotoquimico, que estima la fraccion de centros del PSII, se calculé acorde a

Kramer et al., 2004.

Analisis de intercambio gaseoso

Las mediciones del intercambio de gases fotosintéticos se realizaron en hojas sanas
completamente expandidas (tercera hoja desde arriba) aproximadamente a los 60 dias de
germinadas las plantas ,utilizando un CIRAS-2 infra red gas analyzer system (PP
SYSTEMS, MA, EE. UU.). Las hojas se equilibraron primero con un flujo de densidad de
fotones de 1200 pmol m2 s-1 (ligeramente superior al punto de saturacion de luz) durante
al menos 10 minutos. La concentracién de CO: se fijoé en 400 ppm. La temperatura de la
hoja se mantuvo a 28 °C y el déficit de presion de vapor hoja-aire se mantuvo entre 1 y 1,3
kPa. En estas condiciones de camara, se determino la fotosintesis neta (Pn), la conductancia
estomatica (gs), la tasa de transpiracion (E), la eficiencia intrinseca del uso del agua
(iIWUE), iWUE se calcul6 como la relacion (Pn/gs) /1000, y la eficiencia en el uso del agua
(WUE), WUE se calculdé como la relaciéon entre Pn/E.
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Biomasa y rendimiento

El peso seco de hojas, panoja y raices se determiné a los 120 dias de crecimiento secando el
tejido a 60 °C durante 48 h hasta alcanzar peso constante. El rendimiento de grano se
determinard como el peso total de grano por planta al final de la temporada de crecimiento,
también se analiz6 el peso cada 100 semillas, asi como el nimero de semillas producidas

por planta.

Estado hidrico

La evapotranspiracion fue medida utilizando la férmula descrita por Luna-Flores et al.,
2012. En donde PMmcc es el peso de la maceta a CC del ultimo riego realizado, PMmdm
es el peso de la maceta del dia del muestreo y d son los dias transcurridos entre el ultimo

riego realizado y el dia del muestreo.
ET = (PMmcc— PMmdm) /d

El consumo de agua fue monitoreado durante todo el periodo desde la germinacion y

crecimiento de las plantulas hasta su cosecha.

Finalmente, el WUE a nivel de planta fue determinado utilizando la descripciéon de Hoover
et al. 2023 segln la biomasa seca total producida entre los litros de agua total consumidos

durante el periodo de noviembre, 2024 hasta la cosecha de las plantas en febrero, 2025

Eficiencia en el uso del nitrogeno

La eficiencia en el uso del N (NUE) de dos formas, como la relacion entre los gramos de
biomasa seca entre gramos de N (Biomasa seca/N) y como los gramos de semillas

producidos entre los gramos de N utilizados (Semillas/N)

Analisis estadisticos

Se utilizaron ANOVA de tres vias (Three-way ANOVA) para estudiar el efecto del

suministro de N en las plantas madre (FO) y su impacto en sus descendientes (F1) creciendo
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en distintas condiciones de N. Se utiliz6 el test LSD Fisher (significancia p < 0.05) como
test post-hoc para comprobar las diferencias significativas entre los tratamientos. Los
analisis estadisticos fueron realizados utilizando distintos software, Infostat 2020e y

SigmaStat 3.10.
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RESULTADOS

La Figura 1 muestra los parametros de intercambio gaseoso medidos a los 40 dias. La
estadistica obtenida con el andlisis de ANOVA de tres vias, indica que la fotosintesis neta
(Pn) estuvo influenciada significativamente por el ecotipo y el nitrogeno actual (p < 0.001),
asi como con una interaccion ecotipo X nitrégeno parental (E x Nro: p = 0.002) (Tabla 1).
los tratamientos con alto nitrogeno (ANro) presentan mayor tasa de fotosintesis neta,
acompafiada de una conductancia estomatica y transpiracion elevada. La conductancia
estomatica (Gs) y la transpiracion (E) mostraron interacciones E % Npgo altamente
significativas (p < 0.001), indicando que la respuesta estomatica al estrés ancestral es

dependiente del ecotipo.

La fotosintesis neta (Figura 1A) fue superior en los tratamientos descendientes de AN en
ambos ecotipos, destacando ANrANr1 y ANroBNr1 en Faro. La tasa de transpiracion
(Figura 1B) fue mayor en ANrANr; de Faro y menor en BNrBNfr: del mismo ecotipo
(diferencia del 23,3%). En UdeC-9, el tratamiento BNroANF; registré la mayor tasa de
transpiracion, superando en un 31,5% a ANpoANri. La conductancia estomatica (Figura
1C) mostré un patrén similar al de la transpiracion: en Faro, los tratamientos AN
presentaron mayor conductancia, mientras que en UdeC-9 fueron los tratamientos BN los

que mostraron valores mas altos, con BNAN registrando un 19,8% mas que ANroANFi.

En el ecotipo UdeC-9, sin embargo, la relacion entre estos pardmetros es menos
conservadora. Los tratamientos con ancestros de BNpp mantienen una conductancia
estomatica y transpiracion elevadas incluso bajo estrés por nitrégeno actual, lo que sugiere

una priorizacion de captura de CO: a expensas de una mayor pérdida de agua.
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Figura 1.  Fotosintesis, Transpiracion y Conductancia estomatica de plantulas hijas de madres
crecidas a AN y BN determinados a los 40 dias de crecimiento. A) Tasa de fotosintesis neta. B) Tasa de
transpiracion. C) Conductancia estomatica. Las barras muestran los valores de media £ E.E (n = 5).
Letras en comun indican que no hay diferencias significativas entre los tratamientos mediante un
ANOVA de tres vias, cuyos factores fueron el ecotipo, aporte de N en FO y el aporte de N en las plantulas.
Fisher LSD se utiliz6 como prueba post hoc (p < 0,05).

