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RESUMEN

La agricultura basada en cultivos anuales requiere un manejo intensivo en insumos, lo
que se ha asociado al deterioro de recursos naturales. Cultivos perennes de grano como
Tinopiro — (Thinopyrum intermedium) tienen el potencial de solucionar este problema,
pero no hay informacidn de este cultivo para regiones templadas con inviernos suaves.
Los objetivos de esta tesis de doctorado fueron: a) determinar los requerimientos de
frio de tinopiro, b) evaluar su comportamiento agronémico como cultivo doble
proposito en Uruguay y ¢) comprender la arquitectura genética de los componentes del
rendimiento de grano y forraje en el tinopiro bajo un manejo doble propoésito. En esta
tesis se desarrollaron tres experimentos, el primero en cAmaras de crecimiento y los
otros dos a campo durante dos afios en Paysandu, Uruguay. El porcentaje de floracion
y la mayoria de los componentes de rendimiento en grano incrementaron al aumentar
el periodo de incubacion a5 °Cy 10 h de fotoperiodo de 3 a 7 semanas. Se estimé una
alta diversidad fenotipica dentro de las poblaciones. Para el segundo experimento se
evaluaron los efectos de dos poblaciones producidas en ambientes contrastantes y tres
dosis de nitrégeno bajo un manejo doble proposito sobre la produccién de grano y
forraje. Ambas poblaciones para el primer afio tuvieron porcentajes de floracion en el
entorno de 48%, lo que result6 en un rendimiento promedio de 316 kg ha ** de grano.
La produccion forrajera promedio para el primer afio fue de 14695 kg ha ' y se redujo
a 4037 kg ha * para el segundo afio. La fertilizacion con 160 kg ha * de nitrégeno
incremento 63 % la produccion de grano y 28 % la de forraje. En el tercer experimento
se evaluaron componentes de rendimiento en grano, caracteres forrajeros y fenoldgicos
en 30 familias de medios hermanos. La mayoria de los caracteres no tuvieron
interaccién genotipo x afio. La seleccion indirecta por espigas por planta y/o
rendimiento por espiga podria tener mayor respuesta a la seleccion que la seleccion
directa por rendimiento por planta. No se detecté compensacion entre componentes de
rendimiento en grano y produccion de biomasa aérea. Estos resultados sugieren que la
expansion de esta especie como cultivo doble propdésito a regiones templadas con
inviernos suaves es factible luego de algunos ciclos de seleccion.

Palabras clave: vernalizacion, forraje, cultivo perene, mejoramiento genético,

fertilizacion nitrogenada
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SUMMARY

Agriculture based on annual crops requires intensive input management, which has
been associated with significant degradation of natural resources. The development of
perennial grain crops such as intermediate wheatgrass - (Thinopyrum intermedium)
may greatly contribute to reduce this problem, however, previous research has been
carried out in high latitude environments and there is no information on this crop for
temperate regions with mild winters. The aims of this thesis were a) to determine the
cold requirements of intermediate wheatgrass, b) to evaluate the agronomic
performance of intermediate wheatgrass managed as a dual-purpose crop in Uruguay,
c) to understand the genetic architecture of grain and forage yield components in
intermediate wheatgrass under dual-purpose management. Three experiments were
carried out, the first one in growth chambers and the other two in the field during two
years in Paysandud, Uruguay. Flowering percentage and most grain yield components
increased as the length of the cold incubation period at 5°C and 10 h photoperiod
increased from 3 to 7 weeks. High intra-population phenotypic diversity was
estimated. The effects of two populations produced under contrasting environments
and the effects of three doses of nitrogen on grain and forage yield under dual-purpose
management were evaluated in the second experiment. The first year, both populations
had similar flowering percentages of about 48%, which resulted in an average grain
yield of 316 kg ha . The average forage yield for the first year was 14695 kg ha * and
decreased to 4037 kg ha ! the second year. Fertilization with 160 kg ha * nitrogen
increased grain yield by 63% and forage yield by 28%. In the third experiment, grain
yield components, forage and phenological traits were evaluated in 30 half-sib
families. Most of the traits evaluated showed no genotype x age interaction. Indirect
selection for spikes per plant and/or yield per spike could have a greater response to
selection than direct selection for yield per plant. No trade-off was detected between
grain yield components and aboveground biomass production. These results suggest
that expansion of this species as a dual-purpose crop to temperate regions with mild
winters is feasible after some cycles of selection.

Palabras clave: vernalization, forage, perennial crop, genetic improvement, nitrogen

fertilisation
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1. INTRODUCCION

1.1. FORTALEZAS E IMPACTOS DE LA AGRICULTURA ANUAL

1.1.1. Laagricultura moderna como sostén de la alimentacion

Los granos de cereal han sido una fuente primaria de alimentacion para los seres
humanos durante miles de afios. Desde la domesticacion del arroz hace unos 10.000
afios el valle del Yangtsé, China, hasta la domesticacion del maiz en el sur de México
y del trigo en la luna creciente fértil de oriente méas o menos en la misma época, los
cereales han contribuido enormemente a transformar la civilizacion humana (Molina
et al., 2011, Gustafson et al., 2009). Actualmente, los cereales son la principal fuente
mundial de energia, hidratos de carbono y proteinas vegetales de la dieta humana. Los
mayores volumenes de produccion anuales son de maiz y arroz con 1210 y 787
millones de toneladas, respectivamente, seguidas del trigo con 771 millones de
toneladas (FAOSTAT, 2023). Cebada, sorgo y avena también son otros cereales
importantes en el ambito global con producciones de 145, 61 y 23 millones de
toneladas de grano (FAOSTAT, 2023). Estos cultivos representan una fuente muy
eficiente de sintesis de nutrientes para la dieta humana. La produccion de grano por
estos cereales requiere aproximadamente de 4,6 m? de tierra por cada 100 g de proteina
producida, mientras que para producir 100 g de proteina de vacuno se necesitan 163,6
m? (Ritchie y Roser, 2020). Si ademas tomamos en cuenta las emisiones de gases de
efecto invernadero como moléculas de CO> equivalentes liberadas a la atmdsfera, para
la produccién de 100 g de proteina en grano se liberan 2,7 kg de CO2; por el contrario,
49,9, 7,6 y 5,7 kg de CO- son liberados para producir 100 g de proteina de ganado
vacuno, porcino y aves de corral, respectivamente (Ritchie y Roser, 2020). Por otro
lado, aproximadamente 35 % de la produccion de cereales (sobre todo maiz, cebada,
sorgo y avena) también se destina a la alimentacion del ganado, lo que contribuye
indirectamente a la nutricion humana (Awika, 2011). Por lo tanto, la produccion

mundial de granos es y seguira siendo un gran sostén para alimentacion humana.



1.1.2. Desafios de la agricultura moderna

La poblacion mundial actual es de 8.0 billones de personas, pero, segun las
proyecciones realizadas recientemente por las Naciones Unidas, esta ascendera a 8,6
billones en el 2030 y a 9,7 billones en el 2050 (UN, 2022). La demanda de alimentos
se prevé incremente entre un 35 a 56 % para el 2050 (Van Dijk et al., 2021). Por lo
tanto, para satisfacer la futura demanda de alimentos, serd necesario aumentar la
produccién de cultivos, reducir el desperdicio de alimentos y cambiar los patrones de
consumo (FAO, 2018). En este escenario, la produccion de cultivos debe aumentar en
torno a un 70 % para el 2050 (Mahlayeye et al., 2022). Sin embargo, los recursos
naturales que sustentan la agricultura mundial han dado evidentes muestras de su
incapacidad actual para afrontar retos tan exigentes. El suelo es fundamental para la
vida en la tierra 'y, su gestion, critica para sostener la produccion de granos a mediano
y largo plazo. La erosion del suelo ha contribuido a la pérdida 430 millones de
hectareas de tierras cultivadas en el mundo, aproximadamente el 30 % del total del
area cultivable en el planeta (Lal et al., 1990). Se calcula que cada afio se abandonan
10 millones de hectéreas de tierras de cultivo, siendo la principal razén de este
abandono la falta de productividad causada por la erosion del suelo (Pimentel, 2006).
El area cultivable que posee minimas pérdidas de suelo bajo agricultura continua es
infima en el planeta (Kort et al., 1998). El actual sistema alimentario mundial ejerce
una presién insostenible no solo sobre el uso de la tierra, sino también sobre el medio
ambiente, debido al agotamiento del agua dulce, el aumento de las emisiones de gases
de efecto invernadero, la alteracidn de los ciclos del nitrégeno y el fosforo, la pérdida
de biodiversidad y la contaminacion (Poutanen et al., 2021). El habito de crecimiento
anual y los sistemas de manejo asociados a estos importantes cultivos cerealeros
anteriormente mencionados estan asociados a este deterioro de los recursos naturales

disponibles para su desarrollo.



1.1.3. Laagricultura anual y sus impactos ambientales

1.1.3.1. Erosion del suelo

Los suelos erosionados disminuyen mucho su capacidad agricola y
experimentan diversos fendmenos tales como: pérdida de capacidad de retencion de
agua, disminucion de la fertilidad natural, aumento de la densidad, reduccién de la
materia organica (Murdok et al., 1983). Si ademas se considera que 100 afios son
requeridos para la formacion de 2,5 cm del horizonte superficial de suelo, se torna
preponderante la importancia del manejo y cuidado de este recurso en los sistemas
agricolas (Kort et al., 1998). Los cultivos anuales dominan ampliamente la produccién
de granos mundial, ocupando mas de dos terceras partes de la tierra cultivable del
planeta, y han explicado, en parte, el deterioro del recurso suelo (Cox et al., 2006). Las
mejores tierras agricolas tienen suelos con un riesgo bajo a moderado de degradacién
para la produccion anual de cereales, pero solo representan el 12,6 % de la superficie
mundial (Eswaran et al., 1999). Aunque préacticas de conservacion del suelo y, en
particular, la siembra directa, han demostrado su eficacia para reducir los indices de
erosion, los niveles de pérdida de suelo siguen siendo elevados en los sistemas
agricolas (Nearing et al., 2017). Gantzer et al. (1990) estim6 la pérdida de suelo
producto de agricultura anual (maiz continuo), rotacion cultivos-pasturas (rotacion de
6 afios con maiz, avena, trigo, trébol y dos afios de Phleum pratense) y pradera
continua para 100 afios y encontraron que la perennidad fue un factor clave para la
conservacion edafica: la pradera continua tuvo 30 % menos de pérdida de suelo que el
sistema de rotacion cultivo/pastura y 56 % menos que la agricultura anual. Cuando a
estos sistemas agricolas se le agrega el cero laboreo, las pérdidas de suelo bajan
notoriamente, aunque solo la incorporacion de un periodo con especies perennes iguala
las pérdidas de suelo a un sistema de pastizales naturales (Garcia-Préchac et al., 2004).
En Uruguay, Ernst y Siri (2009) encontraron que la inclusion cero laboreo y un lapso
de pasturas fueron fundamentales para disminuir la escorrentia superficial y, por lo
tanto, la erosion. Si bien no se detectaron diferencias en pérdida de suelo y carbono

organico entre los tratamientos de cero laboreo (agricultura continua vs. inclusién de



una pradera perenne al sistema de agricultura continua), las mediciones fueron
realizadas en terrenos con baja pendiente (1 %) y se observo una tendencia a menores
pérdidas con la inclusion de la pradera, lo que indica que la inclusion de especies
perennes podria acentuar sus efectos en altas pendientes. Especies que proveen
cobertura permanente producen pérdidas insignificantes de suelo y agua por
escorrentia superficial en comparacion con cultivos anuales, aun con pendientes muy
elevadas (Browning et al., 1973). Por otro lado, la inclusion de especies perennes no
solo aumenta la productividad de los suelos al disminuir los niveles de erosion, sino
que ademéas mantiene o mejora (dependiendo del nivel de degradacion del suelo) la
calidad del suelo al mantener los niveles de carbono organico y, por ende, la utilizacion
del N por las plantas (Garcia-Lamothe, 1994). También debido al denso y fibroso
sistema radicular que caracteriza a dichas especies, la estabilidad de los agregados del
suelo incrementa rapidamente cuando se incluyen perennes luego de una fase agricola
(Garcia-Préchac et al., 2004).

1.1.3.2. Dinamicadel Nyel P

El sistema agricola basado en cultivos anuales no solo afecta la pérdida de suelo
en los sistemas de produccion, sino que también posee alta incidencia en la dinamica
del nitrogeno (N) y el fosforo (P), ya que la produccion global de granos puede ser
vista como el principal acelerador del ciclo de estos nutrientes (Liu et al., 2010). El
aumento en el uso de ambos nutrientes mediante la fertilizacion ha posibilitado el
incremento en el rendimiento en los cultivos y, por ende, la oferta necesaria de
alimentos para una poblacion mundial en constante crecimiento (Erisman et al., 2008,
Galloway y Cowling, 2002, Cassman, 1999). Datos agregados a escala mundial y a lo
largo de varias décadas han demostrado la existencia de un fuerte vinculo entre la
produccién agricola y la aportacion de nutrientes (Tilman et al., 2002, Smith et al.,
1997). Sin embargo, en este sistema productivo, una importante fraccion de lo
incorporado de estos nutrientes se pierde. Entre 1950 y 2000, la agricultura y la
produccion agricola para alimentacion ganadera han aumentado los excedentes de la

aplicacion de N en 4 veces y de P en 5,5 veces (Bouwman et al.,, 2011). En la



actualidad, la fertilizacion de N intensiva se ha empleado como préctica agricola
dominante para garantizar un alto rendimiento de los cultivos y se aplica muy a
menudo en dosis superiores a las necesidades de los cultivos (Yang et al., 2013). Se
estima que entre el 30 y 50 % del N aplicado por fertilizacion en un cultivo no es
absorbido por el primer cultivo y que los siguientes cultivos podrian tomar solo
aproximadamente el 7 % de la misma aplicacion (Ladha et al., 2005). Para el caso del
N, estas pérdidas pueden constituir emisiones de amonio (NHzs), 6xido nitroso (N2O)
y 6xido nitrico (NO) o pérdidas por lixiviacion de nitratos (NOz). La combinacion de
elevadas pérdidas de N y bajas o nulas tasas de su fijacion bioldgica hacen que este
nutriente pueda ser escaso en la agricultura y, por lo tanto, sean importantes y
periddicos los aportes desde la fertilizacion para facilitar de esta forma la baja
eficiencia en su uso por parte de los cultivos (Vitousek et al., 2002). Entre las
moléculas emitidas a la atmosfera, el NHs contribuye a la eutrofizacion y acidificacion
cuando esta molécula es redepositada en la tierra, el NO posee un importante rol en la
quimica del ozono y el N2O es una molécula con fuerte efecto invernadero (Bouwman
et al., 2011, Deng et al., 2011). Los nitratos en sistemas agricolas, en cambio, son
perdidos fundamentalmente por lixiviacion y posteriormente llegan a los espejos de
agua por drenaje subsuperficial o flujo base, muy poco se pierde por escorrentia
superficial (Wang y Li, 2019). La concentracidn de nitratos en los rios cuyas cuencas
poseen uso agricola es mayor a la encontrada sobre rios de cuencas no agricolas, lo
que hace evidente el rol clave que posee la agricultura actual sobre la carga de esta
molécula en los sistemas acuaticos (King et al., 2005, Kroening, 1996). La magnitud
de las pérdidas de nitratos se estima sean hasta 50 veces mas importantes en cultivos
anuales que en perennes (Randall y Mulla, 2001). El contenido medio de nitratos
residuales en los 180 cm superiores del perfil del suelo fue de 18, 60, 85, 90 y 134 kg
ha! para gramineas perennes durante tres afios, para una rotacion de tres afios de avena
(Avena sativa L.)-alfalfa (Medicago sativa L.)-maiz, para una rotacion de dos afios
avena-trébol rojo (Trifolium pratense L.)-maiz, para una rotacién de tres afios soja
(Glycine max (L.) Merr.)-trigo de invierno (Triticum aestivum L.)-maiz, y maiz
continuo por tres afnos, respectivamente (DeHaan et al., 2017). La gran produccién de

raices por parte de los cultivos perennes y el hecho de que estén presentes todo el afio



evita notoriamente las pérdidas de nitratos por lixiviacion, factor preponderante del
flujo de N a los sistemas acuéticos producto de la agricultura.

El incremento en el uso de P al igual que el N ha sido una de las piezas clave de
la revolucion verde para el incremento de la productividad de los cultivos. Sin
embargo, en muchos casos, el excesivo uso de estos nutrientes ha llevado a un alto
costo ambiental (Tilman et al., 2001). ElI P presenta menos tipos de fugas de los
sistemas agricolas, ya que se considera un elemento con ciclo sedimentario, por lo que
su Gnico destino final es el enterrado por sedimentos en sistemas acuaticos (Childers
et al.,, 2011). Este nutriente es uno de los directamente asociados al proceso de
eutrofizacién de aguas, ya que su concentracion excesiva causa una alta produccién de
fitoplancton, turbidez en el agua y diversos cambios no deseables en los sistemas
acuaticos tales como pérdida de biodiversidad, desaparicion de plantas acuéticas,
cambios en el stock de peces y disminucién en el control del zooplancton sobre el
fitoplancton (Sendergaard et al., 2003). La pérdida mas importante de P de los sistemas
agricolas es mediante la escorrentia superficial, quedando en segundo plano los
sucesos de lixiviacion de este nutriente, los cuales solo pueden ser importantes en
suelos organicos, anegados o arenosos (Sharpley et al., 2001). Teniendo en cuenta la
forma en que este nutriente se pierde y la magnitud de las pérdidas, no es extrafio que
los sistemas agricolas actuales sean considerados como una de las fuentes mas
importantes de P en los sistemas acuaticos eutrofizados (Barreto et al., 2017, Li et al.,
2015, Somura et al., 2012, Chalar et al., 2011, Allan, 2004, Klatt et al., 2003, Daniel
et al., 1998). Los cultivos perennes, ya sean para forraje, bioenergia o produccién de
grano, tienen el potencial de incrementar la sostenibilidad del P en los sistemas
agricolas mediante la disminucién de las pérdidas no intencionadas producto de la
fertilizacion y la optimizacion de la absorcion por parte de los cultivos. El
mantenimiento de una cubierta perenne en el suelo y de raices que, ademas de retener
los agregados de suelo, absorban activamente los nutrientes en el tiempo y en el
espacio puede reducir considerablemente las pérdidas involuntarias de nutrientes como
P (Chalar et al., 2017, Montgomery, 2007, Mallarino et al., 2002). Asimismo, la
utilizacion de especies perennes en comparacion con anuales estaria manteniendo una

mayor proporcion de P nativo o fertilizante en formas organicas relativamente



disponibles en vez de formas recalcitrantes, por lo que podrian reducirse las
necesidades de fertilizacion de P (Crews et al., 2014).