En la Figura 2 se muestran los indices de eficiencia hidrica a nivel foliar. Tanto la iWUE
como la WUE a nivel foliar mostraron interacciones triples significativas (E X Ny X
Nri: p = 0.002 y p < 0.001, respectivamente) (Tabla 1), lo que refleja una compleja
regulacion respecto al ecotipo, el historial parental y el ambiente actual en la eficiencia del
uso del agua a nivel foliar. La eficiencia intrinseca del uso de agua (iWUE, Figura 2B) fue
mayor en BNroANF; de Faro y en ANroANr1 de UdeC-9. En general, los tratamientos Faro
mostraron iWUE maés altos que UdeC-9. La eficiencia en el uso de agua (WUE, Figura 2C)
sigui6 un patron similar, con BNrAN 1 de Faro y ANroAN r1 de UdeC-9 como los

tratamientos mas eficientes.

En Faro no se observan diferencias estadisticamente significativas en la eficiencia en el uso
del agua (WUE) entre los tratamientos expuestos por primera vez al déficit de nitrogeno
(BNr1) y aquellos bajo condiciones optimas (ANri), en UdeC-9 si se detecta una
disminucion significativa en el WUE bajo estrés por nitrogeno. Esto sugiere que UdeC-9 es
sensible tanto al estrés inmediato de nitrogeno como al estrés ancestral transmitido por la
planta madre, incluso cuando las plantulas crecen en condiciones de alto nitrogeno (ANFi),
el WUE se mantiene bajo si la madre experiment6 déficit (BNro). Por el contrario, en Faro,
las plantulas descendientes de madres estresadas (BNrp) no muestran una reduccidon
significativa en el WUE respecto a las descendientes de madres no estresadas (ANro), lo
que indicaria una capacidad superior para amortiguar los efectos del estrés
intergeneracional y mantener la eficiencia hidrica independientemente del historial
nutricional parental. Esta divergencia afirma el menor impacto del efecto materno en Faro

respecto UdeC-9 ante el déficit de nitrégeno de las madres y del actual.

La eficiencia en el uso del agua a nivel de planta completa (WUE) (Figura 2A) ,estuvo
influenciada por los tres factores principales (E: p = 0.001; Nro: p = 0.004; Nr1: p = 0.013)

(Tabla 1) y mostrd una interaccion significativa entre nitrégeno parental y actual (Ngy
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Nri: p = 0.014) (Tabla 1), reforzando el efecto acumulativo del estrés nitrogenado sobre la

eficiencia productiva.

En este analisis se evalud la produccion de biomasa seca total entre los litros de agua total
consumidos por las plantas. Los tratamientos descendientes de AN en Faro y los crecidos
en AN en UdeC-9 presentaron los valores mas altos. Faro mostr6 en promedio una WUE

superior a UdeC-9.
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Figura2.  Parametros de la eficiencia hidrica a nivel de hoja de plantulas hijas de madres
crecidas a AN y BN. A) Eficiencia en el uso del agua (WUE) (medida como gramos de biomasa
producia frente a los litros de agua consumida). B) Eficiencia intrinseca en el uso del agua C)
Eficiencia instantanea en el uso del agua. Las barras muestran los valores de media + E.E (n = 7).
Letras en comun indican que no hay diferencias significativas entre los tratamientos mediante un
ANOVA de tres vias, cuyos factores fueron el ecotipo, aporte de N en FO y el aporte de N en las plantulas.
Fisher LSD se utilizd6 como prueba post hoc (p < 0,05).

A los 10 dias después de germinadas las plantas (Figura 3A) se pueden observar
diferencias significativas, mientras que en Faro no hay una gran diferencia entre los
tratamientos, en UdeC-9 se puede observar que el tratamiento BNrBNp; tiene una mayor
evapotranspiracion que el resto de los tratamientos de este ecotipo, sin embargo, a medida
que avanza el tiempo, las diferencias entre la evapotranspiracion entre los tratamientos de
UdeC-9 van disminuyendo, de manera tal que a los 40 dias de germinadas las plantas
(Figura 3D) las diferencias entre los tratamientos de UdeC-9 han desaparecido, no
habiendo diferencias significativas entre ellos, situacion que se presenta de manera similar
en Faro, aunque en este tratamiento alin se pueden observar diferencias significativas,
especialmente en el tratamiento BNroANri, el cual mantuvo la menor tasa de

evapotranspiracion a lo largo del periodo de estudio.
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Figura 3.  Evapotranspiracion acumulada durante el periodo noviembre, 2024 hasta enero, 2025. A)

evapotranspiracion acumulada hasta los 10 dias, B) 20 dias, C) 30 dias, D) 40 dias. Las barras muestran
los valores de media + E.E (n = 7). Letras en comun indican que no hay diferencias significativas entre
los tratamientos mediante un ANOVA de tres vias, cuyos factores fueron el ecotipo, aporte de N en FO y
el aporte de N en las plantulas. Fisher LSD se utilizd6 como prueba post hoc (p < 0,05).