1.1.3.3. Cambio climatico

El cambio climatico con temperaturas mas altas, precipitaciones mas variables y
fendmenos climaticos extremos como olas de calor, inundaciones y sequias posee un
gran potencial de impacto sobre la agricultura (Amaru y Chhetri, 2013). Muchos
estudios para investigar el impacto del cambio climatico en los cultivos se han
focalizado en el andlisis de las variaciones de las condiciones climaticas con respecto
a una media historica, es decir, a partir de una comparacion estatica (Smit y Skinner,
2002). Sin embargo, al momento existe bastante consenso en considerar que el aspecto
clave del cambio climético no es solo el cambio paulatino en los promedios de algin
factor climatico, sino la mayor irregularidad en magnitud y mayor asiduidad de
eventos climaticos extremos (Rickert et al., 2019, Almeida et al., 2013, Wandel y Smit,
2000). La mayor parte del calentamiento global se ha observado durante los ultimos
50 afios y se ha atribuido principalmente a actividades humanas como el consumo
excesivo de combustibles fosiles y los cambios en el uso del suelo (Karimi et al., 2018,
Ravindranath y Sathaye, 2003). La agricultura, debido a su alta dependencia de las
condiciones climaticas, es considerada como una de las actividades mas vulnerables y
de mayor riesgo frente al impacto del cambio climético (Reilly, 1995). En efecto, la
oscilacion meridional del fenébmeno del nifio est4 asociada a ciclos tanto de sequia
como de anegamiento y explica entre 15 y 35 % de la variacién global de los
rendimientos de trigo, las oleaginosas y varios granos secundarios (Ferris et al., 1999).
Segun los informes del IPCC y de la FAO, los sistemas agricolas de los paises en
desarrollo parecerian ser aun mas susceptibles a los cambios climéaticos (Manuamorn
et al., 2020, Lu et al., 2019, Melkonyan y Asadoorian, 2014). Si bien las previsiones
del impacto del cambio climatico sobre el rendimiento de los cultivos son dispares
geograficamente (Ortiz et al., 2008) hasta el 2030, existe consenso en los efectos
negativos a partir de esa fecha (FAO, 2016). No obstante, la agricultura no debe ser

vista como una simple victima en este proceso, ya que, a su vez, es una de las



principales actividades antropogénicas que ha fomentado el cambio climético. La
agricultura se practica en el 49 % de la superficie terrestre mundial libre de hielo, el
12 % como tierra de cultivo y el 37 % como pasto, y es responsable del 12 % del total
de las emisiones antropogénicas directas de gases de efecto invernadero (IPCC, 2019).
Si ademas se consideran los cambios en el uso del suelo y su degradacion, la
contribucion de la agricultura asciende a un tercio de las emisiones antropogénicas
totales (Wollenberg et al., 2011). Las predicciones no son alentadoras, ya que, Si no se
toman las medidas adecuadas para reducirlas, las emisiones seguiran aumentando ~ 30
% para el afio 2050 (Srivastav et al., 2021). Por lo tanto, los enfoques de adaptaciones
resilientes y estrategias de mitigacion son vitales, porque tienen el potencial de
disminuir las emisiones de gases de efecto invernadero sin reducir la produccion de
cultivos (Sapkota et al., 2019, Nyong et al., 2007). En este sentido, la forestacién o la
reforestacion (Laganiere et al., 2010) asi como la utilizacién de cultivos perennes
tienen el potencial de mitigar los efectos del cambio climatico a partir del secuestro de
carbono y almacenarlo como carbono organico en suelos (Ledo et al., 2020). Las
plantas perennes pueden acceder a mas nutrientes y agua del suelo durante mas tiempo
que los cultivos anuales, lo que las hacen mas resilientes a condiciones ambientales
adversas. Debido a que producen mas biomasa aérea y subterranea que los cultivos
anuales, transfieren materia organica a los microorganismos del suelo y aumentan la
cantidad de carbono almacenado en el suelo, un componente clave de la salud del suelo
(Glover et al., 2010). Estos aportes organicos y de microorganismos mejoran la
fertilidad y la estructura del suelo, por lo que aumentan la infiltracion y el
almacenamiento de agua, todo lo cual incrementa la cantidad de agua disponible por
los cultivos, lo que otorga resiliencia a estos sistemas (Bationo et al., 2007). Sistemas
agricolas-forrajeros en rotacion y caracterizados por componentes perennes y diversos
serian capaces de fomentar resiliencia al cambio climéatico y proporcionar multiples
servicios ecosistémicos, asi como beneficios socioeconémicos en los paisajes

agricolas (Picasso et al., 2022).



1.2. LA AGRICULTURA PERENNE COMO ALTERNATIVA

Debido a estaciones de crecimiento mas cortas y sistemas radiculares menos
desarrollados, los cultivos anuales proporcionan menos proteccion contra la erosion
del suelo, tienen una menor eficiencia en el uso del agua y los nutrientes, almacenan
menos carbono en el suelo y hacen que el sistema de produccion sea menos resistente
a los estreses bidticos y abidticos que las comunidades de plantas perennes (Sanford
et al.,, 2021, Osterholz et al., 2019, King y Blesh, 2018, Sanford, 2014). En este
contexto, la perennidad surge como una alternativa muy prometedora a incorporar en
la agricultura moderna, donde quizds conocer los hitos por los que atravesd la

evolucion de las especies anuales de cultivos actuales nos brinde pistas para lograrlo.

1.2.1. Domesticacion de cultivos anuales v su relacién con la perennidad

La evolucion de las especies de cultivos comenzd cuando la ecologia del
comportamiento humano paso de la recoleccion de alimentos al cultivo como principal
modo de abastecimiento de recursos alimentarios vegetales (Lee y DeVore, 1968). La
trayectoria evolutiva de las especies silvestres a las especies cultivadas es un proceso
complejo de mdltiples etapas, las cuales podrian agruparse en un periodo de
predomesticacion, domesticacion y la fase de diversificacion o de evolucion dentro de
poblaciones domesticadas (Donald, 1983). La predomesticacion se refiere al periodo
en que los seres humanos comenzaron a plantar o cuidar de ciertas poblaciones de
plantas por algun rasgo de interés (Wilcox, 2012), en tanto que la domesticacion de un
cultivo de semillas fue a menudo un acontecimiento «Unico» en el que ciertas
mutaciones importantes garantizaron la adaptacion de una especie a un ambiente
agricola, lo que disminuyd en ese camino su capacidad de supervivencia en la
naturaleza o, mas bien, en ambientes inalterados (Mangelsdorf, 1965). Por ultimo, la
fase de diversificacion implica la propagacion y adaptacion de las especies y
poblaciones domesticadas a diferentes ambientes agroecoldgicos y culturales (Meyer
y Purugganan, 2013). Aunque todas las etapas han sido muy importantes en términos

evolutivos para la conformacion de los actuales cultivos comerciales, la fase de



domesticacion, por la naturaleza cualitativa de sus cambios fenotipicos (Abbo et al.,
2014), podria ser vista como el periodo evolutivo de mayor trascendencia. En efecto,
los caracteres principales o diagnosticos asociados al sindrome de domesticacion de
los cultivos de grano son mono- o digenéticos y, a menudo, el fenotipo domesticado
estd condicionado por alelos recesivos (Ladizinsky, 2012). Los fenotipos
domesticados a menudo se diferencian de sus ancestros salvajes por caracteristicas
como: pérdida de dormancia, disminucion de dehiscencia, incremento en el tamafio de
los granos, cambios en la arquitectura reproductiva de las inflorescencias, resistencia
al vuelco y facilidad de cosecha y trilla, es decir, caracteres relacionados con la mejora
del rendimiento primario y del grano cosechable para los agricultores (Haas et al.,
2019, Olsen y Wendel, 2013, Meyer y Purugganan, 2013). Estos caracteres pueden
deberse a las preferencias humanas por la facilidad de recoleccion/cosecha, las
ventajas de crecimiento bajo propagacion humana y/o la supervivencia en habitats
deforestados o alterados, donde, tanto la seleccion consciente por parte de los primeros
agricultores como la seleccion inconsciente debida a las practicas agricolas o al
ambiente moldearon este proceso (Fuller et al., 2009, Zohary, 2004).

Las especies anuales constituyen aproximadamente el 10 % de las angiospermas
y, aungue no se distribuyen uniformemente entre las familias, han evolucionado
numerosas veces a partir de antepasados perennes (Angiosperm Phylogeny Group,
2016). La anualidad es una condicién derivada en mas de 100 familias de plantas de
mas de 30 drdenes de angiospermas (Angiosperm Phylogeny Group, 2016) y es
bastante aceptado que la anualidad haya evolucionado miles de veces, lo que la
convierte en una de las transiciones reproductivas mas importantes. La opinién mas
extendida es que el habito lefioso y la estrategia de vida perenne que lo acompafia son
la condicién ancestral de las angiospermas, seguidas por la evolucion hacia el habito
herbaceo y la anualidad (Stebins et al., 2013, Soltis, 1950). En el proceso de
domesticacion, se ha producido una seleccion hacia el habito anual simplemente por
la capacidad de las anuales de producir mas semillas (Donald, 1983). Probablemente
el trigo farro (emmer wheat - Triticum turgidum subsp. dicoccoides) y la cebada
salvaje (los primeros cultivos de grano domesticados) presentaban semillas de gran

tamario y, para garantizar una cosecha fiable cada afio, los primeros agricultores

10



habrian replantado algunas de las semillas que recogian, lo que habria favorecido en
ese proceso a caracteres como rendimiento en grano y facilidad de cosecha. Aunque
algunas plantas perennes también podrian haber tenido semillas de buen tamafo, no
era necesario replantarlas y, por tanto, no habrian sido sometidas al mismo proceso de
seleccion ni se habrian beneficiado de este (Glover et al., 2007).

Por otro lado, el hecho de evitar el desvio de recursos a los 6rganos vegetativos
(como lo haria una especie perenne para perpetuarse), combinado con el valor
adaptativo de un patron de crecimiento anual en regiones de estacion limitada y
ambientes alterados, ha llevado al desarrollo de cultivos de semillas anuales en muchas
familias y géneros (Chang, 1976). Al parecer, existiria una plasticidad adaptativa para
la estrategia del ciclo de vida en la que, bajo diferentes estreses ambientales (terrenos
disturbados, sequias y estrés térmicos), los individuos sacrifiquen la fecundidad futura
por un mayor esfuerzo reproductivo inmediato y dar pasos hacia la anualidad
(Friedman, 2020).

1.2.2. Avances en cultivos de grano perenne

La perennizacién de las especies cultivadas y el aumento de la diversidad de
cultivos a escala de campo, explotacion y region es un enfoque alternativo para abordar
la problemaética de la pérdida de servicios ecosistémicos asociados a los sistemas
agricolas anuales, ya que consiste en alterar fundamentalmente el propio ecosistema
agricola (Crews et al., 2018). En la actualidad se estan desarrollando cultivos de grano
perenne de dos formas: 1) de novo o domesticacion directa, es decir, a partir de ciclos
de seleccion recurrente y 2) por hibridaciones interespecificas (anual x perenne). El
Land Institute de Estados Unidos, las Future Farm Industries Cooperative Research
Centre de Australia, la Yunnan Academy of Agricultural Sciences de China y otros
grupos de investigacion estan llevando a cabo o iniciando programas de seleccion de
Tinopiro [Thinopyrum intermedium (Host) Barkworth & D. R. Dewey], trigo perenne
(Triticum spp./Thinopyrum spp.), sorgo perenne [Sorghum bicolor (L.) Moench/S.
halepense (L.) Pers.], girasol Maximilia (Helianthus maximiliani Schrad.), girasol
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perenne (complejos de hibridos de Helianthus spp.), Desmanthus illinoensis
(Michaux) MacMillan y el arroz perenne (hibridos de Oryza spp.) (Cox et al., 2010).
Mediante hibridaciones interespecificas, se ha intentado cruzar especies de cereales
anuales con sus parientes perennes cercanos para combinar caracteres de perennidad
con la capacidad de alto rendimiento asociada a las anuales. Hasta el momento, los
mejores resultados han sido obtenidos con el arroz perenne, el cual fue desarrollado
mediante la hibridacion entre el arroz anual (Oryza sativa ssp. indica) y su pariente
perenne rizomatoso, O. longistaminata (Sacks et al., 2003, Tao y Sripichitt, 2000).
Tras ciclos de retrocruzamientos con arroz anual y seleccion de los productos de la
retrocuza, ya se dispone de cultivares de arroz perenne con rendimientos de grano
comparables a los del arroz anual y capaces de mantener ese rendimiento hasta ocho
cosechas consecutivas (Zhang et al., 2023, Hu et al., 2022). Para sorgo perenne, por su
parte, se observaron muy buenos rendimientos durante dos afios seguidos, aunque la
perennidad de las plantas estuvo afectada en regiones frias (Cox et al., 2018).

Para la mayoria de las especies, las limitantes mas frecuentes son la estabilidad
del caracter perenne, la fertilidad de la progenie y el mantenimiento de la perennidad
durante el desarrollo de lineas de alto rendimiento (Chapman et al., 2022). En efecto,
la principal limitante detectada para la obtencion de trigo perenne ha sido la dificultad
de la introgresion de la perennidad desde Thinopyrum spp. como donador a genotipos
comerciales de trigo (Zhao et al., 2012, Bell et al., 2010, Cox et al., 2010). De todas
formas, al evaluarse 150 lineas derivadas de un cruzamiento trigo X Thinopyrum spp.,
se observo que, luego de tres afios, el 61 % de las lineas mostraron alguna capacidad
de rebrote y que una pequefia parte de ellas ain producia grano (Hayes et al., 2012).
Al parecer, algunos de los atributos del habito de crecimiento perenne estan presentes
cuando se afiaden a las lineas hibridas cromosomas adicionales procedentes de
donantes perennes (DeHaan et al., 2014, Zhang et al., 2014, Lammer et al., 2004). No
obstante, esta adicién en las lineas de progenie con menos cromosomas del padre anual
suele presentar una grave inestabilidad genética, lo que imposibilita la evaluacion de
los efectos de genomas completos utilizando generaciones avanzadas debido a la

eliminacién de cromosomas (Cui et al., 2018). Intentar comprender cuantos genomas
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de trigo y T. intermedium mejorarian la perennidad del habito de crecimiento perenne
pareceria clave en este proceso.

La conversion de especies anuales a perennes podria realizarse también a través
de la domesticacion acelerada mediante ciclos repetidos de seleccion en especies
perennes de bajo rendimiento. El ejemplo més exitoso de esta estrategia hasta ahora es
T. intermedium, graminea que se ha utilizado sobre todo como forraje, pero que
actualmente se esta desarrollando para su uso como cultivo de grano perenne mediante
la domesticacion de novo. En el Land Institute, se han llevado a cabo once ciclos de
seleccion y cruzamiento dirigido de las mejores plantas en funcion de su rendimiento
en grano, tamafio de semilla, resistencia a la rotura de la espiga, entre otras variables
de interés, lo que ha dado lugar a poblaciones mejoradas de T. intermedium que
actualmente estan siendo evaluadas y seleccionadas por colaboradores en diversos
ambientes (DeHaan, 2022; DeHaan et al., 2020).

Otras especies de grano perenne que actualmente son objeto de domesticacion
acelerada y/o esfuerzos incipientes de mejoramiento incluyen el pariente perenne del
girasol, Silphium integrifolium (Vilela et al., 2018, Van Tassel et al., 2017), el lino
perenne (Linum sp.) (Tork et al., 2019), la cebada perenne (Hordeum sp.)
(Westerbergh et al., 2018) y varias especies de leguminosas perennes (Schlautman et
al., 2018). A lo largo del mundo, desde diferentes disciplinas, mas de 40 instituciones
de investigacion estan trabajando para el desarrollo de cultivos perennes (Crews et al.,
2018).

1.3.  TINOPIRO: UN GRANO PERENNE DOBLE PROPOSITO

Aunque muchas especies han mostrado potencial para su domesticacion como
cultivo de grano perenne, Tinopiro (Thinopyrum intermedium) (Host) Barkworth &
D.R. Dewey] ha resaltado entre ellas (Wagoner y Schauer, 1990). Tinopiro es una
graminea perenne, hexaploide (2n = 6x = 42), con un incipiente grado de
domesticacion, esta relacionado genéticamente al trigo coman (Triticun aestivum),
presenta alogamia y autoincompatibilidad, y pertenece a la tribu de las triticeas y a la

familia de la poaceas (Mahelka et al., 2011). Es nativo del sur de Europa, medio-oeste
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de Asia Central, y su zona de influencia primaria llega hasta el oeste de Pakistan
(Tzelev, 1983). Introducido a EE. UU., con el nombre de intermediate wheatgrass en
1932, fue implementado como cultivo forrajero en el area superior del medio oeste
debido a su resistencia al frio y a su calidad de forraje (Moore et al., 1995, Hitchcock,
1951). Su distribucion en Ameérica del Norte abarca todas las regiones de los EE. UU.
y llega hasta Manitoba (Canadd). En esas latitudes, Tinopiro ha sido usado
predominantemente como forraje para el engorde de ganado, dada su elevada
produccién de materia seca anual y calidad (Moore et al., 1995). El grano presenta
altos niveles nutritivos (proteina: 20,8 %; grasa: 3,21 %; cenizas: 2,64 %) en
comparacion con el trigo anual, aunque se remarca la necesidad de aumentar su
contenido de gluten para mejorar su calidad de panificacion (Rahardjo, 2017, Becker
etal., 1991). En este sentido, se han identificado en la especie genes homedlogos a los
de trigo (ademés de genes de novo) asociados con subunidades de glutenina con alto
peso molecular, las cuales permiten obtener mayor elasticidad y fuerza de masa en la
panificacion (Zhang et al., 2014). El grano del Tinopiro se comercializa en EE. UU.
con el nombre de Kernza (Kernza.org). Algunas empresas en este pais ya estan
elaborando pan con dicho grano utilizandolo en un 20 % junto con un 80 % del trigo
tradicional (General Mills, Inc.); ademas, también se ha fabricado la primera cerveza
de Tinopiro (Patagonia Provisions). El interés del mercado en EE. UU. ha superado
ampliamente la oferta, ya que panaderias artesanales y ecoldgicas y varios restaurantes
convierten el grano de Kernza en panes, galletas y pasta (Broom, 2019). Estas
iniciativas indican las grandes aptitudes que tiene el grano de la especie con solo
algunos ciclos de seleccidn artificial en su historia.

Debido a sus aptitudes tanto forrajeras como graniferas, Tinopiro es considerado
como un cultivo perenne con alto potencial doble propdésito, lo que implica su
capacidad para proporcionar una doble fuente de ingresos y mayor flexibilidad en
empresas agricolas ganaderas (Bell et al., 2008, Moore et al., 1995). La incorporacion
de cultivos doble propoésito puede mejorar la economia de las explotaciones a través
de la produccion de forraje adicional, lo que alargaria los periodos de descanso de las
especies forrajeras en uso, mejoraria el manejo de las malezas y posibilitaria el

aumento de la carga ganadera (Dove y Kirkegaard, 2014). En muchos paises, como
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Estados Unidos, Canada, Argentina, Marruecos, Pakistan, Siria, Uruguay, Australia 'y
los paises mediterraneos, la cosecha y/o el pastoreo otofial de cereales, principalmente
trigo y cebada, proporciona una buena fuente de forraje de alta calidad en el periodo
muchas veces restrictivo de alimento (Harrison et al., 2011). No obstante, este sistema
doble proposito seria viable si el valor forrajero obtenido fuera superior a cualquier
penalizacion en la produccion de grano por el pastoreo o el recorte de forraje
(Hajighasemi et al., 2016). La respuesta del pastoreo o la cosecha de forraje mecanico
al rendimiento en grano en cultivos anuales como el trigo, la cebada y la canola es
altamente variable (-35 a +75 %), lo que sugiere la presencia de varios factores
involucrados en este tipo de sistema de produccién (Bell et al.,, 2014). Las
penalizaciones en rendimiento de grano en respuesta al pastoreo han sido
mayoritariamente atribuidas a la eliminacion de los puntos de crecimiento del cultivo
debido a una época de defoliaciéon inadecuada (tardia) y a una menor superficie
fotosintética tras la eliminacion del forraje (Virgona et al., 2006). Por el contrario, la
mejora en rendimiento en grano por el pastoreo bajo condiciones favorables
(principalmente bajo buena disponibilidad hidrica) puede ser atribuida a una menor
incidencia del vuelco, disminucion de las enfermedades foliares y una répida
recuperacion del area foliar; en condiciones de estrés, esta mejora se ha relacionado
con una menor transpiracion (conservacion de la humedad del suelo), retraso de la
fonologia y mayor removilizacién de las reservas del tallo hacia los granos (Harrison
etal., 2011).

El impacto de la defoliacion sobre el rendimiento en grano de especies perennes
invernales bajo un sistema doble proposito es mucho menos conocido. Sin embargo,
la escasa informacion disponible apunta hacia el impacto negativo de la defoliacién
sobre el posterior rendimiento en grano. Para raigras perenne (Lolium perenne) en

Nueva Zelanda (Brown, 1980) y festuca alta (Schedonorus arundinaceus (Schreb.)

Dumort., nom. cons.) en Australia (Williams y Boyce, 1977) y en EE. UU. (Ward et

al., 1984, Watson y Watson, 1982), la defoliacion tardia (fines de invierno y principios
de primavera) afectd el rendimiento en grano. La penalizacion en grano a causa de
defoliacion también ha sido evidente en Tinopiro, asi como en Dactylis (Dactylis

glomerata L.) y Bromus inermis Leyss (Hopkins et al., 2003). Ademas, en este ultimo

15


https://plants.usda.gov/home/plantProfile?symbol=SCAR7
https://plants.usda.gov/home/plantProfile?symbol=SCAR7

trabajo, y como lo han planteado también para cultivos anuales, se evidencia una fuerte
caida del rendimiento en grano de Tinopiro con defoliaciones posteriores al estado de
crecimiento segun escala Zadoks 30.

Agricultores de América del Norte que han tenido algin contacto directo con
Tinopiro identificaron a la posibilidad de uso doble propdsito como una practica muy
relevante para la adopcion del cultivo (Lanker et al., 2019). Recientes resultados en el
hemisferio norte muestran que la sostenibilidad de la produccién de Tinopiro depende
en gran medida de como se utilice el coproducto heno o paja luego de la cosecha del
grano y de la medida en que los insumos externos puedan ser sustituidos por recursos
renovables disponibles localmente (Law et al., 2022). Los sistemas integrados de
cultivo y ganaderia parecen ser un escenario viable para la adopcion de esta especie

como cultivo perenne de doble proposito (Law et al., 2022).

1.3.1. Tinopiro y sus servicios ecosistémicos

Muchos reportes remarcan un importante incremento en los servicios
ecosistemicos por el hecho de incorporar los sistemas agricolas cultivos perennes
(Amaducci et al., 2016, Chimento y Amaducci, 2015, Glover et al., 2007, Tilman et
al., 2006) vy, para el caso especifico de Tinopiro, se ha generado informacion muy
relevante al respecto. Esta especie ha mantenido una muy alta eficiencia en el uso de
agua durante una amplia estacion de crecimiento y ha mostrado, ademas, mayores tasas
de evapotranspiracion y absorcién neta de carbono (secuestro de C) en comparacion
con cultivos anuales (De Oliveira et al., 2018). Por otro lado, en el segundo afio de
vida de la especie, se han evidenciado menores niveles de humedad en perfiles
profundos y menores pérdidas de nitratos (86 %) en comparacién con el trigo anual,
lo que indica que sus raices perennes y muy desarrolladas poseen capacidad para
disponer de mayor cantidad de agua y nutrientes (Culman et al., 2013). Sakiroglu et
al. (2020) estim6 que la biomasa seca subterranea a 1 m de profundidad en el otofio
del segundo afio de produccidn alcanzé una media de 478,3 g m2 independientemente
de la aplicacion de nitrégeno y manejo de defoliacion. La concentracion de nitratos en

la solucion del suelo a 50 cm por debajo de la superficie bajo altos niveles de
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fertilizacion fue de uno y dos Ordenes de magnitud inferior en Tinopiro en
comparacion con switchgrass (Panicum virgatum L.) y maiz, respectivamente
(Jungers et al., 2019). En un suelo arenoso, la concentracion de nitratos bajo Tinopiro
fue de 77 a 96 % menor que la encontrada en un sistema de rotacién maiz-soja, lo que
confirma que esta especie reduce eficazmente la lixiviacion de este nutriente incluso
en suelos porosos con mayor potencial de contaminacién de aguas subterréneas (Reilly
et al., 2022). En efecto, Tinopiro es capaz de desarrollar sistemas radiculares activos
en absorcion de agua por lo menos hasta los dos metros de profundidad (Clément et
al., 2022), por lo que su capacidad de absorber agua presenta un gran potencial bajo
condiciones de sequia (Sleiderink, 2020). Al parecer, la capacidad de Tinopiro para
resistir el estrés hidrico y retener altos valores de humedad del suelo no seria solo por
contar con raices profundas, sino también a sus altos valores de Q (factor de desacople
microambiental), lo que implica que su evapotranspiracion no dependa tan
estrictamente de fluctuaciones de agua en el suelo y, por ende, de la conductancia
estomatica (Sutherlin et al., 2019). Su perennidad y su desarrollado sistema radicular
son el sustento para reducir la carga de sedimentos y nutrientes perdidos también por
escorrentia y aumentar la calidad del agua bajo produccién (Ashworth et al., 2023).
Por otra parte, la defoliacion bajo un manejo doble propoésito incrementaria el ciclado
de nutrientes al desencadenar una respuesta fisiolégica en Tinopiro que inicia con la
muerte de las raices y la exudacion del sistema radicular para aumentar la
disponibilidad de nutrientes a través de la mineralizacion y asi facilitar el
restablecimiento del crecimiento aéreo (Pugliese et al., 2019). Debido a todas estas
caracteristicas, Tinopiro tiene el potencial de ser utilizado en regiones del mundo sin
acceso a irrigacion y con minimos requerimientos de fertilizacion. Moore et al. (2003)
lo define como un cultivo muy versatil, capaz de tolerar moderados niveles de sequia,

salinidad, anegamiento y alcalinidad.
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1.3.2. Comportamiento agronémico de Tinopiro

1.3.2.1. Cualidades alimenticias del grano

El Tinopiro fue seleccionado como el primer grano perenne del mundo debido a
su moderada dehiscencia, facilidad de trilla, tamarfio aceptable y altos valores nutritivos
del grano, que le permiten elaborar productos de panificacion o bebidas (Becker et al.,
1991, Wagoner y Schauer, 1990). En comparacion con trigo, Tinopiro presenta
mayores niveles de proteina (20,8 %), de grasa (3,2 %) y de cenizas (2,6 %), fibra
alimenticia total (16-19 %) y antioxidantes (Hayek, 2020, Tyl e Ismail, 2019,
Mathiowetz, 2018, Rahardjo et al., 2018, Becker et al. 1991). Aunque la proteina del
grano de Tinopiro es nutricionalmente pobre en lisina al igual que el trigo comercial,
tiene mayores niveles que trigo en todos los otros aminoécidos esenciales (Becker et
al., 1991). Las harinas con una proporcion 50:50 de Tinopiro y de trigo tienen altos
valores nutricionales sin que cambien drasticamente las cualidades de panificacion
(Marti et al., 2015). EI mejoramiento genético realizado en la especie ha aumentado el
tamafio de las semillas y el contenido de almidon, sobre todo a expensas de la fibra
dietética. Aunque el contenido medio de proteinas ha disminuido a causa de este
proceso, aun superan los de la mayoria de los cereales anuales, como el trigo
panificable (Bharathi et al., 2022).

1.3.2.2. Rendimiento en grano

El rendimiento de grano de Tinopiro en el hemisferio norte en monocultivo puro
ha tenido valores muy variados, desde 112 kg ha* (Culman et al., 2013) hasta 1089 kg
ha! (Favre et al., 2019) para el primer afio de produccion y desde 3 kg ha (Pugliese,
2017) hasta 1662 kg ha (Culman et al., 2013) para el segundo afio. En Franco et al.
(2021) se puede ver una revision de los rendimientos obtenidos a campo bajo
diferentes condiciones. Hasta el momento, el mejor rendimiento en grano cosechado
de forma mecénica ha sido de 950 kg ha™* en Minnesota, cuyo peso de 1000 granos

alcanzd los 15 mg (Zhang et al., 2016). Aungue el rendimiento en grano es muy

18



variable, hay consenso en afirmar la existencia de una disminucion de este con los afios
de produccién (Law et al., 2021, Pinto et al., 2021b, Zimbric et al., 2020, Tautges et
al., 2018). Una de las principales hipotesis que se han planteado para explicar este
comportamiento es la competencia intraplanta que se ha observado al paso de los afios,
lo que resulta generalmente en menor numero de tallos fértiles y méas débiles (Law et
al., 2021, Altendorf et al., 2021). Los posibles mecanismos especificos para la
disminucion del rendimiento incluyen (a) interacciones dependientes de la densidad
en la rizosfera que disminuyen la asignacion de recursos a la produccion de grano
(Tautges et al., 2018), (b) cambios en la calidad de la luz en la corona que reducen la
iniciacion de los tallos reproductivos (Jungers et al., 2017) y (c) limitacion de agua o
nutrientes durante los periodos criticos de crecimiento y reproduccion (Hunter et al.,
2020a, Tautges et al., 2018). A medida que las plantas envejecen, existen cambios en
la asignacion de recursos, desde estrategias competitivas a estrategias tolerantes al
estrés (Jaikumar et al., 2016). Estos cambios pueden imponer limitaciones fisioldgicas
en la produccién de granos en stands de plantas perennes desarrollados, aunque
manejos apuntando a la reduccién de biomasa en crecimiento podrian superar estos
limites (Law et al., 2021). La informacion generada hasta el momento sugiere que la
disminucion del rendimiento con la edad del cultivo no es causada por la limitacién de
recursos, ya que la produccion total de biomasa se mantiene o aumenta de un afio a

otro, mientras que el indice de cosecha disminuye (Law et al., 2021).

1.3.2.3. Calidad nutritiva del forraje

Desde su introducciéon a EE. UU. desde Eurasia en el afio 1932, Tinopiro se
implement6 como un cultivo forrajero en el medio oeste y en las grandes llanuras de
América del Norte debido a su resistencia al frio y a su alta calidad forrajera (Ogle,
2018, Moore et al., 1995, Hitchcock, 1951). Numerosos cultivares forrajeros han sido
liberados durante el siglo XXy principios del XXI (Jensen et al., 2016). Tinopiro ha
sido una de las gramineas perennes en las que mayor esfuerzo se ha puesto en el
desarrollo de nuevas variedades con mejor calidad forrajera, entre otros atributos de

interés. Aunque con fuertes variaciones estacionales, la calidad nutritiva de su forraje
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es considerada excelente para el engorde y mantenimiento de diversas categorias de
ganado (Moore et al., 1995). El valor nutritivo del forraje en la primavera antes de que
los tallos comiencen a elongar es el més alto en relacion con la materia seca (201-225
g kg* de proteina cruda (PC), 456-504 g kg™ de fibra detergente neutro (FDN) y 249-
299 g kg* de fibra detergente acido (FDA) (Pinto et al., 2021a, Barriball, 2020, Favre
et al., 2019, Jensen et al., 2016b;). En contraste, los valores nutritivos observados en
el verano luego de la cosecha de grano son mucho més bajos (45-51 g kg* de PC, 670-
702 g kg de FDN y 381-427 g kg de FDA (Pinto et al., 2021a, Favre et al., 2019).

El valor nutritivo del forraje de Kernza en regiones de alta latitud es adecuado
para las vacas de carne lactantes, las vacas lecheras y los novillos en crecimiento
cuando es cosechado en primavera y otofio, y para las vacas de carne en verano (Pinto
et al., 2021a, Favre et al., 2019). Esta paja cosechada en verano luego de la cosecha
del grano ademas puede utilizarse en raciones mixtas para el ganado lechero, como
cama para los animales o como materia prima energética de biomasa (Jungers et al.,
2017, Wang et al., 2014).

1.3.2.4. Produccion forrajera

En el norte y centro de América del Norte se han reportado rendimientos de
forraje con promedios de 6450 kg ha* afio™ y 7419 kg ha* afio para el primer afio y
subsecuentes zafras de produccién (segundo, tercero o cuarto afio), respectivamente
(Franco et al., 2021). Las cosechas de forraje en primavera y otofio aportan entre un
tercio y una cuarta parte de la biomasa cosechada en verano en regiones de alta latitud
y tienen un mayor valor nutritivo del forraje, lo que contribuye sustancialmente a la
rentabilidad de la especie (Pinto et al., 2021a, Hunter et al., 2020a, Favre et al., 2019).
A través de nueve sitios en América del Norte, la produccion de biomasa de primavera
y otofio en promedio fue de 1352 y 1820, respectivamente, para el primer afio y de
1648 y 1271 kg ha* para el segundo afio (Pugliese, 2017). Culman et al. (2023)
estimaron 6000, 4500 y 5700 kg ha™ de materia seca de forraje en cosechas de verano
para el primer, segundo Yy tercer afio, respectivamente. Descartando los efectos de

enmalezamiento o momentos tardios de corte en la primavera (elongacion de tallos en

20



curso), la defoliacién primaveral y otofial no afectan la produccion de grano de
Tinopiro (Picasso, 2023). Asimismo, aunque la calidad del forraje otofial puede ser
similar al primaveral, cosechar forraje en otofio no implicé reducciones de la
produccién de biomasa al verano (Pinto et al., 2021a).

La ganancia media diaria de novillos pastoreando Tinopiro en primavera durante
4 a 6 semanas fue de 1 a 1,2 kg d?, lo que resalta la potencialidad de la especie para la
produccién de carne (Moore et al., 1995). Por otro lado, la inclusion de un 40 % de
paja de Tinopiro en la dieta de vaquillonas holando redujo significativamente la ingesta
de materia seca total (13,2 %), la produccion de CO2 (16,7 %) y el consumo de O>
(16,3 %) y mantuvo ganancias de peso corporal de 0,8 a 1,0 kg d! (Pizarro et al.,
2022). Favre (2019) resalta las capacidades nutritivas del heno de Tinopiro empacado
luego de la cosecha de grano para mantener el estado corporal de vacas de cria durante
el invierno.

Bajo un sistema doble propésito (grano y forraje), Tinopiro puede ser manejado
de forma que posibilite cosechas de forraje en la primavera, verano y otofio en regiones
de alta latitud, a lo que podria sumarse la cosecha invernal en regiones de menor
latitud. En regiones de latitudes bajas como Uruguay, donde durante todo el invierno
se mantiene un activo crecimiento de especies invernales como Tinopiro (no existen
condiciones propensas al congelamiento del suelo), podria esperarse que una cosecha

otofial seguida de una invernal no afecte la produccion de biomasa estival de la especie.

1.3.2.5. Respuesta nitrogenada

El nitrégeno es el elemento mas requerido por las plantas, por lo que su presencia
en los suelos agricolas es mayoritariamente deficiente; sin embargo, es el elemento
mas abundante en la atmdésfera (Godwin y Singh, 1998). Estudiar la respuesta de N en
una especie productiva comercialmente es siempre trascendente, no solo por razones
econdmicas producto de dicha respuesta en biomasa aérea o grano, sino también por
los riesgos que puede suponer para el medioambiente la aplicacion excesiva de
fertilizantes nitrogenados (Martinez-Dalmau et al., 2021). En las ultimas décadas, el

aumento de la productividad mundial de los cultivos se ha asociado a una
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multiplicacion por 20 en las aplicaciones de fertilizantes nitrogenados (Glass, 2003) y
se espera que se multiplique al menos por 3 para el 2050 (Good et al., 2004).

El area foliar es el principal componente de la biomasa vegetal y, asi como su
duracion, normalmente se incrementan con la disponibilidad de N (Novoa y Loomis,
1981, Watson, 1947). El efecto positivo de la fertilizacion nitrogenada sobre la
produccion de materia seca puede ser principalmente explicado por una mayor
intercepcion de la luz y mayor contenido foliar de N, lo que se traduce en una mayor
tasa de asimilacion de carbono por unidad de area (Sinclair y Horie, 1989, Osman et
al., 1977).

En cereales, la disponibilidad de N también incrementa el ndmero de tallos
(Pushmany Bingham, 1976), lo que resulta en un mayor nimero de espigas por unidad
de area, el cual es el principal componente de rendimiento en estos cultivos (Slafer y
Rawson, 1994). Segun el momento de la aplicacién nitrogenada, se podria estar
afectando la produccién de tallos y, por ende, la de espigas (aplicaciones en siembra o
en macollaje temprano) o el peso de los granos (aplicaciones durante el encafiado o
previo a la antesis) (Spiertz, 1983, Langer, 1980, Holmes, 1973, Langer y Liew, 1973).
Fertilizaciones tardias, aunque causan incremento en el peso de granos, estarian
reduciendo el rendimiento de grano (Paolo et al., 2022).

Aunque la informacion acerca del efecto de la disponibilidad de N sobre la
produccidn de semillas en especies perennes es bastante méas escasa, la tendencia es la
misma que para anuales: las aplicaciones tempranas, especificamente alrededor del
estado de doble arruga (Z22 escala Zadocks), impactan positivamente de forma
significativa en cultivos como Lolium perenne y festuca alta (Chastain et al., 2014,
Young et al., 1996, Hebblethwaite y Ivins, 1977). Conocer la respuesta a la aplicacién
de N es critico en un cultivo doble proposito, ya que este factor puede afectar tanto la
produccion de grano como de forraje (Koeritz et al., 2013, Vogel et al., 2002). La
respuesta de los rendimientos de Tinopiro a la fertilizacion con N ha mostrado un
comportamiento cuadrético, con una tasa optima de N entre 61 y 96 kg N ha para
grano y de 81 a 121 kg ha* para forraje (Jungers et al., 2017). Zimbric et al. (2020)
encontraron incrementos tanto en biomasa como en rendimiento de grano al pasar de

dosis de 90 a 135 kg N ha’. Ademas, Tinopiro ha mostrado particular adaptacion a
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complementarse productivamente con leguminosas y, dependiendo de las condiciones
de produccion, ha aumentado su produccion de biomasa total en la mezcla sin reducir
su rendimiento en grano (Reilly et al., 2022). Acompafar a Tinopiro con una
leguminosa aumenta la calidad del forraje, aunque, para mantener los rendimientos de
forraje y grano en comparacion con el monocultivo de Tinopiro, la eleccion de la

estacion de siembra y la especie de leguminosa es clave (Pinto et al., 2022).

1.3.2.6. Competencia con malezas

La competencia con malezas es otro factor clave del manejo agrondmico de los
cultivos perennes. Dependiendo del momento, la frecuencia y la intensidad de la
cosecha de forraje, cada corte puede ofrecer una oportunidad para que las malezas
utilicen recursos y crezcan, lo que perjudica el rendimiento futuro de forraje y grano
0, por el contrario, ofrece ventajas competitivas a las especies sembradas (Ghanizadeh
y Harrington, 2019, Meiss et al., 2010). La defoliacion severa (es decir, de alta
intensidad y frecuencia) disminuye la supervivencia de las gramineas perennes, lo que
se ve agravado por el aumento de la competencia de las especies invasoras en tales
circunstancias (Garcia-Favre et al., 2022, Donaghy y Fulkerson, 2002, Hoveland et al.,
1996, O'connor, 1991, Belton, 1990; Beaty y Powell, 1976). En el manejo de la
defoliacion es muy dificil separar el efecto de la altura y el de la frecuencia de corte,
ya a que a altas frecuencias es muy dificil conseguir tasas de crecimiento tan elevadas
que impliquen lograr altas alturas en el forraje. Sin embargo, en switchgrass la mayor
altura del forraje remanente luego de un corte estuvo asociado a una mayor
intercepcion de la luz por el canopeo y a una menor infestacion de malezas (Bekewe
et al., 2019). En Bromus inermis y Bromus riparius, la intensidad de defoliacion
favorecid notoriamente la proliferacion de malezas, lo que se podria explicar por una
disminucion de la habilidad de estas especies forrajeras para rebrotar y dejar mayores
recursos disponibles a malezas para establecerse y desarrollarse (Harker et al., 2000).