La Figura 4 refleja la biomasa acumulada al momento de la cosecha. La biomasa aérea
mostrd interacciones significativas entre ecotipo y nitrogeno actual (E x Ngi: p = 0.008) y
entre nitrogeno parental y actual (Nro X Nri: p = 0.014). La biomasa radicular presentd una
interaccion triple (E x Npo x Ngi: p = 0.037) (Tabla 1), destacando la sensibilidad del
sistema radicular a las sefales nutricionales intergeneracionales. La biomasa aérea (Figura
4A) fue significativamente mayor en Faro, especialmente en ANrBNFi, que superd en un
39,7% a BNroBNf1 de UdeC-9. La biomasa radicular (Figura 4B) fue mayor en ANroANF;
de Faro, con un 32,5% mas que en UdeC-9. En ambos ecotipos, los tratamientos

descendientes de AN tendieron a producir mayor biomasa que los descendientes de BN.
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Figura4. Biomasa aérea y radicular de las plantas hijas de Faro y UdeC-9 a los 120 dias de
crecimiento. A) Biomasa de la parte aérea (tallo, hoja y panoja). B) Biomasa de la parte radicular. C)
Ecotipo Faro a los 40 dias D) Ecotipo UdeC-9 a los 40 dias Las barras muestran los valores de media
+ E.E (n = 7). Letras en comin indican que no hay diferencias significativas entre los tratamientos
mediante un ANOVA de tres vias, cuyos factores fueron el ecotipo, aporte de N en FO y el aporte de N en
las plantulas. Fisher LSD se utilizé como prueba post hoc (p < 0,05).

La Figura 5A, muestra el rendimiento reproductivo de las plantas, para el nimero de
semillas mostré un efecto principal del nitrogeno parental (Ngo: p = 0.01), pero sin
interacciones significativas, sugiriendo que el niumero de semillas producidas por cada

planta responde directamente al estrés ancestral independientemente del ecotipo o el

nitrégeno actual.
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El nimero de semillas por planta (Figura 5B) fue superior en los tratamientos
descendientes de AN, especialmente en ANroANEr de Faro, que produjo =700 semillas mas
que BNroBNr; del mismo ecotipo. El peso total de semillas (Figura SA) fue mayor en
ANroBNr1 y BNroANF1 de Faro. El peso de 100 semillas (Figura 5C) fue menor en los
tratamientos ANroANr1 de ambos ecotipos, lo que parece sugerir la existencia de un trade-

off entre el nlimero y el tamafio de semillas producidas.
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Figura5. Componentes del rendimiento en plantas hijas de madres de C. quinoa crecidas a AN
y BN. C) Gramos de semillas producidos. D) Numero de semillas promedio producido por planta. E)
Peso en gramos de 100 semillas. Las barras muestran los valores de media = E.E (n = 7). Letras en
comun indican que no hay diferencias significativas entre los tratamientos mediante un ANOVA de tres
vias, cuyos factores fueron el ecotipo, aporte de N en FO y el aporte de N en las plantulas. Fisher LSD se
utiliz6 como prueba post hoc (p < 0,05).

Para el caso de la Figura 6, ambos NUE (Figura 6 A,B) disminuyen cuando tienen un
parental de BN, y crecieron en condiciones de BN actual (BNrBNFi) mientras que en todos
los tratamientos creciendo en AN actual, no presentaron diferencias significativas, ademas
de esto, se observa claramente que, el ecotipo Faro, se mantiene como el ecotipo con mayor

NUE entre estos.
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Figura 6.  Eficiencia en el uso del nitrogeno (NUE) A) Gramos de biomasa seca entre gramos de
N utilizadas y B) Gramos de semillas entre gramos de N utilizado. Las barras muestran los valores de
media = E.E (n = 7). Letras en comun indican que no hay diferencias significativas entre los tratamientos
mediante un ANOVA de tres vias, cuyos factores fueron el ecotipo, aporte de N en FO y el aporte de N en
las plantulas. Fisher LSD se utilizé como prueba post hoc (p < 0,05).

El andlisis estadistico de ANOVA de tres vias reveldo que los factores Ecotipo (E) y
Nitrogeno Actual (Nr1) son altamente significativos para la mayoria de los pardmetros
fisioldgicos analizados, incluyendo la fotosintesis neta (Pn), la eficiencia en el uso del agua
a nivel foliar (WUE) y de planta completa, asi como la biomasa aérea. Esto resalta la
marcada influencia de la identidad genética y las condiciones ambientales inmediatas en el
desempefio de las plantas. De manera crucial, el factor Nitrogeno Parental (Nro) también
demostré un efecto principal significativo, particularmente en el numero de semillas

producidas, lo que evidencia un efecto materno directo sobre el rendimiento reproductivo.