Especificamente para Tinopiro, agricultores de América del Norte identificaron
la competencia con malezas como una de las principales limitantes de informacion

necesaria para la adopcién del cultivo en sus sistemas de produccién (Lanker et al.,
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2019). Durante un experimento de tres afios con alturas de corte de 10 cm,
independientemente de los momentos de corte de forraje (control, un corte en el
verano, verano + otofio, primavera + verano + otofio), la biomasa de malezas en
sistemas doble proposito de Tinopiro disminuy6 una media del 88 % durante tres afios
y los tratamientos con y sin malezas tuvieron una produccién similar de grano y
forraje, lo que sugiere que la competencia con malezas puede no tener efectos
negativos en el cultivo (Zimbric et al., 2020). Sin embargo, Weik et al. (2002)
informaron de un aumento de la biomasa de malas hierbas del primer afio al segundo,
aunque las magnitudes fueron demasiado bajas para afectar a la productividad de grano
y forraje. Recientemente, Duchene et al. (2023) documentaron, durante un estudio de
4 afos, que el enmalezamiento no afecto el rendimiento de grano ni la produccion de
forraje de Tinopiro. En este trabajo, a medida que envejecia el cultivo, la composicion
de las comunidades de malezas cambid de hojas anchas y anuales en el primer afio a
gramineas y perennes para el cuarto afio; ademas, la biomasa de malezas se mantuvo
constante durante la primavera de todos los afios y se redujo gradualmente durante el

otofio.

1.3.2.7. Desafios de Tinopiro para su expansion geogréafica

Tinopiro se presenta como una especie doble proposito con caracteristicas
Unicas, ya que puede proporcionar los beneficios ecoldgicos asociados a las plantas
perennes al tiempo que ofrece una cosecha de grano para consumo humano que no
requiere la siembra anual y el uso intensivo de los insumos que se requieren para los
cultivos anuales. Sin embargo, el rendimiento y tamafio de grano aln presentan serias
limitantes para su consolidacion como cultivo netamente doble propoésito (Lanker et
al., 2019). De todas formas, tanto la respuesta a la seleccion en rendimiento en grano
por superficie como en peso de mil granos han sido de 40 kg ha ciclo *y 0,1 mg ciclo
1, respectivamente (DeHann, 2022). Aunque son evidentes las fortalezas agro-
ecosistemicas de este cultivo, los principales esfuerzos tanto en mejoramiento genético
como en la generacion de estrategias para Su manejo agrondémico se estan

desarrollando en América del Norte (EE. UU. y Canada). Los requerimientos de
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vernalizacion de Tinopiro (lvancic et al., 2021) son una de las principales limitantes
(sino la mas importante) para la expansion geogréafica de Tinopiro en regiones con
inviernos mas templados. Por otro lado, el comportamiento agronémico, asi como las
respuestas a la seleccion a esperar para los caracteres de interés a mejorar bajo regiones
templadas, son tematicas ain no exploradas en la especie. La generacion de
conocimiento en estas areas podria otorgar las herramientas bésicas necesarias para la

adopcion de Tinopiro en regiones templadas con inviernos suaves.

1.3.3. Requerimientos de vernalizacién

Todos los organismos vivos desarrollan diferentes mecanismos para garantizar
su supervivencia bajo las condiciones climaticas locales en respuesta a diferentes
estimulos ambientales. En este sentido, la coordinacion de la época de floracion con la
ubicacién geogréfica y los patrones climaticos estacionales tiene un efecto profundo
en la floracion y el comportamiento reproductivo (Amasino, 2010). La estricta
regulacién de la floracion es un proceso adaptativo importante que se ha utilizado en
la agricultura para que las plantas florezcan de forma sincronizada y en el momento
Optimo para maximizar el rendimiento de las semillas (Puruggana y Fuller, 2009). Las
plantas que no florecen en el momento adecuado probablemente no sean lo
suficientemente fértiles y, por tanto, seran menos competitivas a largo plazo
(Bettgenhaeuser et al., 2017). La induccidn a florecer, en general, puede referirse a la
percepcion, la transduccion y la transmision de sefiales ambientales que dan lugar a un
cambio en los patrones de desarrollo de estas pasando del estado vegetativo a
reproductivo (Heide, 1994). Entre los mayores estimulos necesarios por las plantas
para florecer se encuentran la temperatura y el fotoperiodo (Sharma et al., 2020). La
mayoria de las plantas que crecen en climas templados comienzan a florecer solo
después de la exposicion al frio prolongado, un proceso conocido como vernalizacién
(Kim et al., 2009, Trevaskis et al., 2007, Amasino, 2004). Las células del meristemo
apical perciben el frio, siendo las hojas los érganos que perciben los estimulos
luminicos (Bernie, 1988, Lan, 1965, Chouard, 1960). La percepcion de las bajas

temperaturas por parte de las plantas probablemente invoca dos procesos secuenciales:
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percibir la reduccion de temperatura para inducir respuestas de tolerancia que permitan
la aclimatacién al frio y contabilizar la dosis de frio para futuras transiciones de
desarrollo (Xuy Chon, 2018). Cultivares de cereales de invierno templados de especies
como trigo y cebada (con requerimientos de frio para florecer) sin los estimulos de
vernalizacion permanecen en estado vegetativo y su transicion al estado reproductivo
solo se produce cuando se saturan los requisitos de vernalizacién (Sharma et al., 2020).
Ademas, la aclimatacion al frio en otofio del hemisferio norte de los cereales invernales
sienta las bases para su supervivencia en el siguiente proceso de vernalizacién durante
el invierno. La combinacion entre los requerimientos de vernalizacion y de fotoperiodo
largo (dias largos) inductivo posterior evita que la planta florezca de forma precoz
cuando la duracion del dia es todavia corta y asegura la floracion en condiciones
favorables durante la primavera, cuando los dias son largos y la temperatura esta
aumentando. Las plantas que requieren vernalizacién para florecer codifican
represores que bloquean la floracion durante el verano o el otofio hasta que la planta
se expone a bajas temperaturas invernales (Andrés y Coupland, 2012). Para cereales
de invierno que requieren vernalizacion (como trigos y cebadas invernales) se han
identificado genes reguladores en respuesta a este proceso para ajustar la iniciacion
floral, como VRN1, VRN2 y VRN3 (Andrés y Coupland, 2012, Greenup et al., 2009).
Estos genes han sido ampliamente implicados en la determinacion de la respuesta a la
vernalizacion en esas especies y son responsables de gran parte de la variacion
intraespecifica para este caracter. Por ejemplo, algunas variedades de trigo y cebada
primaverales presentan mutaciones en el locus VRN1 que dan lugar a una expresion
constitutiva de VRN, lo que resulta en ausencia de requerimientos de vernalizacién
para florecer (Chu et al., 2011, Yan et al., 2003). Fu et al. (2005) describieron para
trigo grandes deleciones de varios kb de longitud en el primer intrén de los
cromosomas homdlogos de VRN1 asociados con el habito primaveral. El hecho de que
los alelos dominantes de VRNL1 lleven inserciones y/o deleciones en comparacion con
los alelos recesivos (intactos) puede sugerir que son evolutivamente mas jovenes
(Milec et al., 2023). Los niveles de expresion bajo condiciones de vernalizacion
detectados en homologos de algunos de estos genes en especies como Brachipodium

distachyon, Festuca pratensis y Lolium perenne confirmarian la funcién conservada
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en la promocién de la floracion también en especies de gramineas perennes (Herridge
et al., 2021, Bettgenhaeuser et al., 2017, Ream et al., 2014, Ergon et al., 2013). Los
requerimientos de vernalizacion pueden diferir entre varias especies de plantas y
también en diferentes ecotipos dentro de una especie. La temperatura Optima para la
vernalizacion y la duracion adquirida de esta varian entre diferentes especies y
accesiones de la misma especie (Sharma et al., 2020). En términos generales, la
temperatura optima de vernalizacion se sitUa apenas unos pocos grados Celsius por
encima o alrededor del punto de congelacion (Duncan et al., 2015, Wollenberg y
Amasino, 2012).

La vernalizacion se conoce y estudia desde hace mucho tiempo, pero algunos
mecanismos aun no se han dilucidado. Un nimero creciente de estudios ha aportado
nuevos hallazgos que se han utilizado para desarrollar varios modelos del posible
funcionamiento de la vernalizacion (Milec et al., 2023). En cereales, la vernalizacion
activa la expresion de VRN en el &pice del brote y en las hojas, y mantiene una elevada
expresion al finalizar el invierno (Distelfeld et al., 2009, Sasani et al., 2009, Yan et al.,
2003). VRN2 es un represor de la floracion que se expresa en las hojas en dias largos
(Dubcovsky et al., 2006, Trevaskis et al., 2006, Yan et al., 2004), por lo que parece
probable que VRN2 retrase la floracién suprimiendo la induccion de FT1 (VRN3) en
dias largos (Hemming et al., 2008). FT1, el cual es un activador conservado de la
floracién en plantas (Boden et al., 2015, Turner et al., 2005), solo se expresa tras la
vernalizacion (Hemming et al., 2008, Yan et al., 2006). VRN1 regula a la baja la
expresion de VRN2 (Trevaskis et al., 2006, Loukoianov et al., 2005), por lo que esta
regulacion de VRN2 por VRN1 proporciona un mecanismo para permitir la induccion
de FT1 en dias largos en las hojas de plantas vernalizadas (Sasani et al., 2009,
Hemming et al., 2008). La expresion de FT1 estimula ain mas la expresion de VRN1
para reforzar esta via inductiva y dar lugar a una transicion irreversible a la floracién
(Lv etal., 2014) (figura 1).

La induccion de la floracion por la vernalizacidon en cereales es un proceso
epigenético, en el que el estado de la cromatina de VRN1 pareceria tener un rol central.
La vernalizacion provoca un aumento de los niveles de trimetilacion de la histona 3
lisina 4 (H3K4me3) y una pérdida de H3K27me3 en HVVRNL1 (ort6logo de VRN1 en
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cebada), lo que sugiere que la vernalizacion promueve un estado de cromatina activa
en VRNL1 (Oliver et al., 2009). Estos cambios en la cromatina de VRN1 se mantienen
tras la vernalizacion, lo que sugiere que la memoria de la vernalizacion en los cereales
implica herencia epigenética de las modificaciones de las histonas asociadas a la
transcripcion activa en VRNL. Para trigo invernal, también se demostro que la
cromatina de VRN1 sufre cambios de metilacién de histonas (H3K4me3 y H3K27me3)
durante la vernalizacion, lo que posiblemente afecta la expresion de VRN1 (Xiao et al.,
2014).

Los segmentos cromosdmicos estan sujetos a reordenamientos (deleciones o
duplicaciones), los que, si son mayores a 1 kb, se denominan como variaciones del
namero de copias (Zmienko et al., 2014). En poliploides como trigo o Tinopiro, estas
copias pueden traducirse en nimero de copias génicas por genoma (Wurschum et al.,
2015). En trigo, los homologos VRN-A1, VRN-B1 y VRN-D1 estan localizados en
cromosomas diferentes (Snape et al., 2001), pero los genes VRN1 individuales también
pueden estar presentes en multiples copias en el mismo cromosoma. Los diferentes
genes involucrados en la respuesta a la vernalizacidn y sus mutaciones, sumado a las
diferentes copias que un individuo pueda contar de estos genes, estarian generando
variabilidad genética y, por ende, posibilidades de seleccién. En efecto, el mayor
numero de copias de vrn-Al dentro del mismo cromosoma 5A, asociado a SNP en los
exones 4 y 7 de VRN, provocaron un mayor requerimiento de vernalizacion; las
plantas con méas de una copia necesitaron un periodo de frio més prolongado para
iniciar la transcripcion de VRN-AL (Li et al., 2013, Diaz et al., 2012).
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Figura 1. Modelo general de control de la floracion en cereales invernales por los
principales genes asociados a vernalizacion. Desde fines de otofio y durante el
invierno, laacumulacion de horas de frio permite llegar a la primavera con altos niveles
de expresion de VRN1. Los dias largos hacia principios de primavera permitirian el
aumento de expresion de VRN2 (represor de FT1), pero la elevada expresion de VRN1
lo regula a la baja. Bajo estas condiciones, el producto de expresion de FT1 se difunde

al domo apical y estimula el inicio de formacidn de 6rganos florales.

1.3.3.1. Requerimientos de vernalizacion en gramineas

La mayoria de las gramineas perennes invernales tienen un requisito de
induccién doble para la floracion: 1) un requisito de induccion primario donde
temperaturas bajas y dias cortos son los factores principales y 2) un requisito de
induccion secundario basado en la respuesta a dias largos (Chastain y Young, 1998).
En numerosas especies, los estimulos de dia corto pueden sustituir a los estimulos de
frio requeridos para florecer durante la induccion primaria. De todas formas, muchas

especies, incluidas muchas gramineas como Poa Pratensis, Phalaris arundinacea,
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Dactylis glomerata L., Festuca rubra, Festuca pratensis, Phalaris aquatica, no
pueden responder a las condiciones de induccion y florecer antes de que hayan
alcanzado una determinada edad o tamafio (Aamlid, 2005, Havstad, 1996, Heide,
1987, Meijer, 1984, Heichel et al., 1980, Calder, 1963, Ketellapper, 1960). Luego de
este periodo «juvenily, el cual estd més asociado a la incapacidad de responder a
estimulos fotoperiddicos (Huijser y Schmid, 2011), en el que las plantas aun no
estarian preparadas para responder a los estimulos de frio o de dia corto, pasarian a un
estado maduro para florecer o estado adulto a partir del cual los estimulos de
vernalizacion ofrecidos por el ambiente serian censados (Lang, 1965). La duracion de
esta fase de maduracién o estado juvenil podria variar considerablemente en las
gramineas, como fue demostrado para maiz por Foerster et al. (2015), e incluso puede
estar ausente en algunas especies del género Lolium y en Hordeum bulbosum, que
responden a las bajas temperaturas durante la germinacion de las semillas (Cooper,
1960, Koller y Highkin, 1960). Esta respuesta también ha sido demostrada en ecotipos
adaptados a altas latitudes y/o regiones alpinas en Arabidopsis thaliana (Sheldon et
al., 2000).

Las gramineas perennes invernales difieren en sus requerimientos de induccion
primaria (frio y dia corto) para florecer (Heide, 1994). Raigras perenne (Lolium
multiflorum L.) en condiciones de dia corto (8 h de luz) requirié entre 9 y 12 semanas
a 6 °C para lograr los mayores niveles de floracion y se demostrd que tanto el frio
como el dia corto fueron estimulos determinantes para completar los requerimientos
en induccidn primaria en esta especie (Aamlid et al., 2000). Dactylis glomerata L.
requiere 10 semanas de exposicion entre 9 y 12 °C y 8 h de fotoperiodo para lograr
plena induccién primaria de floracion (Heide, 1987). Por otro lado, la cebada invernal
requiere de por lo menos 12 dias a temperaturas de alrededor de 9 °C para lograr la
maxima elongacion de los meristemos apicales (Trione y Metzger, 1970). Para
centeno, aunque no es clara la duracion necesaria del periodo de frio inductivo, las
temperaturas Optimas estarian entre 1y 7 °C (Hénsel, 1953). El trigo invernal requiere
un minimo de 3 a 4 semanas a 7 °C 0 menos para obtener la maxima eficacia de la
vernalizacion (Trione y Metzger, 1970, Ahrens, 1957), aunque existe mucha

variabilidad en los requerimientos de induccién primaria para esta especie
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dependiendo del genotipo evaluado (Davidson et al., 1985, Ahrens y Loomis, 1963).
De hecho, los requisitos de frio de induccién primaria son especificos del ecotipo
dentro de la especie y diferentes ecotipos podrian tener diferentes requerimientos,
como se ha visto en raigras perenne (Aamlid et al., 2000), Dactylis glomerata L.
(Heide, 1987) y Poa annua L. (Heide, 2001).

1.3.3.2. Requerimientos de vernalizacion en Tinopiro

Tinopiro ha mostrado adaptacion a amplias zonas del norte de Europa 'y América
del Norte con la clasificacion climéatica de Koppen de cold (grupo D, temperatura
media del mes mas frio <0 °C) y algunas zonas categorizadas como templadas (grupo
C, temperatura media del mes mas frio entre 0 y 18 °C) (Peel et al., 2007). La definicion
de Koppen de las zonas templadas es muy amplia e incluye un grupo diverso de
regiones del mundo, algunas de los cuales cumplen sisteméaticamente los requisitos de
vernalizacion de las gramineas invernales (Heide, 1994), incluido el trigo invernal
(Ahrens, 1957), mientras que otras no acumulan suficientes dias de temperatura fria
para satisfacer esos requisitos. El trigo invernal es producido principalmente entre las
latitudes 35° y 55° (figura 2), es decir, en areas del planeta donde las temperaturas
minimas del invierno son suficientes para cubrir los requerimientos de vernalizacion,
pero no tan severas como para perjudicar el crecimiento de las plantas (Trethowan et
al., 2005). Muchas regiones que contribuyen sustancialmente a la produccién mundial
de granos, entre las que se encuentra gran parte de Sudameérica, son regiones templadas
bajo esta categorizacion; sin embargo, su oferta de frio invernal estaria por debajo de
las demandas para florecer de varias especies de gramineas (Heide, 1994).

Los requerimientos de frio para induccion primaria, asi como la variabilidad
genética dentro de la especie para este caracter, se desconocen en Tinopiro. DeHaan
et al. (2018), trabajando con germoplasma adaptado a regiones frias de América del
Norte, observaron que con 7 semanas a 7 °C y 16 h de fotoperiodo se evitd la floracion
en algunas plantas, pero 7 semanas a 4 °C y 10 h de fotoperiodo fueron condiciones
suficientes para lograr la floracion en la mayoria de ellas (L. DeHaan, comunicacién

personal, 2019). Aunque la informacion al respecto es muy escasa, Tinopiro, al igual
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que muchas otras gramineas templadas, pareceria tener un control doble de estimulos
(frio y dia corto) a completar para la induccién primaria (lvancic et al., 2021).
Resultados de este Gltimo trabajo, demuestran que, aunque la floracion es promovida
por prolongadas exposiciones al frio en Tinopiro, 15 % de las plantas fueron capaces
de florecer sin ninguna exposicion a frio (Ivancic et al., 2021). Por lo tanto, estos
resultados podrian sugerir la existencia de una importante diversidad para los

requerimientos de vernalizacion en Tinopiro.
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Figura 2. Mapa Koppen-Geiger de los tipos climaticos del mundo. Se resaltan entre
lineas punteadas los paralelos donde el trigo invernal es producido. Peel et al. (2007)
clasifica los tipos climéticos en diferentes climas tropicales (A), aridos (B), templados
(C), frios (D) y polares (E).