Ademés de estos efectos, se detectaron otras interacciones significativas, como la
interaccion entre el Ecotipo y el Nitrogeno Parental (E x NF0), que fue determinante en los
procesos de intercambio gaseoso (Pn, gs, E) y la eficiencia intrinseca del uso del agua
(iIWUE). Asimismo, la interaccion entre el Nitrogeno Parental y el Actual (NFO x NF1)
afectd significativamente la biomasa aérea y la WUE a nivel de planta completa, lo que
podria indicar un efecto acumulativo del estrés nitrogenado entre generaciones. Finalmente,
interacciones triples significativas (E x NFO x NF1) para la iWUE, WUE foliar y biomasa
radicular, demuestran que la combinacion Unica de genotipo, historial parental y ambiente

actual define respuestas fisiologicas complejas y especificas.
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Ecotipo

<0,001

0,900

0,877

0,013

<0,001

0,008

0,635

0,112

0,031

0,004

0,034

<0,001
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0,038

Nitrogeno
0,544
0,172
0,562
0,043
0,156

<0,001
0,842
0,01
0,302
0,782
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0,004

<0,001

0,011
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<0,001

0,241

0,283

0,024

<0,001

0,038

0,003

0,233

0,459

0,034

0,212

0,013

<0,001

<0,001
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0,002

<0,001

<0,001
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0,040
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0,153
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0,809
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<0,001
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0,161
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0,515
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0,014

<0,001

0,031
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0,494

0,104

0,138

0,002

<0,001

0,594

0,037

0,967

0,712
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Tabla 1. P- values para los efectos del Ecotipo (E), Nitrogeno materno (Nro) y nitrogeno actual
(NF1), y sus interacciones, determinadas mediante analisis de ANOVA de tres vias (three-way
ANOVA) a lo largo del ciclo de vida de la planta.

DISCUSION

Los resultados revelaron que la respuesta fisiologica al déficit de nitrégeno estd modulada
por interacciones significativas entre el ecotipo y el historial nutricional parental (E x NFO0),
particularmente en la fotosintesis neta (Pn) (Figura 1A) y la conductancia estomatica (Gs)
(Figura 1C). Esta dependencia del genotipo concuerda con estudios previos que destacan
la plasticidad fenotipica de C. quinoa frente a estrés abidtico (Bascuiidn-Godoy et al.,
2018a; Castro et al., 2024). Faro mostr6 ser mas conservativa bajo estrés ancestral (BNro),
reduciendo su conductancia estomatica para optimizar el uso del agua, mientras que UdeC-
9 mantuvo una alta transpiracion incluso bajo estrés intergeneracional, lo que sugiere una

limitada capacidad de ajuste fino en este ecotipo (Quemada & Gabriel, 2016; Qin, 2015).

El andlisis de la eficiencia en el uso del agua a nivel foliar (Figura 2) revela un patron
diferencial entre ecotipos que contrasta las capacidades de acoplamiento entre el
metabolismo del nitrégeno y el balance hidrico. Como senalan Quemada & Gabriel (2016),
existe una interconexion fisiologica fundamental entre la asimilacion de nitrogeno y la
eficiencia en el uso del agua (WUE), donde plantas con mayor eficiencia en el uso de
nitrogeno (NUE) suelen exhibir también una WUE superior. Los resultados son
consistentes con este principio en el ecotipo Faro, el cual mantuvo valores de WUE estables
sin  diferencias  estadisticamente  significativas  grandes entre tratamientos,
independientemente del historial nutricional parental o las condiciones actuales. Esto
sugiere la existencia de mecanismos de resistencia presentes en Faro, capaces de
amortiguar el impacto del estrés por déficit de nitrogeno sobre el balance hidrico,
posiblemente mediante un control estomatico mas eficiente y una mejor coordinacion entre
la asimilacion de carbono y la pérdida de agua (Flexas et al., 2020). Por el contrario, el

ecotipo UdeC-9 mostr6é una marcada sensibilidad, donde el déficit de nitrogeno tanto actual
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(BNF1) como ancestral (BNro) redujo significativamente la WUE. Incluso bajo condiciones
optimas actuales (ANr1), la progenie de madres estresadas no logré recuperar los niveles de
eficiencia hidrica. Esto sugiere una limitada capacidad para desacoplar el estrés por
nitrégeno del balance hidrico, resultando en una estrategia fisiologica menos eficiente. La
respuesta observada en UdeC-9 se alinea con lo reportado por Qin (2015), donde la baja
eficiencia fotosintética bajo déficit de N conduce a un desbalance en el uso del agua, lo que
sugiere que su eficiencia depende mas de condiciones Optimas actuales que de un efecto

materno.

La discrepancia entre la WUE medida a nivel foliar (instantanea) y la WUE a nivel de
planta completa subraya la diferente escala temporal y funcional que representan estos
indices (Flexas et al., 2020). La WUE foliar captura el balance instantdneo entre la
asimilacion de CO: y la pérdida de agua por transpiracion en condiciones ambientales
especificas durante la medicion. En cambio, la WUE a nivel de planta integra todo el ciclo
de vida, incluyendo procesos no fotosintéticos como la respiracion, la senescencia foliar, la
asignacion de carbono a raices y la eficiencia de produccion de semillas (Hoover et al.,
2023). Un tratamiento puede mostrar una WUE foliar alta si, en el momento de la medicion,
presenta un cierre estomatico eficiente, pero esto podria traducirse en una tasa de
crecimiento mas lenta y, en consecuencia, en una WUE a nivel de planta menor. Por el
contrario, una WUE foliar moderada pero sostenida, combinada con una larga duracion del
area foliar fotosintéticamente activa y una baja respiracion de mantenimiento, puede
resultar en una WUE a nivel de planta alta (Long, 1991). Esta distincion es crucial para
interpretar correctamente las estrategias de las plantas: la WUE foliar refleja la eficiencia
momentanea, mientras que la WUE a nivel de planta refleja la productividad y

supervivencia a largo plazo.

El crecimiento y la asignacion de biomasa (Figura 4 A y B) revela patrones contrastantes
en la asignacion de recursos estructurales entre ecotipos, evidenciando diferentes
prioridades bajo estrés nitrogenado intergeneracional. La reduccion generalizada de
biomasa aérea y radicular bajo déficit de nitrogeno actual (BNr;) concuerda con lo

reportado ampliamente en la literatura, donde la limitacion de N restringe el crecimiento al
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afectar la sintesis de proteinas y la expansion celular (Lemaitre et al., 2008; Luo et al., 2013;
Mu & Chen, 2021). Sin embargo, la influencia del historial nutricional parental (FO) fue
ecotipo-especifica. En UdeC-9, la biomasa mostr6 una dependencia acumulativa del estrés,
donde el tratamiento BNrBNFi presentd los valores mas bajos, reflejando una sensibilidad
marcada tanto al estrés inmediato como ancestral. Esta respuesta coincide con estudios en
especies sensibles donde el estrés nutricional parental deprime irreversiblemente el
crecimiento de la progenie (Liu et al., 2021; Van Dooren et al., 2020). Las diferencias
morfoldgicas observadas a los 40 dias de crecimiento (Figura 4 C y D) proporcionan el
contexto fenotipico para interpretar las respuestas fisiologicas y de productividad
observadas. El ecotipo Faro mostr6 una morfologia mas robusta para la mayoria de los
tratamientos, lo que sugiere una asignacion de recursos mas eficiente hacia el crecimiento
aéreo. En contraste, UdeC-9 exhibié una mayor variabilidad en respuesta al estrés
nitrogenado, con plantas de menor tamafio y desarrollo més afectado en los tratamientos
con déficit, especialmente en BNroBNFri. Estas disparidades morfoldgicas iniciales son
consistentes con la conocida plasticidad de C. guinoa y muestran las diferencias en
eficiencia fotosintética y uso de agua que se discuten a continuacion (Bascuiidan-Godoy et
al., 2018a; Fuentes ef al., 2012). La arquitectura mas robusta de Faro, incluso bajo estrés,
sugiere una mayor capacidad para mantener el desarrollo estructural, lo que probablemente

sustenta su superior desempefio fisiologico y productivo durante su ciclo de vida.

Por el contrario, el ecotipo Faro demostrdé una notable capacidad de compensacion. El
tratamiento BNroANp; alcanzd niveles de biomasa aérea y radicular estadisticamente
equivalentes a los del tratamiento optimo (ANroANr1), lo que sugiere la activacion de
mecanismos de resiliencia que mitigan el impacto del estrés ancestral cuando las
condiciones actuales son favorables. Esta plasticidad adaptativa ha sido asociada con una
mayor inversion en el sistema radicular, mejorando la exploracion del suelo y la eficiencia
de adquisicion de recursos bajo estrés (Nacry ef al., 2013; Bascuian-Godoy et al., 2018b).
La robustez del sistema radicular de Faro, evidente en su mayor biomasa radicular relativa,

es un rasgo clave documentado en genotipos con alta eficiencia en el uso de nitrogeno
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(NUE), que favorece no solo la captacion de N sino también de agua, mejorando la

tolerancia integrada a estrés multiple (Garnett et al., 2009; Quemada & Gabriel, 2016).

El rendimiento reproductivo (Figura 5) revela una influencia parental distinta entre
ecotipos. Contrario a lo esperado, en Faro el mayor peso total de semillas no se obtuvo en
el tratamiento Optimo continuo (ANroANf1), sino en BNrANr1, donde plantas hijas
crecidas en alto nitr6geno provenientes de madres estresadas superaron en rendimiento a las
de madres no estresadas. Esto sugiere un efecto de compensacion intergeneracional: el
estrés por déficit de nitrogeno ancestral potencid la capacidad reproductiva cuando las
condiciones actuales fueron favorables, posiblemente mediante una reprogramacion
metabolica que optimizé la asignacién de recursos a semillas (Castro et al., 2024). En
cambio, en UdeC-9 el rendimiento dependié marcadamente del historial parental, con
valores minimos en BNrBNF y sin evidencia de compensacion en BNrANki, reflejando
una menor plasticidad reproductiva. El patron de trade-off entre el nimero de semillas y su
peso individual (Figura 5B vs 5C) fue consistente en ambos ecotipos: los tratamientos con
mayor numero de semillas (ANroANF1) mostraron un menor peso por semilla, mientras que
aquellos con menor nimero (BNproBNF;) invirtieron en semillas mas pesadas, estrategia
documentada como adaptacion para asegurar la viabilidad de la progenie bajo estrés

(Bascufidan-Godoy et al., 2018a).

El estado hidrico de los tejidos (Figura suplementaria 2) y los patrones de
evapotranspiracion (Figura 3) deben interpretarse considerando las adaptaciones a sequia
de la quinoa. El porcentaje de agua obtenido en la Figura suplementaria 2A puede ser
consecuencia de esta adaptacion, ya que, mediante la reduccion de su superficie foliar,
células con paredes pequefias y gruesas que preservan la turgencia, la regulacion de los
estomas, y la presencia de vesiculas que contienen oxalato de calcio (que podria reducir la
transpiracion), la quinoa muestra una notable tolerancia (Jensen et al., 2000; Jacobsen y
Muyjica, 2001). Es probable que los resultados varien en distintos periodos, ya que la quinoa
puede escapar de la sequia mediante precocidad (ecotipos tempranos) y por su bajo
potencial osmético y capacidad para mantener turgencia (Jacobsen et al., 2003). La menor

evapotranspiracion diaria de Faro bajo condiciones AN estd en linea con su mayor WUE a
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nivel de planta completa (Figura 3A). El hecho de que el consumo total de agua no
mostrara diferencias significativas a lo largo del ciclo es crucial: indica que las plantas
ajustan su uso diario del agua (evapotranspiracion) sin alterar necesariamente el volumen

total consumido.