1.4. MEJORAMIENTO GENETICO EN TINOPIRO

1.4.1. Mejoramiento genético en gramineas perennes

La mayoria de las gramineas perennes como festuca alta, Bromus inermis Leyss,
Phalaris arundinacea L., Phleum pratense, raigras perenne y Dactylis glomerata L.
son especies autoincompatibles, por lo que naturalmente presentan polinizacién

abierta (Carnahan y Hill, 1961). Los métodos de seleccion de especies forrajeras
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alégamas generalmente se han adaptado a partir de aquellos utilizados en maiz (Zea
mays L.) (Nguyen y Sleper, 1983a). Sin embargo, debido a la estructura perfecta de la
flor, la autoincompatibilidad, el habito de crecimiento perenne y la poliploidia, gran
parte de la metodologia desarrollada para el maiz tiene una aplicacion limitada en la
seleccion de gramineas forrajeras (Hill, 1977). La autoincompatibilidad favorece el
entrecruzamiento, por lo que los esfuerzos de mejora genética generalmente en
gramineas con esta condicion se dirigen basicamente a mejorar poblaciones
heterogéneas y liberar tanto poblaciones segregantes como sintéticas (Majidi et al.,
2009). En efecto, los principales caracteres de importancia econdmica en estas
especies, como produccion y calidad de forraje y produccién de semilla, son caracteres
de herencia cuantitativa, por lo que la seleccién recurrente ha sido el método mas
utilizado (Nguyen y Sleper, 1983a). Este tipo de mejora de poblaciones se basa, en
gran medida, en la presencia de varianza genética aditiva, mientras que la utilizacion
de varianzas genéticas no aditivas es poco comun en ellas (Hill, 1977). Ademas, las
estimaciones de varianza genética aditiva suelen ser mayores que otros componentes
genéticos de la varianza y los caracteres agrondmicos evaluados en gramineas
perennes no parecen ser una excepcion (Bhandari et al., 2010, Ray y Harms, 1994,
Barker y Kalton, 1989, Burton, 1989, Meyer y Funk, 1989, Vogel et al., 1989). La
seleccién fenotipica recurrente, que utiliza Unicamente el componente aditivo y un
pequefio aporte de la interaccion aditivo x aditivo de la varianza genética epistatica, es
comun en el mejoramiento genético de especies forrajeras (Hallauer, 1981). Analisis
de progenie como el apareamiento de medios hermanos, incluyendo policruzamiento
(policross), topcross y polinizacion abierta son ampliamente utilizados como métodos
convencionales de seleccion genotipica para la mejora de poblaciones en la mayoria
de las especies forrajeras y también es utilizado para estimar parametros genéticos en
estudios de genética cuantitativa (Aastveit y Aastveit, 1990). De hecho, la estimacion
de la heredabilidad a partir de familias de medios hermanos proporciona una buena
prediccion de la heredabilidad en sentido estricto (h?), ya que la varianza genética entre
las familias de medios hermanos representa principalmente la varianza genética aditiva
contenida en la varianza fenotipica (Kearsey y Pooni, 1996, Wricke y Weber, 1986).

A partir de las estimaciones de heredabilidad podemos predecir la magnitud de la
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respuesta que el proceso de mejoramiento tendra sobre una determinada caracteristica

de interés a partir de la seleccion fenotipica (Falconer y Mackay, 1996).

1.4.2. Caracteristicas genéticas generales de Tinopiro

Tinopiro es una de las especies en domesticacion con mayor desarrollo para
convertirse en un cultivo doble proposito perenne (DeHaan et al., 2018). Pertenece a
la tribu de las triticeas y a la subfamilia Pooideae y suele considerarse una especie con
fecundacién cruzada obligada y usualmente autoincompatible (Mahelka et al., 2011,
Ros, 1963). Es una especie hexaploide (2n = 6x = 42; Dewey 1962), y se han
identificado sistematicamente tres juegos cromosomicos. Dos de ellos proceden de
genomas J ancestrales de Thinopyrum bessarabicum (Savul. & Rayss) A. Léve
(genoma Jb) y Thinopyrum elongatum (Host) D. R. Dewey (genoma Je), mientras que
se cree que el tercer genoma procede de especies del género Pseudoroegneria (genoma
St; Wang et al., 2015). Mas recientemente se confirmo que T. intermedium (Tinopiro)
se comporta como un alohexaploide tras detectar 21 grupos de ligamiento, lo que
sugiere que la herencia disémica seria el principal tipo de herencia en esta especie
(Kantarski et al., 2017). Desde su introduccion a EE. UU., muchos cultivares han sido
liberados comercialmente (Jensen et al., 2016a, Vogel y Jensen, 2001) y se ha
convertido en una de las gramineas forrajeras mayormente sometida a seleccion por
caracteres como produccion y calidad de forraje (Jensen y Anderson, 2014). Debido a
su moderada dehiscencia, a la facilidad del trillado de los granos, a su aceptable tamafio
y al alto valor nutritivo de estos, sumado a su utilidad en productos panificados y
bebidas, el grano de Tinopiro ha despertado gran interés hace ya mas de 40 afios
(Wagoner y Schaeffer, 1990).

1.4.3. Desafios para el progreso genético de Tinopiro como grano perenne
La seleccion directa de Tinopiro por tamario de grano y su fertilidad comenzé en

la década de 1980 por el Rodale Research Center (Kutztown, PA) con la participacion
del Big Flats Plant Materials Center (Corning, NY) (DeHaan et al., 2014). A principios
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de este siglo, las mejores plantas seleccionadas pasaron a manos de cientificos del
Land Institute (Salina, KS), donde sus objetivos de seleccidn pasaron a ser el aumento
del rendimiento de grano por espiga y el tamafio del grano, la facilidad de trilla, la
reduccion de la altura de la planta y la madurez temprana (Zhang et al., 2016). Durante
este proceso y tomando solo los primeros 5 ciclos de seleccion del programa del Land
Institute, caracteres como peso de grano y su rendimiento han mostrado incrementos
del 60 y 181 %, respectivamente (DeHaan et al., 2018). Si se toma en cuenta desde el
ciclo 0 al 8 de ese programa, el rendimiento en grano se triplicé (59 kg ha ** ciclo ™),
el peso de grano aumenté un 75 % (0,47 mg ciclo® de peso de 1000 granos), el
quebrado de grano se redujo 36 % y la presencia de semilla desnuda luego de la trilla
se cuatriplico (paso de 12,5 % a 50 %) (Bajgain et al., 2022). Aunque los avances han
sido constantes, la urgente necesidad de aumentar de forma sostenible la produccién
de alimentos a partir de cultivos perennes exige el desarrollo de métodos que aceleren
el ritmo de domesticacion. La implementacion de la seleccion gendmica a través de
una reduccién del intervalo entre ciclos de seleccion (Crain et al., 2021), asi como la
mutacion inducida e identificacion de regiones cromosomicas asociadas a genes de
domesticacion mediante la utilizacion de técnicas de TILLING y Eco TILLING
(Barkley y Wang, 2008), son propuestas como herramientas clave para el
mejoramiento acelerado de T. intermedium (DeHaan et al., 2020).

Como resultado del proceso de mejoramiento y de los esfuerzos de colaboracién
de distintas instituciones, Tinopiro se puso a disposicion comercial de los agricultores
en los EE. UU. bajo el nombre comercial Kernza™ (Lanker et al., 2019). La
Universidad de Minnesota en el afio 2020 lanzé6 MN-Clearwater como el primer
cultivar de Kernza que produce grano aprobado para su venta como grano perenne de
Kernza (Bajgain et al., 2020). A pesar de los beneficios ecosistémicos que ofrece
Tinopiro y de la alta calidad del forraje y la produccion demostrada, el bajo
rendimiento en grano en comparacién con los cereales anuales limita la viabilidad
econdmica del cultivo, lo que, a su vez, crea una barrera para su adopcion (Hunter et
al., 2020a). Por lo tanto, centrarse en mejorar el rendimiento de grano es clave para el

éxito del cultivo.
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Aunque la capacidad de las gramineas perennes para producir una cantidad
razonable de semillas es esencial para su éxito comercial, este caracter ha recibido
poca atencion en los programas de mejoramiento. Para muchas de las especies
comerciales, la produccion de semilla satisface las demandas y, por lo tanto, seria
innecesario adjudicar esfuerzos en mejorar dicho caracter (Vogel et al., 1989).
Ademas, las heredabilidades de moderadas a bajas estimadas tanto para la produccion
de forraje como para el rendimiento de semillas, sumado a los diferentes manejos para
promover algunos de estas variables, también podrian afectar el uso del rendimiento
de semillas como criterio de seleccion en los programas de mejoramiento (Kalton et
al., 1996, Bean, 1972). Por otro lado, mejorar el rendimiento de grano en este tipo de
especies podria implicar un progreso lento, ya que la evaluacion de caracteres se
realiza generalmente en el segundo y/o tercer afio, después del primer afio de
establecimiento, lo que implica que el ciclo de seleccion toma de 3 a 5 afios
dependiendo del sistema de mejoramiento empleado (Conaghan y Casler, 2011,
Easton et al., 1994). En las regiones de alta latitud, las gramineas templadas con
requisitos de vernalizacion se establecen durante el otofio, previo al primer afio de
produccion de semillas (verano), y la produccién de inflorescencias depende del
crecimiento vegetativo, es decir, del nimero y tamafio de los macollos antes del
invierno (Boelt y Studer, 2010). Siembras tempranas en otofio en Kernza se asociaron
con altos rendimientos de grano en el primer afio, probablemente debido al mayor
desarrollo morfoldgico de las plantas antes de que el suelo se congele, pudiendo
vernalizar y producir grano (Jungers et al., 2022, Olugbenle et al., 2021) en el verano
(figura 3), lo que sugiere el buen potencial de produccion de grano en el primer afio y
la posibilidad de seleccionar para este u otros caracteres de interés en el primer afio.
No obstante, seria fiable utilizar el primer afio de produccién para la seleccion si la
estimacion de la interaccion genotipo x afio fuera despreciable y/o la seleccion
indirecta para una variable medida en el primer afio fuera eficaz en relacién con la
seleccién en el segundo afio (Falconer y Mackay, 1996). La informacion sobre este
tema es muy escasa, ya que, para la mayoria de las gramineas perennes, el primer afio
(verano) no se utiliza para la recopilacion de datos por considerarse un predictor poco

fiable de la produccion de semillas a largo plazo (DeHaan et al., 2018, Majidi et al.,
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2017, Majidi et al., 2015). Sin embargo, en el ciclo 6 del programa de mejoramiento
de Kernza del Land Institute (el dnico ciclo en el que se midieron varios caracteres
durante el primer y el segundo afio consecutivamente), las correlaciones genéticas
entre el primer y el segundo afio de varios caracteres relacionados con el rendimiento
de grano fueron altas (DeHaan et al., 2018), aunque el manejo agrondémico realizado
fue netamente granifero, es decir, un solo corte de forraje luego de la cosecha de grano.
Seria clave para el progreso genetico del cultivo dilucidar si las evaluaciones del
primer afio podrian ser una forma eficiente de aumentar las ganancias genéticas por

unidad de tiempo al disminuir el intervalo generacional.
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Figura 3. Diagrama del desarrollo de Tinopiro bajo siembra de otofio. Se muestra
cronoldgicamente las posibles actividades de cosecha de grano y forraje para los

primeros dos afios de cultivo.

Es comun que el objetivo en cualquier programa de mejoramiento sea lograr el
progreso genético de varios caracteres al mismo tiempo, donde la presencia de
diversidad genética, la magnitud y la direccion de las correlaciones genéticas entre
esos caracteres son factores esenciales, ya que definiran las estrategias de mejora y los
potenciales de ganancia genética. A menudo, la seleccién de un carécter secundario
con el fin de obtener una respuesta positiva en un caracter de interés primario (es decir,
seleccidn indirecta) es necesaria para aumentar la eficiencia de la seleccion genética.
El éxito de este enfoque dependera principalmente de la correlacion genética y la
heredabilidad de los caracteres implicados, asi como de cuestiones practicas como el

costo y tiempo necesario para medir el caracter primario a mejorar (Carena, 2008,
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Searle, 1965). Rendimiento en grano, como otros caracteres de interés comercial,
presentan medias a bajas heredabilidades y altas interacciones genotipo x ambiente, lo
que hace muy dificil seleccionar genotipos de forma fiable, por lo que la inclusion de
caracteres secundarios como criterios de seleccidn podria ser clave (Bhatti et al., 1991,
Comstock y Moll, 1963). De hecho, en regiones de altas latitudes, las caracteristicas
de la espiga como su fertilidad, el tamafio y el rendimiento de grano se han utilizado
y/o propuesto como caracteres secundarios para la mejora del rendimiento de semilla
tanto en Kernza (Bajgain et al., 2022, Knowles, 1977) como en otras gramineas
perennes (Armstead et al., 2008, Studer et al., 2008, Nguyen y Sleper, 1983b, Bugge,
1987, Bean, 1972, Griffiths et al., 1966). Por lo tanto, determinar los caracteres
secundarios que puedan usarse como criterios de seleccion en una region de baja
latitud y bajo un manejo del cultivo doble propdsito aportaria informacién valiosa para
el mejoramiento de la especie.

El interés por Tinopiro radica en presentar un grano apto para consumo humano
y también ofrecer un forraje de alta calidad, por lo que no deberiamos perder de vista
la interaccion entre este tipo de caracteres durante el proceso de mejoramiento. El
desafio de mejorar especies perennes con altos rendimientos de grano es grande debido
a su menor proporcion de asignacion a 6rganos reproductivos (Smaje, 2015, Gonzélez-
Paleo y Ravetta, 2011, Silvertown y Dodd, 1996, Wagoner y Schaeffer, 1990). Una
posible explicacién podria ser que la mayoria de las plantas perennes producen
pequefas cantidades de semillas en relacién con su crecimiento vegetativo no como
un absoluto fisiolégico infranqueable, sino més bien como resultado de la seleccion
natural en un entorno estable y competitivo que favorece la longevidad como resultado
del aumento de los érganos vegetativos de almacenamiento para competir mejor en
esos habitats (DeHaan et al., 2005). Este patrén de asignacion de recursos es exitoso
en entornos estables en los que tolerar el estrés es mas ventajoso que recurrir a una
vida corta y un gran esfuerzo reproductivo (Vico et al., 2016). En este escenario, la
seleccién de genotipos con mayor asignacion de recursos para grano Yy, por ende, la
generacion de aumentos en el indice de cosecha podria ser una via posible incluso en
entornos con menor competencia por los recursos, como son los ambientes agricolas

(DeHaan et al., 2005). De todas formas, este punto es controversial en gramineas
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perennes. Mientras que algunas investigaciones mostraron correlaciones negativas
entre el rendimiento de semilla y el rendimiento de forraje en especies como Poa
Pratensis y materiales de Lolium sp (Huff, 2010, Humphreys et al., 2010, Martiniello,
1998), otros, incluyendo a Tinopiro, mostraron una relacion positiva o nula (Cattani y
Asselin, 2018, Zhang et al., 2016, Sampoux et al., 2011, Thiele et al., 2009). No
obstante, los experimentos que evaluaron esta relacion en Tinopiro se llevaron a cabo
con un manejo agrondémico casi exclusivamente cerealista, es decir, una Unica cosecha
de forraje en verano tras la cosecha de grano. Cosechar forraje puede tener un fuerte
efecto sobre el rendimiento de grano en cultivos doble propdsito, aunque este efecto
puede ser tanto negativo como positivo (Richards, 1993). La direccion e intensidad del
efecto dependera de muchos factores, entre los que destacan: el manejo del pastoreo,
el genotipo y las condiciones ambientales (Edwards et al., 2011). Al igual que ocurre
con el rendimiento en grano, el indice de cosecha también se ve afectado por el
pastoreo, muy probablemente a través de cambios en la particion de la materia seca
durante la recuperacién del cultivo dentro de la planta (Harrison et al., 2011). Para
Kernza, también se ha demostrado lo importante que puede ser el manejo de la
defoliacion en el rendimiento de grano y forraje (Hunter et al., 2020a, Hunter et al.,
2020b, Hopkins et al., 2003). Por lo tanto, debido al grado de domesticacion de
Tinopiro, tenemos la posibilidad historica de focalizar el mejoramiento para aumentar
tanto el rendimiento en grano como la produccion de forraje, para lo cual conocer las
relaciones entre biomas aérea y componentes reproductivos bajo un sistema doble

proposito es esencial.
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1.5. OBJETIVOS E HIPOTESIS

1.5.1. Objetivo general

Realizar la primera caracterizacion genética y fenotipica de Tinopiro-Kernza™
(Thinopyrum intermedium) como cultivo perenne doble propoésito bajo condiciones

templadas en una region de baja latitud.

1.5.2. Objetivos especificos e hipotesis

1) Explorar la capacidad de Tinopiro para florecer en regiones templadas a partir de la
determinacion de sus requerimientos de frio en induccion primaria.
1a) El comportamiento reproductivo de las poblaciones de Tinopiro aumentara
con el nimero de semanas de vernalizacion hasta un maximo.
1b) Existe variabilidad entre las poblaciones de Tinopiro en cuanto a sus

requerimientos de vernalizacion.

2) Evaluar el comportamiento agronémico en rendimiento en grano y forraje y su
respuesta al nitrégeno de dos poblaciones de Tinopiro bajo un manejo doble propdsito
en una region templada de baja latitud.
2a) Germoplasma de Tinopiro seleccionado en un ambiente sin temperaturas
vernalizantes producira una progenie con mayores rendimientos de forraje y/o
grano en latitudes bajas.
2b) La produccion forrajera de Tinopiro y su valor nutritivo en latitudes bajas
sera similar al reportado en latitudes mas altas. Por el contrario, el rendimiento
en grano serd menor en latitudes bajas.
2¢) El rendimiento de grano y de forraje responderan al aumento de dosis de
N.
2d) La biomasa de malezas no se incrementara con el tiempo bajo un sistema

doble propdsito de Tinopiro.
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3) Comprender la arquitectura genética de los componentes del rendimiento de grano
y forraje en Tinopiro bajo un manejo doble proposito.
3a) La interaccion genotipo x afio sera significante para la mayoria de los
componentes de rendimiento en grano.
3b) La seleccion indirecta por alguno de los componentes de rendimiento en
grano tendra una mayor respuesta a la seleccion que la seleccién directa por
rendimiento en grano por planta bajo un sistema de manejo doble propdsito.
3c) Se detectaran compensaciones en Tinopiro entre produccion de forraje y

rendimiento en grano y sus componentes bajo un sistema doble propdsito.

1.6. ESTRUCTURA GENERAL DE LA TESIS

Esta tesis consiste en una introduccion general (este capitulo), tres articulos
cientificos que constituyen la estructura central de la tesis y un capitulo final de
discusién general y conclusiones globales.

El articulo titulado «Vernalization requirements of Kernza intermediate
wheatgrass» (Requerimientos de vernalizacion de Kernza intermediate wheatgrass)

fue publicado en la revista Crop Science [https://doi.org/10.1002/csc2.20667] y sus

autores fueron Andrés Locatelli, Lucia Gutiérrez y Valentin Picasso. Los resultados
obtenidos en este trabajo abordan el primer objetivo especifico y constituyen el
segundo capitulo de esta tesis. En este trabajo evaluamos para 8 poblaciones de
Tinopiro los requerimientos de frio para induccién primaria, impuestos bajo camaras
decrecimiento. Ademas, evaluamos la variabilidad fenotipica presente para varios
caracteres agronémicos en las poblaciones bajo estudio.

El articulo titulado «Agronomic assessment of two populations of intermediate
wheatgrass - Kernza® (Thinopyrum intermedium) in temperate South America»
(Evaluacion agronémica de dos poblaciones de intermediate wheatgrass — Kernza®
(Thinopyrum intermedium) in temperate South America), fue publicado en Grassland
Research [https://doi.org/10.1002/g1r2.12032] y sus autores fueron Andrés Locatelli,

Lucia Gutiérrez, Olivier Duchene, Pablo Speranza y Valentin Picasso. El objetivo de

este trabajo fue evaluar en dos poblaciones de Tinopiro con supuestos diferentes
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requerimientos de frio, el comportamiento productivo en términos de forraje y grano
por primera vez en una region de baja latitud. Los resultados obtenidos en este trabajo
se enmarcan en el segundo objetivo especifico y corresponden al tercer capitulo de la
tesis.