El de la evapotranspiraciéon acumulada (Figura 3) reveld un patron de ajuste fisioldgico
entre ecotipos que complementa la evaluacion del estado hidrico (Figura suplementaria 2).
En el ecotipo UdeC-9, se observo una marcada asincronia en la respuesta inicial, donde el
tratamiento con estrés intergeneracional y actual (BNgBNgi) mostr6 una
evapotranspiracion significativamente mayor a los 10 dias. Sin embargo, esta diferencia se
atenud progresivamente hasta homogenizarse hacia el dia 40, lo que sugiere una
aclimatacion tardia posiblemente mediada por un cierre estomatico reactivo. Este patrén se
alinea con lo observado en genotipos sensibles, donde la respuesta estomatica al estrés
nutricional es mas lenta y menos eficiente (Quemada & Gabriel, 2016; Lawlor & Cornic,
2002). Por el contrario, el ecotipo Faro exhibid una regulaciéon mas estable y coordinada
desde etapas tempranas, con el tratamiento BNroANr1 manteniendo consistentemente una
de las menores tasas de evapotranspiracion a lo largo del ciclo. Esta capacidad de Faro para
una regulacion sostenida de la pérdida de agua refleja un control estomético mas fino y una
mejor coordinacion entre la adquisicion de CO: y la pérdida de agua, mecanismos
asociados a una alta eficiencia en el uso de recursos (Flexas ef al., 2016; Lawson & Blatt,
2014). Esto refuerza su mayor WUE a nivel de planta completa (Figura 2A) y su
resistencia. En conjunto, estos resultados indican que, si bien el consumo hidrico total
puede no variar significativamente al final del ciclo de vida de la planta (Figura 3D), los
distintos estadios durante su ciclo de vida y la eficiencia en el uso del agua durante el
desarrollo son determinantes clave del desempefio final (Sadras & Milroy, 1996),
destacando la superior habilidad de Faro para optimizar el uso del recurso hidrico bajo la

influencia del estrés nitrogenado intergeneracional.

La marcada diferencia en la eficiencia en el uso del agua a nivel de planta completa (WUE),
a pesar de un consumo hidrico total similar entre tratamientos, puede explicarse por

la naturaleza integral de este parametro. Mientras que el consumo total de agua integra las
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pérdidas por evaporacion desde el sustrato y transpiracion a lo largo de todo el ciclo, la
WUE a nivel de planta relaciona este consumo con la biomasa seca total producida (Hoover
et al., 2023). Por lo tanto, las diferencias observadas no se originan en el volumen de agua
utilizado, sino en la eficiencia con la que ésta se convierte en biomasa. Los tratamientos
con mayor WUE, particularmente los descendientes de AN en Faro, lograron una mayor
asignacion de carbono a tejidos estructurales (biomasa aérea y radicular, Figura 4) por
unidad de agua transpirada. Esto sugiere la existencia de mecanismos de optimizacion del
crecimiento que trascienden el balance hidrico diario, como una mayor eficiencia
fotosintética integrada en el tiempo, una menor respiraciéon nocturna o una mejor particion
de asimilados (Long, 1991; Quemada & Gabriel, 2016). En otras palabras, Faro no utilizé
menos agua en total, sino que produjo significativamente mas biomasa con la misma

cantidad de agua, lo que constituye el nticleo de una mayor WUE a nivel de planta.

La deteccion de interacciones triples (E X Nro X Nr1) en la eficiencia hidrica foliar G(WUE y
WUE) y la biomasa radicular indica que el efecto materno actia de forma aislada, sino que
depende de la combinacién especifica de genotipo, historial parental y condiciones actuales.
Esto respalda la nocion de que la 'memoria' del estrés es un fendmeno contextual y
dindmico (Crisp et al., 2016; Lidmke & Baurle, 2017). En Faro, la interaccion triple sugiere
una capacidad de integracion de sefiales que le permite mantener la eficiencia bajo estrés
recurrente, mientras que en UdeC-9 la respuesta mas rigida refleja una menor flexibilidad

adaptativa.

Las diferencias observadas entre los resultados de este estudio y los reportados por Castro
et al. (2024) podrian atribuirse a las distintas condiciones de crecimiento y distinta fuente
de nitrogeno utilizada. Mientras que Castro et al. (2024) us6 cdmaras de condiciones
climaticas controladas y emplearon nitrato de amonio (NH4NOs), que proporciona iones de
amonio (NH4") y nitrato (NOs") de disponibilidad inmediata, en este trabajo se utiliz6 urea
[CO(NH2):], la cual requiere una hidroélisis previa mediada por la enzima ureasa para liberar
amonio asimilable (Witte, 2011; Merigout et al., 2008). Esta diferencia en la dinamica de
disponibilidad del nutriente puede modular respuestas fisiologicas distintivas, ya que la

urea induce patrones de expresion génica y sefiales hormonales especificas que afectan la
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eficiencia de asimilacion de nitrégeno y la homeostasis hidrica (Liu ef al., 2003; Merigout
et al., 2008). Por ejemplo, estudios en Arabidopsis han demostrado que la urea como fuente
de N altera la expresion de genes relacionados con acuaporinas y el balance abscisico, 1o
que podria explicar variaciones en la eficiencia del uso del agua (WUE) entre ambos
estudios (Kojima ef al., 2007). Asi, la eleccion de la fuente nitrogenada no solo impacta la
disponibilidad temporal del nutriente, sino también las vias de sefializacion que subyacen a

al efecto materno.

Los resultados de la eficiencia en el uso del nitrogeno (NUE, Figura 6) muestran el
contraste fisiologico entre los ecotipos y el impacto negativo del estrés por deficit de N
intergeneracional. La NUE consistentemente superior del ecotipo Faro, incluso bajo
condiciones de estrés (BNroBNri1), confirma su capacidad para producir mas biomasa y
semillas por unidad de N disponible, un rasgo previamente documentado en este ecotipo de
alta NUE (Bascunan-Godoy et al., 2018a, 2018b). Por el contrario, la disminucion de la
NUE en UdeC-9 bajo el tratamiento con estrés ancestral y actual (BNrBNF1) evidencia su
mayor sensibilidad. Resulta crucial que, incluso cuando las plantas hijas crecieron en
condiciones optimas de N (ANr1), los descendientes de madres estresadas (BNry) mostrd
una tendencia a una NUE reducida, lo que sugiere una maladaptacion transmitida por via
materna. Este hallazgo se alinea con estudios que reportan que el estrés nutricional parental
puede alterar el desempefio de la descendencia, posiblemente a través de mecanismos de
memoria epigenética que afectan la eficiencia metabdlica (Liu et al., 2021; Castro et al.,
2024). En conjunto, estos resultados demuestran que el déficit de N materno no solo afecta
el balance hidrico, sino que también puede comprometer la eficiencia en el uso de este
nutriente en la generacion siguiente, siendo este efecto mas pronunciado en el ecotipo con

menor NUE intrinseca (UdeC-9).

Los parametros de fluorescencia de la clorofila muestran la resistencia del aparato
fotosintético de Chenopodium quinoa. La ausencia de diferencias significativas en la
eficiencia cuantica maxima del PSII (Fv/Fm > 0.75) en la mayoria de los tratamientos
(Figura suplementaria 1A) sugiere que el estrés por déficit de N de la madre no afecto ele

desempefio fotoquimico ni fotosintético, lo que es consistente con la conocida tolerancia de
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esta especie al estrés abidtico (Jacobsen et al., 2003; Bascufidn-Godoy et al., 2018a). Sin
embargo, la estabilidad de Fv/Fm bajo estrés leve o moderado puede deberse a que este
pardmetro es principalmente un indicador de integridad estructural del PSII, siendo menos
sensible a ajustes fisiologicos tempranos (Maxwell & Johnson, 2000). La verdadera
sensibilidad de la técnica se manifiesta en pardmetros como el quenching no fotoquimico
(NPQ) y la tasa de transporte de electrones (ETR), que capturan respuestas adaptativas
finas. Las diferencias significativas observadas en NPQ y ETR (Figuras suplementaria 1B
y 1D) indican que, si bien el PSII mantuvo su integridad, los mecanismos de disipacion de
energia y eficiencia fotoquimica se ajustaron de manera diferencial seglin el historial de
nitrégeno. Esto confirma que la quinoa no solo evita el dafio fotooxidativo, sino que regula
activamente su maquinaria fotosintética mediante mecanismos como el control estomatico
y la disipacion térmica (Shi et al., 2014; Bascufidn-Godoy et al., 2018a), siendo estos
ultimos mas sensibles para detectar estrés. Los resultados obtenidos en este trabajo, que
contrastan con los obtenidos por Castro et al., 2024, pueden ser ocasionados por la
diferencia en la fuente de N, debido a que, a diferencia del Nitrato de amonio, la urea puede
ser hidrolizada por microorganismos libres en el sustrato, provocando una competencia
entre las plantas y estos microorganismos por la absorcion de esta forma de N. (Coskun et

al. 2017; Buscardo et al., 2022).
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CONCLUSION

Este estudio evalud la hipotesis de que, bajo condiciones de bajo nitrogeno (BNF1), las
plantas hijas de BNro presentarian una menor eficiencia en el uso del agua (WUE) que
aquellas provenientes de madres crecidas en alto nitrégeno (AN), siendo este efecto mas

notable en el ecotipo UdeC-9.

WUE a nivel de planta completa, que relaciona la biomasa total producida con el agua
consumida durante todo el ciclo de vida de la especie en ambos ecotipos, el tratamiento con
estrés intergeneracional y actual (BNrBNr1) mostrd la WUE significativamente mas baja
en comparacion con los tratamientos donde la madre creci6 en AN (ANgo). Esto demuestra
que el estrés ancestral por déficit de N reduce la eficiencia en el uso de agua a nivel de
planta completa de la descendencia cuando esta enfrenta la misma limitacion, lo que se

encuentra en linea con nuestra hipotesis.

Por otro lado, los resultados de WUE a nivel foliar refuerzan la conclusion general aunque
fueron ecotipo-especificos. En UdeC-9, la WUE foliar fue significativamente menor en el
tratamiento BNroBNFi. En Faro, la WUE foliar no mostré grandes diferencias significativas
bajo estrés (BNri) entre descendientes de madres AN y BN. Esto indicaria que Faro posee
mecanismos fisioldgicos (como un control estomatico mas eficiente) para mantener la
eficiencia del uso del agua a nivel de la hoja a corto plazo. Sin embargo, esta capacidad de
compensacion a nivel foliar no fue suficiente para evitar una merma en la eficiencia a nivel

de planta completa a lo largo de su ciclo de vida.