El tercer articulo, titulado «Trade-offs and genetic architecture of grain and
forage yield component traits in Kernza™ intermediate wheatgrass», tiene por autores
a Andrés Locatelli, Lucia Gutiérrez, Pablo Speranza y Valentin Picasso. Sera enviado
a la revista Crop Science a la brevedad. El objetivo de este trabajo fue comprender la
arquitectura genética de los componentes del rendimiento de grano y forraje y detectar
las compensaciones o trade-offs entre la asignacion de recursos vegetativos y
reproductivos en Tinopiro bajo un manejo doble propdsito. En el marco de este trabajo
se aborda el tercer objetivo especifico y constituye el cuarto capitulo de la tesis.

Finalmente, en la discusion general y conclusiones se discuten los principales
aprendizajes de esta tesis y las perspectivas para el futuro desarrollo de Tinopiro en la

region.
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2. VYERNALIZATION REQUIREMENTS OF KERNZA INTERMEDIATE
WHEATGRASS

Locatelli, A., Gutierrez, L., & Picasso Risso, V. D. (2022). Crop Science, 62(1),
524-535. https://doi.org/10.1002/csc2.20667

Running head: Kernza intermediate wheatgrass vernalization

Keywords: perennial grain, forages, adaptation, breeding, physiology, Triticeae
Abbreviations: TM, trade mark; KS, Kansas; MN, Minnesota; TLI, The Land
Institute

2.1. ABSTRACT

Intermediate wheatgrass [Thinopyrum intermedium (Host) Barkworth and D.R.
Dewey] bred for high grain yield has become the first perennial grain in North
America, and it is commercialized under the tradename Kernza™. The expansion of
this crop from the US Midwest to areas with milder winters would require an
understanding of its vernalization requirements for flowering and the availability of
genetic diversity for this trait. The goal of this research was to determine the length of
the cold period required for vernalization in Kernza intermediate wheatgrass. Two
treatment factors (population and length of cold incubation period) were evaluated.
Seeds from eight breeding populations from Kansas and Minnesota (USA) were
evaluated in growth chambers at 5 °C and 10 h light for cold periods from 3 to 9 weeks.
The percentage of plants that flowered increased from 30 to 96% as the length of the
cold incubation period increased from 3 to 7 weeks, following a sigmoid model. For
most yield components, no changes were observed after 7 weeks of cold incubation.
There were no differences among populations for most traits and there was large
within-population phenotypic diversity. These results confirm that Kernza
intermediate wheatgrass populations have moderate vernalization requirements.
Further research is needed to confirm the feasibility of breeding Kernza with lower

vernalization requirements.
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2.2. INTRODUCTION

Annual crops dominate global production of grain, occupying two-thirds of the
arable land and they are associated with soil erosion, water contamination, high input
use, and biodiversity loss (Tilman et al., 2001; Cox, Glover, Van Tassel, Cox &
DeHaan, 2006). Perennial species can have more-developed root systems, provide
continuous ground cover year-round, and use nutrients more efficiently than annual
species (Glover et al., 2010). Although many species have shown potential for
domestication as perennial grain crops, intermediate wheatgrass [Thinopyrum
intermedium (Host) Barkworth and D.R. Dewey], stands out because it has moderate
shattering, and its grains are easy to thresh, have acceptable size, and have high
nutritive values with the capacity to produce baked products or beverages (Wagoner y
Schauer, 1990; Becker, Wagoner, Hamers & Saunders, 1991). Recently, intermediate
wheatgrass became commercially available to farmers in the USA under the trade
name Kernza™ (Lanker, Bell & Picasso, 2019). Its dual-use (grain and forage
production) is a key factor for increasing productivity and profitability in this novel
crop (Ryan et al., 2018; Pugliese, Culman & Sprunger, 2019). Kernza intermediate
wheatgrass adapts well to a dual-use system since the harvesting of forage does not
negatively impact the above- and belowground biomass productivity (Sakiroglu,
Dong, Hall, Jungers & Picasso, 2020). Moreover, forage quality of Kernza
intermediate wheatgrass in a dual-use system is suitable for lactating beef cows, dairy
cows, and growing heifers (Favre, Munoz, Combs, Wattiaux & Picasso, 2019).
Additionally, Kernza intermediate wheatgrass as a perennial crop with an extensive
root system reduces nutrient leaching and increases water use efficiency and soil
carbon content (Cox, Van Tassel, Cox, DeHaan & 2010; Glover et al., 2010; Culman,
Snapp, Ollenburger, Basso & DeHaan, 2013). Although grain yields of Kernza
intermediate wheatgrass have reached 1500 kg ha™ in experimental plots, they are
usually still a small fraction of annual wheat (Triticum aestivum L.) grain yields
(DeHaan, Wang, Larson, Kantarski, Zhang & Cattani, 2014). However, after five

generations of recurrent selection, seed mass and grain yield increased by 60% and
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181% respectively, showing the potential to achieve satisfactory performance in the
medium term (DeHaan, Christians, Crain & Poland, 2018).

Like annual wheat, T. intermedium belongs to the Triticeae tribe in the Poaceae
family and is a predominantly hexaploid (2n = 6x = 42) grass (Mahelka, Kopecky &
Pastova, 2011). It can be crossed with wheat, and it is employed as an alien genetic
resource for wheat improvement, mainly providing viral and fungal resistance genes
(Sharma, Ohm, Goulart, Lister, Appels & Benlhabib, 1995; Friebe, Gill, Tuleenand &
Gill, 1996; Li & Wang, 2009). The center of origin of T. intermedium, like many other
members of the Triticeae tribe including wheat, is in south-central Europe and south-
west Asia (Bor, 1970; Tzvelev, 1976). This species has shown adaptation to large areas
of northern Europe and North America with Képpen’s climate classification of “cold”
(group D, mean temperature of the coldest month < 0°C) and some “temperate” areas
(group C, mean temperature of the coldest month between 0 and 18 °C; Peel, Finlayson
& McMahon, 2007). Koppen’s definition of temperate areas includes a diverse group
of environments with some consistently meeting vernalization requirements of cool-
season grasses (Heide, 1994) including winter wheat (Ahrens, 1957), while others do
not accumulate enough days of cold temperature to meet those requirements. One of
the main challenges for the expansion of this new crop to those temperate (group C)
areas is its vernalization requirement for flowering (lvancic, Locatelli, Tracy &
Picasso, 2021). Most of the cool-season perennial grasses have a dual induction
requirement for flowering: a primary induction requirement for low temperature
and/or short days and a secondary induction requirement for long days (Chastain &
Young, 1998). Recent studies indicate that T. intermedium might also have a dual floral
induction pathway (lvancic et al., 2021).

Cool-season perennial grasses differ in their cold and short-day requirements for
primary induction for flowering (Heide, 1994). For instance, perennial ryegrass
(Lolium perenne L.) requires 9 to 12 weeks at 8 h photoperiod and 6 °C to achieve
maximum heading percentage and daylength and temperature were both important
drivers of primary induction (Aamlid, Heide & Boelt, 2000). Orchardgrass (Dactylis
glomerata L.) requires 10 weeks of exposure to 9 to 12 °C and 8 h photoperiod to

achieve full primary induction for flowering, depending on the germplasm (Heide,
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1987). On the other hand, winter wheat requires a minimum of 3 to 4 weeks at 7 °C or
below to obtain maximum effectiveness of vernalization (Ahrens, 1957; Trione &
Metzger, 1970), although there is much variability in the induction requirements for
this species depending on the specific genotype involved (Ahrens & Loomis, 1963,;
Davidson, Christian, Jones & Bremner, 1985). Indeed, the primary induction cold
requirements are ecotype-specific within species and different ecotypes might have
different requirements as seen in perennial ryegrass (Aamlid et al., 2000), annual
bluegrass (Poa annua L., Heide, 2001), and among winter wheat or barley ecotypes
(Hordeum vulgare L.; Chouard, 1960; Flood & Halloran, 1984; Sung & Amasino,
2005). The primary requirement levels of cold and its genetic variability remain
unknown for T. intermedium. DeHaan et al. (2018) working on germplasm adapted to
northern North America found that 7 weeks at 7° C and 16 h photoperiod prevented
flowering in some plants, but 7 weeks at 4° C and 10 h photoperiod was enough to
achieve flowering in almost every plant (L. DeHaan, personal communication, 26 July
2019). Furthermore, lvancic et al. (2021) found that although heading was promoted
by longer cold exposure, 15% of plants were able to flower without cold exposure.
This seems to indicate large diversity for vernalization requirements.

The aim of this research was to explore the ability of Kernza intermediate
wheatgrass to flower in temperate regions with milder winters by determining cold
requirements for primary induction. Our hypotheses were that: 1) reproductive
performance of Kernza intermediate wheatgrass populations would increase with the
number of weeks of vernalization up to a maximum and 2) there would be variability
between Kernza intermediate wheatgrass populations in terms of their vernalization

requirements.

2.3. MATERIALS AND METHODS

2.3.1. Plant populations

Seeds from eight different Kernza intermediate wheatgrass breeding populations

were used for this experiment. Populations TLIC4AMN and TLIC4WI from The Land
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Institute (Salina, KS, USA) were selected for grain yield per head, seed size, free
threshing, height, and early maturity (Zhang et al., 2016; DeHaan et al., 2018) during
four cycles in Kansas, and one year of production in either Becker, Minnesota
(TLIC4MN) or Arlington, Wisconsin (TLIC4WI). Population TLIC5KS represents a
fifth year of selection at The Land Institute breeding program with seed produced in
Salina, Kansas. Populations MN1501, MN1502, MN1503, MN1504 and MN1505 are
synthetic variety candidates whose parents were selected from the first cycle of the
University of Minnesota breeding program (TLIC4MN) and all of them were
derived from the second intercross (Synthetic 2) in Becker, Minnesota. MN1504 was
the experimental designation of “MN-Clearwater”, which was released by the
University of Minnesota and is the first Kernza intermediate wheatgrass cultivar that

produces grain approved for sale as Kernza perennial grain (Bajgain et al., 2020).

2.3.2. Greenhouse conditions

The experiment was carried out in the University of Wisconsin — Madison
Walnut Street Greenhouses. Plants were grown in cone-tube containers (25.4 mm
diameter and 200 mm deep) in standard potting mix (85 % peat, 15 % clay) and
fertilized two or three times per week with a complete nutrient solution. Three seeds
from the same population were sown in each cone-tube at a depth of less than 1 cm,
and thinned to a single plant after seedling emergence. Seedlings were grown in the
greenhouse at 25 °C and 16 h light (8 h winter daylight plus 8 h low-intensity
incandescent light) until plants reached the three-leaf stage, approximately one month
later. Plants assigned to the control group without cold treatment (0 weeks of
incubation) were kept in the greenhouse (at 25 °C and 16 h light) and were analyzed

separately than incubated plants.

2.3.3. Cold incubation (vernalization) treatment

Plants at the three-leaf stage were moved to growth chambers with

photosynthetic photon flux density of 500 mmol m™2 s™! to start the vernalization
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treatments. Plants were kept at 5 °C on average (between 4.1 and 5.1 °C with an average
hourly temperature of 4.5 °C in chamber 1, and between 4.9 and 6.2 °C with an average
hourly temperature of 5.2 in chamber 2; Supplemental Table S1) and 10 h light. A 10

h light photoperiod was chosen based on results from Ivancic et al. (2021).

2.3.4. Experimental design

The treatment design was a complete factorial with two factors: population (eight
Kernza intermediate wheatgrass breeding populations) and length of cold incubation
period (seven lengths: 3, 4, 5, 6, 7, 8, and 9 weeks) for a total of 56 treatments
(combinations of population and length). The experimental design was a generalized
randomized complete block design with two growth chambers as blocks. The
experimental unit was each individual plant. Due to different availability of seeds, the
populations TLICAMN, TLIC4WI, and TLICS5KS had six experimental units (plants)
for each length of incubation per block (12 replications per treatment), while
populations MNI1501, MNI1502, MNI1503, MNI1504, and MNI1505 had one
experimental unit (plant) for each length of incubation per block (2 replications per
treatment). Therefore, we used an unbalanced (i.e., different number of replications
per treatment) generalized randomized complete blocks design. The large number of
experimental units within blocks for some populations increases power in our analysis,
overcoming any potential issues arising from unbalanced designs (Gonzélez-Barrios,
Diaz-Garcia & Gutiérrez, 2019). Plants of each breeding population were randomly
assigned to the different lengths of cold incubation period treatments before being
moved to the growth chambers and labeled accordingly. Plants were placed in each
growth chamber in random order, and they were removed once every week based on
their individual labels. At the time of being removed from the growth chamber each
plant was transplanted from cone-tube containers to plastic pots (150 mm diameter and
200 mm depth) and kept at 25 °C and 16 h light in the greenhouse. Plants were
monitored three times a week to check for development, and at floral initiation, fans
were added to the greenhouse and plants were moved weekly to promote pollination

among plants. We also maintained as control 2 to 12 plants from each population in
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the greenhouse for the entire experimental period, without any cold incubation, and
these plants were analyzed independently. A total of 368 plants were evaluated in the

experiment.

2.3.5. Phenotyping

The following traits were evaluated for each plant: plant heading, heading time,
plant height, spikes per plant, spikelets per spike, spikelets per plant, spike weight per
plant, weight per spike, weight per spikelet, and aboveground biomass dry weight per
plant. Plant heading was monitored three times a week and was recorded when the first
spike emerged from the flag leaf sheaf (stage R1, according to Moore et al., 1991).
Plant heading was expressed as the percentage of plants that produced at least one head
for a treatment. Heading time was calculated in growing degree days (GDD) from
emergence to heading date for each plant, using 0 °C as base temperature as described
by Jungers et al. (2018).

All plants were harvested at the same time after grain maturity, approximately 8
months after the experiment was started, and the following traits were measured at
harvest. Plant height was measured from soil surface to the tip of the tallest spike. After
harvest, plants were cut 2 cm above ground level and samples were placed in a forced-
air dryer at 65 °C for 48 h, and then weighed to evaluate aboveground biomass dry
weight. For estimating spikelets per spike, the mean of the number of spikelets per
spike from three spikes was estimated for each plant. Spikelets per plant were
calculated as the product of spikelets per spike and spikes per plant. Weight per spike
was estimated as the ratio of spike weight per plant and number of spikes per plant.
Weight per spikelet was estimated as the ratio of the weight per spike and the number
of spikelets per spike. Except for plant heading and aboveground biomass, all other
variables were only measured in the plants that flowered. However, we reported results
of some reproductive traits as a ratio of the mean number of plants that flowered and
the mean number of total plants. In this manuscript we use plant heading as a proxy

for flowering to indicate a successful fulfillment of vernalization requirements.
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2.3.6. Statistical analysis

An analysis of deviance was carried out on plant heading using the GLIMMIX
procedure in SAS 9.4 (SAS Institute, 2004) with a binomial link because plant heading
is a presence/absence trait. An analysis of variance (ANOVA) using the MIXED
procedure in SAS 9.4 was used to analyze all other traits. The linear mixed model used
was:

Vi =p + Pi+ V;+ PVij+ i + ek [1]

where yijk is the response variable, p is the overall mean, Pj is the effect of the ith
breeding population (fixed effect), Vj is the effect of the jth cold incubation period
length (fixed effect), PVjj is the interaction between breeding population and
vernalization length effect (fixed effect), Sk is the effect of the kth block (i.e. chamber,
random effect), sij is the residual error (random effect), with Sk ~ N (0, ov?), €ijk ~ N
(0, o¢?), and the covariance between S« and ek zero. Contrasts were estimated for
groups of breeding populations based on their breeding program group (Kansas vs
Minnesota) using model [1].

Several regression models were compared for all traits using weeks of incubation
(wi) as the predictor variable in R statistical software (R Core Team, 2020). The
models with the lowest AIC (Akaike information criterion) value and smallest RMSEP
(root mean squared error of prediction) were selected for each trait. The linear and
quadratic equations were fitted with the Im function of the R statistical software (R
Core Team, 2020). The linear-plateau function was fitted with the nlsfit function of the
easynls package (Arnhold, 2017). The logistic function was fitted with the glm package
from MASS (Venables & Ripley, 2002). The asymptotic exponential function was
fitted with the nls function of the nlistools package (Baty, Ritz, Charles, Brutsche,
Flandrois & Delignette-Muller, 2015). The control treatment was not included in the
previous analyses because experimental units of the control were not allocated to any
block (growth chamber). We report means and standard errors of the control
treatments, as well as statistical comparisons of population means between control

treatments. The purpose of the control treatment was to have a reference of the traits
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measured without any exposure to cold and therefore, demonstrate the need for cold
requirements of the germplasm used.

2.4. RESULTS

2.4.1. Effect of length of incubation on growth and reproductive performance

There was no interaction between population and length of incubation period for
any trait evaluated (F-test; a = 0.05). The length of the cold incubation period affected
plant heading, heading time, plant height, and aboveground biomass (Figure 1). Plant
heading percentage increased from 30 to 96% in response to the length of the cold
incubation period from 3 to 7 weeks (Figure 1a). After 7 weeks of cold incubation,
plant heading percentage plateaued close to 95%. The sigmoid model (i.e. binary
logistic model) provided the best model fit based on AIC (Table 1) and RMSEP values
(data not shown). Control plants which were kept in the greenhouse throughout the
experiment achieved only 25% of plant heading (Figure 1a). Heading time of plants
that flowered was best fit by a linear-plateau model remaining relatively constant
around the minimum of 2300 GDD except for the control plants and plants with only
three weeks of incubation, which required about 3800 and 3600 GDD to reach plant
heading respectively (Figure 1b; Table 1). Plant height of flowering plants was best fit
by a 2-parameter asymptotic exponential model, increasing with the duration of the
cold induction period and reaching a maximum at 7 weeks (Figure 1c; Table 1).
Aboveground biomass (of all plants) declined linearly with the length of the cold
period (Figure 1d; Table 1).
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Figure 1. Effect of the length of the cold incubation period at 5 °C and 10 h light on
(a) plant heading percentage, (b) heading time (of plants that headed), (c) plant height
(of plants that headed), and (d) aboveground biomass (of all plants) across breeding
populations of Kernza intermediate wheatgrass. Means + SE in each week of
incubation (closed circles) are shown. Regression equations are shown. Control

treatment (open circles) was not included in the regression models.
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Table 1. Equations and functions evaluated for each trait in response to weeks of incubation (x) from three to nine weeks. Best fit

model for each trait based on the Akaike information criterion (AIC) are highlighted in bold. P-values for each model parameter are

shown. Functions evaluated include the linear, quadratic, linear-plateau, binary logistic, logistic, and the following asymptotic

models: Michaelis-Menten (MM), and a 2- (2PE) and 3-parameter (3PE) exponential. Except for plant heading and aboveground

biomass, all other variables were only measured in the plants that flowered.

Trait Equation Function AIC P-value of parameters
a b c
Plant heading (%) y = 1/[1+ exp- (402+080) Binary logistic 294.2 <0.001  <0.001
y =-0.73 + 0.33x-0.02x? Quadratic 304.5 <0.01 <0.001 <0.05
y =-0.23+0.14wi Linear 308.3 <0.01 <0.001
Heading time (GDD) y =2288.2 - 1223.0 (x-4.1) for x < 4.1 Linear-plateau 2672.3 <0.001 <0.001 <0.001
y =2288.2 for x> 4.1
y =-1821.3 [x/ (1 - 1.4x)] Asymptotic (MM) 2674.9 <0.001  <0.001
y = 5438.5 - 850.3% + 55.7x? Quadratic 2679.6 <0.001  <0.001  <0.001
Plant height (cm) y =101.4 (1-e%) Asymptotic (2PE) 1618.5 <0.001  <0.001
y =56.1x / [1 + 05x] Asymptotic (MM) 1618.7 <0.001  <0.001
y =103.6 — 85.0e%% Asymptotic (3PE) 1620.3 <0.001 <0.05 0.09
Aboveground biomass y = 34.5-1.5x Linear 2087.0 <0.001 <0.001
(g/plant) y = 28.9+0.6x-0.2x? Quadratic 2087.0 <0.001 0.68 0.15
Spikes per plant y=-9.9 +7.3x - 0.5x2 Quadratic 13154 0.19 <0.01 <0.001
y =15.3 + 154.0e7+% Asymptotic (3PE) 13174 <0.001 0.7 0.2
y =165 (1-e%%) Asymptotic (2PE) 1317.7 <0.001 <0.05
Spikelets per spike y=14.6-0.6 (x—-7.0) for x<7.0 Linear-plateau 894.1 <0.001 <0.01 <0.001
y=146forx>7.0
y=17.2-0.3x Linear 895.4 <0.001 <0.01
y =20.7 — 1.3x + 0.08x? Quadratic 895.7 <0.001 0.09 0.19
Spikelets per plant y =-88.7 + 91.8x — 6.6x? Quadratic 2337.1 0.44 <0.05 <0.05
y = 230.7 (1-e9%) Asymptotic (2PE) 2338.2 <0.001 <0.05
y =198.1/[1 + 1.6e°%™] Logistic 2338.7 <0.001 <0.001 0.31
Spike weight per plant (g) y =-4.0+ 2.3x - 0.2x? Quadratic 874.1 0.06 <0.001 <0.01
y=1.7 + 0.4x Linear 876.0 <0.05 <0.001

53



y =4.9+ 14.5e %% Asymptotic (3PE) 876.8 <0.001 0.26 0.09
Weight per spike (g) y=0.2x/(1+0.5x) Asymptotic (MM) -247.4 <0.05 0.1
y =0.23 + 0.01x Linear -247.3 <0.001 0.02
y =0.3 (1-e%% Asymptotic (2PE) -247.0 <0.001 <0.01
Weight per spikelet (g) y =0.02 + 0.0008x Linear -1318.5 <0.001 <0.01
y = 1.7e-02 + 2.5e-05x + 7.3e-05x> Quadratic -1317.1 <0.001 0.9 04
y =0.01[x/(1+0.3x)] Asymptotic (MM) -1279.8 <0.05 0.08
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The length of the induction period affected most grain yield components (Figure
2). The number of spikes for plants that achieved flowering was best fit by a quadratic
model which reached its maximum at 7 weeks of cold incubation period (Figure 2a;
Table 1). The number of spikelets per spike was best fit by a linear-plateau model
(Table 1) showing a declining trend until 7 weeks and then remaining constant (Figure
2b). The total number of spikelets per plant was best modeled with a quadratic function
that reached a maximum at 7 weeks (Figure 2c; Table 1). Spike weight per plant was
best modeled with a quadratic function that reached a maximum at 7 weeks (Figure
2d; Table 1). Weight per spike increased up to 7 weeks after which there was no
response, therefore, the asymptotic Michaelis-Menten model was the model with the
best fit (Figure 2e; Table 1). The linear model was similar in fit (Table 1). Weight per

spikelet was best explained by a positive linear model (Figure 2f; Table 1).
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Figure 2. Effect of length of cold incubation period at 5 °C and 10 h light on grain
yield components of plants that headed (a) spikes per plant, (b) spikelets per spike, ()
spikelets per plant, (d) spike weight per plant, (e) weight per spike and (f) weight per
spikelet across breeding populations of Kernza intermediate wheatgrass. Means + SE

in each week of incubation (closed circles) are shown. See text for regression equations
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and P-values. Control treatment (open circles) was not included in the regression
models.

2.4.2. Between and within population variability

There were significant differences among breeding populations for aboveground
biomass, spikes per plant, and spikelets per plant (evaluated by counting all plants, not
only the flowering plants), with MN1502 as the breeding population with the highest
and MN1505 the one with the lowest values for these traits (Table 2). No differences
were observed among populations for the other traits. Indeed, no differences were
observed for the reproductive variables measured only on the plants that flowered (data
not shown). The Minnesota group (MN1501 to MN1505) had higher values than the
Kansas group (TLIC5KS, TLICAMN, TLIC4WI) for plant heading percentage, spikes
per plant, spikelets per plant, spikelets per spike, spike weight per plant, weight per
spike, and weight per spikelet for all the control plants. The Minnesota group had
higher values of heading time than the Kansas group for the control plants that
flowered (Table 3). However, no differences between the Kansas and the Minnesota
groups were observed for most variables with any cold incubation period (Table 3).
On the other hand, there was a large phenotypic variability within populations for all
traits evaluated (Supplemental Figure S1). For the populations with larger number of
plants (TLICAMN, TLIC4WI, TLIC5KS) the dispersion of the Kernel density plots for
all quantitative traits was very large (Informacion complementaria: Tabla S1, Anexos

correspondientes al articulo 1).
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Table 2. Means and standard errors for each Kernza intermediate wheatgrass
population across lengths of cold incubation periods for plant heading percentage,
spikes per plant, spikelets per spike, spikelets per plant, spike weight per plant, and
aboveground biomass (expressed for all plants). P-values for breeding population
comparison are shown. Means within column followed by a common letter are not

significantly different by the Tukey-Kramer test at the 5% level of significance.

Population n hsa{g?r:g Spikes per Spikel_ets Spikelets wesigri::eper Abgi\ger%;cs);l "
(%) plant per spike per plant plant (g) (g/plant)

TLIC5KS 84 65+10 9.1+1.5ab 8.7£0.9 132+20 b 2.810.4 26.1+0.7b
TLICAMN 81 7249 8.8+1.5h 9.4+0.9 129+20 b 24404 25.240.8 bc
TLICAWI 65 58+11 7.9+16b 7.9+0.9 115421 b 25104 24.4+0.9 be
MN1501 15 54+19 7.0+2.4b 6.0£1.7 85133 b 1.9+0.7 27.6+1.8 ab
MN1502 15 974 15.8+2.4a 12.2+1.7 209+34 a 4.2+0.7 29.9+18a
MN1503 15 69+16 6.9+2.4b 7.9+1.6 89432 b 2.3+0.7 25.3+1.8 abc
MN1504 15 86x10 9.2+2.4b 10.5+1.7 108+34 b 2.7£0.7 28.0+1.8 ab
MN1505 16 72417 6.6+2.3b 9.5+1.6 88432 b 2.4+0.7 20.9+1.7 ¢
P-value 0.19 0.03 0.15 0.04 0.13 0.01
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Table 3. Means and standard errors of breeding population group for plants with either 0 (control) or 7 weeks of cold incubation period

on plant heading, spikes per plant, spikelets per plant, spikelets per spike, spike weight per plant, weight per spike, weight per spikelet,
p g, SPIKES per p p perp Y Persp Y gntper p gnt per sp Ppersp

aboveground biomass for all plants and plant height and heading time for plants that flowered. Means within column-groups followed

by a common letter are not significantly different by the F-test at the 5% level of significance.

All plants Plants that flowered
Srou Plant  Spikesper  Spikelets  Spikelets  Spikeweight Weightper  Weightper  ~ovedround Plant height  Heading time
P heading (%) plant per plant per spike  perplant(g)  spike (mg)  spikelet (mg) (g/plant) (cm) (GDD)

Control

Kansas 32 1616 b 1.240.6 b 946 b 1.240.7b 0.2+0.1b 40120 b 2.3t12b 29.1+1.2 5945 3800+100 a
Minnesota 8 63+17 a 74+3.1a 104+45a  9.4+3.0a 2.0+09a 20070 a 12.5+4.1a 31.2+14 7616 2900+0 b

7 weeks

Kansas 34 9515 15.5+1.5 21722 13.3x1.2 5.0£0.7 334142 23.8£2.2 239114 32 103+3 2300+100
Minnesota 13 78+16 10.5+2.5 150£35 11.1+1.6 3.9+£1.0 29256 20.0£34 20.7£2.2 10 9245 2300+100
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2.5. DISCUSSION

2.5.1. Primary induction requirements for flowering

Our first hypothesis was confirmed: the reproductive performance of Kernza
intermediate wheatgrass increased with the number of weeks of vernalization up to a
maximum of 7 weeks. These results demonstrate the strong dependence of plant
heading percentage on the exposure time to cold under short-days and also the
moderate (i.e., non-extreme) primary induction requirements for flowering of Kernza
intermediate wheatgrass. Other perennial grasses require longer periods of exposure
to cold temperatures for flowering induction. For instance, Scandinavian meadow
fescue (Festuca pratensis L.) cultivars showed a logistic response of heading plants
percentage to incubation time at 10 h photoperiod and 6 °C, but they required 16 to 20
weeks of cold incubation for full flowering (Heide, 1988). Similarly, red fescue
(Festuca rubra L.) populations required 15 to 18 weeks at 6 °C and 8 h photoperiod to
be fully induced (Heide, 1990). Reed canarygrass (Phalaris arundinacea L.) required
12 to 14 weeks to reach full flowering at 6 °C and 8 h photoperiod (Heichel, Hovin &
Henjum, 1980). Because the secondary induction conditions cited in the literature are
very similar to those experienced by the plants in our experiment (i.e., high
temperature and long-days), we can claim that primary induction requirements of T.
intermedium are lower than those from these species. Also, a logistic relationship
between flowering and weeks of incubation was reported for some perennial ryegrass
varieties at 6 °C and 8 h photoperiod, and full induction requirements were fulfilled
between 6 to 12 weeks of incubation, depending on the genotypes (Aamlid et al.,
2000). Those genotypes with the least exposure time requirements to reach full
induction within this species seem to have very similar primary induction requirements
to T. intermedium. On the other hand, germplasm with possible minor primary
induction requirements might be found in species such as supina bluegrass (Poa supine
Schrad.) (Heide, 2001) and Dactylis glomerata (Heide, 1987).

Time to heading dropped sharply from 3 to 4 weeks of incubation (Figure 1b) in

our study. After 4 weeks of incubation, plants were able to flower with the
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accumulation of 2200 GDD, similarly to what was reported by Frahm (2017) in field
experiments of T. intermedium. There was high variability between plants for time to
heading (Figure 1b) at 4 and 5 weeks of cold incubation, and this plant-to-plant
variability was reduced as the length of cold incubation increased, being minimum
from 7 to 9 weeks (Figure 1b). This behavior was also observed with several
accessions of purple false brome (Brachypodium distachyon L.) by Schwartz et al.
(2010), where vernalization led to a decrease in the variation between accessions, and
a decrease in the numbers of days required to flower for most of the accessions.

We used a ten-hour light photoperiod during the cold incubation phase in our
study. This makes our results relevant for some of the temperate regions between 30
and 40 degrees of latitude that have winter months with 10.3 h and 9.5 h daylight

respectively (https://gml.noaa.gov/grad/solcalc/sunrise.html).

2.5.2. Impact of length of incubation on reproductive traits

Plant height increased with the length of incubation period up to 7 weeks (Figure
1c). Our plants in the greenhouse were shorter than plants grown in field experiments
(Jungers et al., 2018; Zimbric, Stoltenberg & Picasso, 2020). Plants at 7 weeks had the
largest number of spikes per plant and spikelets per plant (Figure 2a, c). We found a
positive linear correlation between plant height and spikes per plant (r=0.51, a=0.05)
using data from 3 to 7 weeks of cold incubation. This positive linear relationship
between plant height and spikes per plant is often found in normal-tillered cereals such
as wheat and barley (Richards, 1988). Meadow fescue (Festuca pratensis L.) also
showed a positive linear relationship between plant height, panicles per plant, and
length of the cold incubation period (Heide, 1988). A few weeks of exposure to cold
provided low levels of vernalization and few spikes per plant as if the vernalization
stimuli were only received by a few tillers, and these stimuli could not be transferred
to other (later-formed) tillers of the plant (Evans, 1964). The positive relationship
between length of cold incubation period and spikes per plant may be explained by the
positive association between length of the exposure period to cold and rate of

expansion of leaves (Stapleton & Jones, 1987), and the further positive association
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between number of leaves and tillers per plant (Robson, Ryle & Woledge, 1988). In
our study we did not measure tillers per plant directly, but the number of spikes per
plant, which is highly associated to tillers per plant ranged between 8 and 18 (Figure
2a).

Aboveground biomass per plant decreased following 3 weeks of cold incubation
until 9 weeks, which might be explained by the lower accumulation of growing degree
days due to plants being incubated for a longer period at lower temperatures in growth
chambers, and therefore, shorter time to warmer greenhouse conditions. The decrease
in aboveground biomass might have directly affected the number of reproductive
structures, which explained the decrease in spikes per plant, spikelets per plant and
spike weight per plant from 7 to 9 weeks of incubation (Figure 2a, c, d). Previous
studies suggest that about 50 % of the tillers die out due to competition for assimilates
between stem elongation and flowering (Colvill & Marshall, 1984). Therefore, a
reduction in the source could be the cause of the decrease in grain yield components.

The number of spikelets per spike decreased from 3 to 7 weeks of cold
incubation while spikes and spikelets per plant increased. This suggests that spikelets
per spike behave as a buffering trait compensating for available resources for other
reproductive structures (Figure 2b). Weight per spike and weight per spikelet increased
until 7 weeks of cold incubation (Figure 2e, f). The negative relationship between
number of spikelets per spike and weight per spike noted in the range from 3 to 7
weeks of incubation also was reported for some wheat cultivars (Pinthus & Millet,
1978). A reduction of the number of spikelets from initiation to terminal spikelet
differentiation would be expected with longer cold incubation periods because if the
apex becomes competent to flower earlier, fewer potential spikelet sites are
established, and spikelet number decreases (Rawson, 1970).

According to these results T. intermedium is a species with moderate
vernalization requirements which could potentially be expanded from cold regions to
many temperate regions of the world. Furthermore, in regions where the accumulation
of cold equivalent to 7 weeks at 5 °C throughout their winters is not met, reproduction
may still be induced by short days (Duchene et al., 2021; Ivancic et al., 2021).

Therefore, in many temperate regions the accumulation of short days could substitute

61



for the lesser accumulation of cold hours. A high percentage of flowering was observed
for the same germplasm in temperate regions of the southern cone of South America
(unpublished data, 2021).

2.5.3. Variability of induction requirements to flowering

No differences for vernalization requirements were detected among Kernza
intermediate wheatgrass populations, hence our second hypothesis was rejected. The
fact that population effects were not significant for most traits is not surprising since
they only differ by one cycle of selection and many traits evaluated in this study were
not targets of selection during that cycle. A clear example of this point is plant heading
percentage, a trait closely associated with vernalization requirements in T.
intermedium that has not been used as a selection goal either directly or indirectly
because all populations have been bred in northern North America where its
requirements of vernalization are fully covered, masking any potential genetic
variability. However, when the entire plant set was analyzed (flowering plants and
non-flowering plants), yield components such as spikes per plant and spikelets per
plant showed significant differences among populations, with MN1502 having the
highest values (Table 2). The Minnesota plants in the control (non-vernalization)
treatment flowered earlier and had more plants heading than the Kansas plants. This
could be the result of the selection for earliness conducted by the Minnesota breeding
program (Bajgain et al., 2020). This could suggest that early flowering may be
associated with lower vernalization requirements. On the other hand, the large
phenotypic diversity within breeding populations (Supplemental Figure S1) may
indicate a strong potential for large genetic variation in vernalization requirement, and
that individual plant genotypes might carry beneficial alleles for low vernalization
requirements. Furthermore, the phenotypic diversity within populations decreases with
longer cold exposures, when vernalization requirements are met, hinting at a possible
genetic control of this trait because the residual error variance would be expected to

remain constant over time. This is consistent with the fact that for species with self-
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incompatibility as T. intermedium within-population genetic variation is usually higher
than among-population variation (Saha, 2014).

2.6. CONCLUSION

The reproductive performance of Kernza intermediate wheatgrass increased with
the duration of cold exposure up to seven weeks. With respect to the demand for
stimuli to satisfy primary induction, Kernza intermediate wheatgrass might be
classified as a species with moderate requirements. The large within-breeding
population phenotypic variation for vernalization observed suggests that there could
be also large genetic variability for this trait. Further research is needed to confirm the
feasibility of breeding Kernza intermediate wheatgrass with lower vernalization

requirements.
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3. AGRONOMIC ASSESSMENT OF TWO POPULATIONS OF

INTERMEDIATE WHEATGRASS - KERNZA® (THINOPYRUM

INTERMEDIUM) IN TEMPERATE SOUTH AMERICA
Locatelli, A., Gutierrez, L., Duchene, O., Speranza, P. R., & Picasso Risso, V. D.

(2023). Grassland Research. https://doi.org/10.1002/glr2.12032

3.1. ABSTRACT

Background: Kernza® intermediate wheatgrass is a perennial grain and forage
crop which can provide multiple ecosystem services. Kernza's major research efforts
have taken place in high latitudes. The goal of this study was to evaluate for the first
time the agronomic performance of Kernza in a low latitude region with mild winters.

Methods: A KS-Cycle 4 Kernza population (A) was planted in spring in
Wisconsin, USA, and selected in one cycle for lower vernalization requirements,
obtaining a new population (B). These two populations under three nitrogen
fertilization rates were evaluated in a full factorial, completely randomized field
experiment in Uruguay over two years.

Results: The populations were similar in grain yields and flowering time the
first year, but population B had 63% lower grain yield in the second year and 20%
lower forage yield throughout the experiment. Increasing N rate to 160 kg ha®
increased 63% grain and 28% forage yield across populations. Forage yields and
nutritive values were similar to those reported in the northern hemisphere. However,
grain yields for both first (316 kg ha™) and second year (41 kg ha') were lower due to
reduced flowering and weed competition.

Conclusions: Expansion of Kernza to lower latitude regions will require further

breeding to improve reproductive performance.