Esta respuesta fue mas notoria en UdeC-9, el ecotipo con menor NUE, tal como fue
indicado en la hipotesis. Este ecotipo mostré la mayor disminucion en WUE a nivel de
planta completa y una clara sensibilidad a nivel foliar. Por su parte, Faro demostré una
mayor resiliencia, evidenciada por sus valores generales mas altos de WUE y su capacidad
de amortiguar el impacto a nivel foliar, pero finalmente no pudo eludir las consecuencias

negativas del estrés intergeneracional sobre su productividad final.

Se concluye que la hipdtesis es aceptada: el estrés por N materno reduce la WUE a nivel de

planta completa y bajo condiciones actuales de limitacion por N, este efecto resulta
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incrementado en UdeC-9 (efecto es ecotipo-especifico). Por otro lado, Faro despliega
mecanismos que mitigan parcialmente el impacto del estrés heredado, mientras que UdeC-9

muestra una mayor vulnerabilidad a este tipo de estres.

Estos hallazgos destacan la necesidad de considerar interacciones genotipo-ambiente
multigeneracionales en programas de mejoramiento vegetal dirigidos a resiliencia climética.
Futuros estudios deberan explorar las bases epigenéticas y moleculares subyacentes a estas
interacciones, asi como también profundizar en las bases moleculares (epigenéticas,
hormonales y proteémicas) de este efecto materno para comprender integralmente estos

mecanismos de adaptacion.
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MATERIAL SUPLEMENTARIO

La Figura 1 muestra los pardmetros de fluorescencia de clorofila medidos a los 14 dias
después de la germinacion. El andlisis ANOVA reveld que para Fv/Fm, el factor mas
relevante para este fue la disponibilidad de nitrégeno actual (p= 0,019), mientras que para
la tasa de transporte de electrones, (ETR) el factor determinante fue el ecotipo (p = 0,007)
(Tabla 1). ). Esto indica que estas respuestas tempranas, son independientes del historial
nutricional parental. En la Figura 1A, la eficiencia cudntica maxima del PSII (Fv/Fm) fue
dependiente solamente del N actual de las plantas hijas. El Fv/Fm mostré6 una leve
disminucion (4,3%) en el tratamiento ANroANF; del ecotipo UdeC-9, mientras que en el
resto de los tratamientos se mantuvo dentro de rangos considerados optimos (>0,75). Los
parametros fotoquimicos (qL y ETR) no cambiaron entre los tratamientos. El quenching no
fotoquimico (NPQ, Figura 1B) no fue dependiente ni del N de la madre ni del de las hijas,
solo del E. fue significativamente menor en el tratamiento ANrANg; de UdeC-9, con un
valor 30,4% inferior al tratamiento BNrBNFi del mismo ecotipo. Por el contrario, en el
ecotipo Faro, los tratamientos mostraron valores similar de NPQ. La fraccion de centros de
reaccion del PSII en estado abierto (qL, Figura 1C) no presentd diferencias significativas
entre tratamientos ni ecotipos. Sin embargo, la tasa de transporte de electrones
(ETR, Figura 1D) si mostr6 diferencias significativas, siendo mayor en el tratamiento
BNroANr1 de Faro y menor en ANroBNg; de UdeC-9, con una diferencia del 9,4% entre

ellos.
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Figura 1. Parametros de fluorescencia fotoquimica y no fotoquimica realizada a 14 dias después de la

germinacion de las plantulas descendientes de plantas crecidas en condiciones de AN y BN. A). Maxima

eficiencia cuantica (Fv/Fm). B) Quenching no fotoquimico (NPQ). C) Estimacion centros del PSII en un

estado abierto (qL) D) Tasa de transporte de electrones (ETR) Las barras muestran los valores de media

+ E.E (n = 5). Letras en comun indican que no hay diferencias significativas entre los tratamientos

mediante un ANOVA de tres vias, cuyos factores fueron el aporte de N en FO y el aporte de N en las

plantulas. Fisher LSD se utiliz6 como prueba post hoc (p < 0,05).

El estado hidrico de los tejidos (Figura suplementaria 2), en el porcentaje de agua en

tejidos aéreos, este vario significativamente entre ecotipos (p = 0.029) (Tabla 1), pero no se

observaron interacciones con los factores de nitrogeno actual ni ancestral, indicando que la

hidratacion foliar es principalmente un cardcter genético en estas condiciones.

54



La Figura suplementaria 2A indica que el porcentaje de agua en la parte aérea fue mayor
en BNrANr y BNrBNr de UdeC-9, mientras que en Faro no se observan grandes

diferencias significativas entre los tratamientos.
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Figura 2. Estado hidrico de las plantas por tratamiento. A) Porcentaje de agua contenido en la parte
aérea (Tallo, hoja y panoja). B) Porcentaje de agua contenido en la parte radicular. Las barras muestran
los valores de media + E.E (n = 5). Letras en comun indican que no hay diferencias significativas entre
los tratamientos mediante un ANOVA de tres vias, cuyos factores fueron el aporte de N en FO y el

aporte de N en las plantulas. Fisher LSD se utilizé como prueba post hoc (p < 0,05).
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