Keywords: Thinopyrum intermedium, vernalization requirements, nitrogen

fertilization rates, low-latitude regions, perennial grains
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3.2.  INTRODUCTION

Annual grain crops widely dominate the world’s arable land and are the main
source of food on the planet (Pimentel et al., 2012). Due to shorter growing seasons
and less developed root systems, annual crops provide less protection against soil
erosion, have lower water and nutrient use efficiency, store less carbon in the soil and
make the production system less resilient to both biotic and abiotic stresses than
perennial plant communities (King & Blesh, 2018; Osterholz et al., 2019; Sanford,
2014; Sanford et al., 2021). Intermediate wheatgrass (Thinopyrun intermedium (Host)
Barkworth & D.R. Dewey, Kernza®) is a cool season perennial grass with
vernalization requeriments to flowering which has been domesticated as a perennial
grain crop in cold regions of north America based on its seed size, mechanical
harvesting possibilities, and easy threshing (Wagoner & Schauer, 1990). At the
beginning of this century, scientists at the Land Institute, Salina, KS, started to work
on the domestication of T. intermedium by selection for improved yield per head,
increased seed size, free threshing, shatter resistance, reduced height, among other
qualities (DeHann et al., 2018; Zhang et al., 2016). As a results of this process of
conventional breeding, T. intermedium became commercially available to farmers in
the USA under the trade name Kernza™ (DeHann et al., 2014). Later, “MN-
Clearwater”, was released by the University of Minnesota and is the first Kernza
cultivar that produces grain approved for sale as Kernza perennial grain (Bajgain et
al., 2020). On the other hand, its forage potential has always been remarkable, since T.
intermedium was introduced from Eurasia to North America a century ago, and before
it began to be improved as a grain crop, it has demonstrated to be a forage with good
qualities and many forage cultivars were released (Jensen et al., 2016a). Although the
size of Kernza grain has increased throughout its breeding, it is still 4 to 5 times smaller
than wheat grain (Rahardjo et al., 2018). In comparison to wheat, Kernza has a higher
content of protein, ash, fat, dietary fiber, and antioxidants, but a lower content of starch
(Hayek, 2020; Mathiowetz, 2018; Rahardjo et al., 2018; Tyl & Ismail, 2019). Although
its grain yield is currently lower than annual cereals (Franco et al., 2021), harvesting

grain and forage can narrow the economic gap with annual grain systems (Bell et al.,
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2008), and satisfy farmers that have shown interest in the dual use (grain-forage)
potential of Kernza (Lanker et al., 2019). Improvements in grain and forage yield, as
well as additional forage harvests could improve the economic sustainability of Kernza
(Law et al., 2022). Indeed, the harvest of forage and grain promoted nutrient
availability and productivity of forage, root and grain biomass which highlights
Kernza's dual-purpose possibilities (Pugliese et al., 2019; Sakiroglu et al., 2020).
Low-latitude regions of South America have contributed substantially to global
grain production, after transforming native grasslands into annual crop systems, which
led to the deterioration of natural resources and crop vulnerability to severe weather
events (Modernel et al., 2016). In the low latitude regions of South America, the main
winter crops are wheat, barley and oilseed rape, whose cultivars used are mostly spring
cultivars. The winters are predominantly mild and temperatures increase rapidly
during the spring, so late anthesis leads to grain filling under unfavorabley high
temperatures, decreasing yield (Locatelli et al., 2022a). Kernza's geographic expansion
to these regions could be seriously threatened as a dual-purpose crop due to its
vernalization requirements, though phenotypic variability has been detected for these
requirements (Locatelli et al., 2022b). As most temperate perennial grasses, Kernza
could also require a dual induction to flowering: a primary induction by short day or
low temperature, followed by secondary induction by long day with interchangeable
effects of temperature and daylength (Heide, 1994; lvancic et al., 2021). Primary
induction, requires some combination of cool temperatures (vernalization) and/or short
days which enables the plant to initiate inflorescence primordia, while secondary
induction involves long days and increasing temperatures, allowing culm elongation,
inflorescence development and anthesis (Chastain & Young, 1998; Heide, 1994).
Low-latitude regions may not accumulate enough days of cold temperature to meet
those requeriments to initiate flowering, resulting in lower grain yields. The
vernalization requirements of Kernza may not only be a constraint to its agronomic
adaptation to low latitude regions, but are also being studied in high latitude regions
of the world with cold winters due to their negative impact on first year grain yields
(Cattani & Asselin, 2022; Jungers et al., 2022). Although the expansion of a perennial

crop such as Kernza would be advantageous for every region, breeding advances have
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only taken place in cold areas of North America. Therefore, finding Kernza germplasm
with adaptation to low-latitude regions testing the adaptation of Kernza populations
with potentially contrasting vernalization requirements is needed. Under non-
vernalizing temperatures, research conducted in growth chambers with Kernza
germplasm showed that about 15% to 25% of the plants were able to keep the ability
to flower (lvancic et al., 2021; Locatelli et al., 2022b). Selecting plants with the ability
to flower in low-stimulus environments to fulfill the vernalization requirements of
Kernza should lead to germplasm with a higher ability to produce grain and thus be
used as a dual-purpose crop in low-latitude regions. Therefore, our first hypothesis is
that a Kernza population selected in an environment without vernalization
temperatures would produce higher yields in low latitudes.

Forage yields of Kernza intermediate wheatgrass have been reported from
northern and central regions of North America, averaging 6450 kg ha™ year* and 7419
kg hal year?® for the first year and older stands (second, third, or fourth year),
respectively (Franco et al., 2021). Kernza can be managed as dual use crop, harvesting
grain in the summer, and harvesting forage in the spring, summer, and fall. Spring and
fall forage harvests contribute one-third to one-quarter of the biomass harvested in the
summer, and they have higher forage nutritive value, contributing substantially to the
profitability of Kernza (Favre et al., 2019; Hunter et al., 2020a; Pinto et al., 2021a).
Kernza forage nutritive value in high-latitude regions was suitable for lactating beef
cows, dairy cows, and growing heifers when harvested in the spring and fall, and for
beef cows in summer (Favre et al. 2019; Pinto et al., 2021a). The forage quality can be
strongly modified by factors of the production environment, such as climate,
defoliation management, time of cutting and fertilization (Hoveland & Monson, 1980;
Nelson & Moser, 1994). Grain yield in pure stand has had widely varying values, from
112 kg hal (Culman et al., 2013) to 1089 kg ha* (Favre et al., 2019) for the first year
and from 3 kg ha* (Pugliese, 2017) to 1662 kg ha'* (Culman et al., 2013) for the second
year (Franco et al., 2021). Although grain yield is highly variable, there is consensus
in a decline in performance over time (Law et al., 2021; Pinto et al., 2021b; Tautges et
al., 2018; Zimbric et al., 2020). Grain yields are still low, although the response to
selection for this trait has been high and stable (DeHaan et al., 2014; DeHaan, 2022).
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The high variability in grain yields could be due to several combined factors such as
differences between breeding cycles, pedoclimatic context and field agronomic
management operations. Therefore, our second hypothesis is that Kernza grown in low
latitues would have similar forage yield and nutritive value than Kernza grown in
higher latitudes, but lower grain yields.

Nitrogen availability can influence timing and success of reproductive growth
and plant fertility (Gungula et al., 2003; Amanullah et al., 2009; Wang & Tang, 2019).
N fertilization in a dual-purpose crop is a key factor as it can affect both grain and
forage production, for which knowing the response to the application of N is critical
to the management of the crop (Koeritz et al., 2013; VVogel et al., 2002). Kernza's grain
and forage yields response to N fertilization had a quadratic behavior, with an optimum
N rate of 61-96 kg N ha and 81-121 kg ha*, respectively (Jungers et al., 2017).
Zimbric et al. (2020) found increases in both biomass and grain yield from 90 to 135
kg N harates. Therefore, our third hypothesis is that higher N rates will increase grain
and forage vyields.

Weed suppression is another key agronomic management factor in perennial
crops. Depending on the timing, frequency and intensity of forage harvesting, each cut
may offer an opportunity for weeds to utilize resources and grow, damaging future
forage and grain performance or, on the contrary, to offer competitive advantages to
the seeded species (Ghanizadeh & Harrington, 2019; Meiss et al., 2010). Severe
defoliation (i.e., high intensity and high frequency) decreases the survival of perennial
grasses in pastures, which is exacerbated by increased competition from invasive
species (O'connor, 1991). Indeed, farmers identified weed suppression as a major
information gap in dual use Kernza cropping systems (Lanker et al., 2019). During a
three-year experiment, weed biomass under dual-use Kernza systems decreased by an
average of 88%, and weedy and weed-free treatments had similar grain and forage
production, suggesting that weed competition may not have negative effects on Kernza
(Zimbric et al., 2020). However, Weik et al. (2002) reported weed biomass increase
from the first year to the second one, although the magnitudes were too low to affect
grain and forage productivity. Therefore, our fourth hypothesis is that weed biomass

in dual-use Kernza systems would decrease over time.
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In this study, we report for the first-time agronomic performance of Kernza managed
for dual-use in a temperate low-latitude region with mild winters. Specifically, we
evaluated plant heading, heading time, grain and forage yield, harvest index, weed
biomass, and forage nutritive value of Kernza intermediate wheatgrass in a replicated

field experiment over two years.

3.3. MATERIALS AND METHODS

3.3.1. Plant Material

Two Kernza populations were developed at the University of Wisconsin —
Madison, using seeds from Kernza selection cycle 4 from The Land Institute (TLIC4
- Salina, KS, USA): A and B (Figure 1). The population A consisted of seeds harvested
in summer 2017 from plants seeded in the fall 2016 so they had fulfilled their
vernalization requirements in the field in Arlington, WI, USA (43°18' N, 89°19' W).
We expected that seeds from this population A would have diversity regarding
vernalization requirements (Locatelli et al., 2022b), and only 15%-25% of their plants
would flower in an environment without vernalization according to Locatelli et al.
(2022b) results from greenhouse study. The population B consisted of seeds harvested
on November 9, 2017 from plants of TLIC4 sown on April 19, 2017 in the field in
Arlington, WI (AK3 Field 350B), so these plants completed their life cycle during one
spring-summer-fall period, elongated in late July, flowered in August, and were
harvested in November experiencing little vernalizing stimuli. To obtain each
population, seed from the same original population (TLIC4) was sown at two
contrasting times in Wisconsin: fall 2016 and spring 2017. Therefore, plants from both
trials were subject to contrasting vernalizing stimuli before being harvested in the
summer and fall of 2017 (Figure 1). We expected that seeds from population B would
have a higher proportion of plants flowering in environments with low vernalization
stimuli, because they were progeny from plants which flowered with restrictive
vernalization conditions. We consider population B the product of one cycle of

selection for reduced vernalization requirements. The plants that produced the seeds
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that comprised population B had fewer fertile stems (3.3 + 1.7 spikes per plant) than
those in A (14.0 + 3.6 spikes per plant), they had smaller spikes (spike weight was 0.4
+0.1gforBand 0.6 £ 0.2 g for A). The seeds from population B were also smaller
(1000 seed weight was 5.6 + 0.3 g for B and 7.7 + 0.4 g for A). Seeds of both
populations were imported to Uruguay subject to phytosanitary inspection and
authorization (MGAP-AFIDI # 1318855, species code: THIIN21301034).

Fall Winter Spring Summer Fall
2016 2017

Sa/
* —,.\— 4 Population A
1
(o) o (] = rons
own - - arves opulation
7N

FIGURE 1 Explanatory scheme for the development of the populations in Arlington,
WI, used in the study.

3.3.2. Experimental design and management

The experiment was sown in the fall (April) of 2018 at the Experimental Station
“Dr Mario A. Cassinoni” from the University of Uruguay (UDELAR), 32°55" S,
58°03" W, in Paysandu Uruguay. Soils were clay loamy fertile Typic Argiudoll with
less than 1% slope which had previously been under perennial pasture. The treatment
design was a complete factorial with two factors: Kernza population origin (2 levels:
A and B) and nitrogen fertilization rate (3 levels: 0, 80, and 160 kg ha* year?). The
experimental design was completely randomized with 6 replications per treatment
(Figure S1). The experiment consisted of 36 plots, each one of 1 m?, which consisted
of 25 Kernza plants planted equidistantly to 20 cm, with 0.4 m alleys (Figure 2). Seeds

were sown in conetainers (75 ml) and were grown in standard potting compost
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(composition for 1 m3: 70% milled pine bark, 30% peat, 1 kg triple phosphate, 1 kg of
a controlled-release fertilizer 19-6-10). Seedlings were grown in greenhouse at natural
light, until plants reached the three-leaf stage (from mid-April 2018 until mid-May
2018) and then transplanted to field. From transplanting until the plants reached
tillering stage, a plastic shade net was used to control early weed infestation (Figure
2b). The previous perennial pasture, whose predominant species were white clover
(Trifolium repens L.), dallisgrass (Paspalum dilatatum Poir) and Westerworld (annual)
ryegrass (Lolium multiflorum Lam. var. westerwoldicum), was killed with herbicide
(glyphosate, 5 L ha*) and then minimally tilled with a cultivator two months before
transplant. The nitrogen fertilizer, urea (46-0-0), was applied in fall and winter of the
second and third years according to the schedule in Figure 3. Each N application was
half the respective annual rate. Due to the impact of weeds on Kernza performance
under field production conditions surveyed by Lanker et al. (2019) for northern
hemisphere conditions, after establishment the weeds were not controlled in order to
evaluate weed biomass and its impact on Kernza production conditions in this new

region.

FIGURE 2 Pictures of Kernza in Paysandu, Uruguay experiment at seedling (a),
establishment in the field (b), beginning of stem elongation (c), grain and forage
harvest in summer (d), fall regrowth (e), and winter forage harvest with quadrats (f).
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FIGURE 3 Schedule of management activities for each year of the experiment.

3.3.3. Grain, forage, and weed sampling

The grain samples were collected in the summer while the forage and weeds
samples were collected three times a year in fall, winter, and summer, respectively
(Figure 3). Grain harvests were done when the crop had reached physiological maturity
(stage S4-5, Moore et al., 1991). Grain and forage samples were collected on January
21, 2019 (accumulated forage since sowing) and on March 3, 2020 (Figure 2d). A 60
cm-by-60 cm quadrat per plot was used, located in the center of the plot. The seed
heads from these samples (corresponding to the 9 plants in the center of the plot) were
cut 5 cm below the lowest seeds, dried, weighed, and threshed manually to estimate
grain yield. The dry weight for spikes was added to the forage dry weight to estimate
total dry biomass for the harvest index calculations. The seed heads from these samples
(corresponding to the 9 plants in the center of the plot) were cut 5 cm below the lowest
seeds and threshed manually to estimate grain yield. Forage and weeds samples were
collected by hand-harvesting quadrat samples at 2.5 cm above the soil. Both Kernza
and weeds were separated in the field and placed in individual paper bags. Samples
were then placed in a forced-air dryer at 65°C for 48 h. Biomass dry matter (DM)
yields per hectare were then extrapolated from the quadrat data on an area basis and

one sample per plot was analyzed for nutritive value for each combination of

78



treatments. Forage yield/weed biomass ratio was calculated as the result of dividing
DM forage (kg ha*) by DM weed biomass (kg hat). The forage fall 2019 and fall 2020
samples were collected on _April_11, 2019 and May 18, 2020, respectively and the
winter ones on July 15, 2019 and July 21, 2020, respectively (Figure 2e, f; Figure 3).
Forage and weeds outside the quadrants were also cut at 2.5 cm above the soil and
removed after each harvest. Harvest index was calculated by dividing the mass of grain
(grain yield) by the total mass of grain and straw (forage yield) at summer.

For all forage samples, a 30-g subsample was ground twice using a Wiley mill
(Model 4 Thomas-Wiley Laboratory Mill, Thomas Scientific, Swedesboro, NJ) to pass
through a 1-mm screen for chemical composition analysis. Analysis of forage crude
protein (CP, %) (Kjeldhal N percentage x 6.25) according to Horwitz and Latimer
(2005), and neutral detergent fiber (NDF, %) as well as acid detergent fiber (ADF, %)
(Fiber analyzer 200, Ankom Technology Corporation, Fairport, NY; Van Soest et al.,
1991) were performed at the Nutrition Laboratory of the Faculty of Agronomy,
University of Uruguay. CP, NDF, and ADF values for forage samples were reported
as a proportion of the DM. Relative feed value (RFV) was calculated by multiplying
digestible dry mater [DDM, %; DDM= 88.9 — (0.779 x ADF)] by dry matter intake
(120/NDF) and then dividing by 1.29 (Linn & Martin, 1991).

3.3.4. Weather data

Temperature and precipitation were recorded at an automatic weather station
located within 100 m from the field experiment (Table S2). The accumulation of heat
units, expressed in growing degree-days (GDD) was calculated using daily average
temperatures and the equation from McMaster and Wilhelm (1997), using 0°C as base
temperature as described by Jungers et al. (2018). The accumulated Photo-Vernalo-
Thermic Units (UPVT) and vernalization units (VU) between crop emergence and the
first grain harvest and between the first and second grain harvests were calculated
using the formalisms employed by Duchene et al. (2021) from the STICS soil-crop
model (Brisson et al., 1998; 2002; 2009).
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From the STICS model, the impacts of temperature, photoperiod, and cold
requirements were kept, therefore the UPVT were computed at the daily time step as

follow:

UPVT(i) = GDD,(i) - SFP(i) - SFV (i) 1)

where i is the considered day, GDDy are the growing degrees-days limited by
thresholds, SFP is a slow-down factor accounting for photoperiod, and SFV is a
slowdown factor accounting for vernalization.

The impacts of temperature respond to a triangular function:

GDD,(i) =0 if Tmean(l) < DTppin or Tmean(i) = DTpax
GDD.(i) = Tmean(i) — DTmin if DTrin < Tmean(1) < DTope )

. DTopt—DTmin . . .
GDDt (l) = m' (Tmean(l) - DTmaX) lf DTopt < Tmean(l) < DTmaX

where DTmin, DTopt and DTmax are the minimal, optimal and maximal
temperature to allow for crop development. DTmin is equal to base temperature, and
the values for DTopt and DTmax Used were 28 and 35°C, respectively (Brisson et al.,
2009).

The photoperiod (PhotoP(i)) was calculated using astronomical input on the
basis of the calendar day and the latitude using the NOAA solar calculator
(https://gml.noaa.gov/grad/solcalc/sunrise.html).

The slow-down photoperiodic effect (SFP(i)) could be calculated as follow:

.\ _ (PhotoP(i)—PhotoPs,t)
SFP(1) = (PhotoPgat—PhotoPpase) +1 (3)

SFP(i) = max (min(SFP(i),1),0)

where PhotoPpase is the photoperiod below which there is no development and
PhotoPs is the saturation photoperiod, above which there is no limitation. The second

term of this equation keeps SFP(i) values between 0 and 1 in mathematical terms.
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The estimation of the cold requirements consisted of two steps: vernalizing value
of a given day was firstly computed (VV(i)), and then the slow-down factor (SFV(i))

was calculated as the ratio of completion of the total vernalization requirements:

112
VV (i) = max (1 — [M] ,0) 4)

Ampliyern

o~ [Z;"=Demer or Dpary VV(j) ]_VVmin
SFV(i) = VVreq=VVmin (5)
SFV (i) = max (min(SFV (i),1),0)

where VV(i) is the vernalization units on day i, Tvem is the temperature to reach
an optimal vernalization value, Tmean IS the mean temperature on day i, and Amplivern
is the temperature range with vernalizing effects. In this study we used the best
estimates calculated by Duchene et al. (2021) and also used by Jungers et al. (2022):
Tven = 4.5 and Amplivern = 7.4. The accumulation of vernalization units was calculated
by summing VV;ifrom the day of emergence to the first grain harvest and between this
one and the second grain harvest (Table 1). Therefore, the accumulation of VU
included all days that had vernalizing temperatures (within the Amplivem range) for
both grain production years.

For each of the activities carried out throughout the experiment (grain harvests,
forage harvests), days, thermal accumulation (GDD) and accumulated rainfall (mm)

during the whole experiment were calculated (Table 1).
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TABLE 1. Days, thermal accumulation (GDD), and accumulated rainfall (mm) during
each experimental management activity (first grain and forage harvest, first fall forage
harvest, first winter forage harvest, second grain and forage harvest, second fall forage
harvest, and second winter forage harvest). With every grain harvest the unit count
resets to zero. Photo-Vernalo-Thermic Units (UPVT) and vernalization units (VU)

accumulations were calculated for the first and second grain and forage harvests.

Accumulated

Harvest Date Days GDD (*C rainfall VU  UPVT
day)
(mm)
First grain and Jan 21,
forage harvest 2019 267 4320 1128 43 1210
First fall forage  Apr 11,
harvest 2019 80 1756 282 ) )
First winter Jul 15,
forage harvest 2019 17 3148 512 ) )
Second grain Mar 3
and forage T 407 7551 1363 29 1033
2020
harvest
Second fall Mar 3,
forage harvest 2020 76 1480 211 ) )
Second winter Jul 20, 139 9963 355 i i

forage harvest 2020
Note: For the first grain and forage harvest the thermal (GDD), days, UPVT and VU

accumulations are shown from emergence in conetainers (May 1, 2018), while rainfall
accumulation began to be counted from transplanting to the field (May 15, 2018).
Abbreviations: GDD, growing degree-days; UPVT, Photo-Vernalo-Thermic Units;

VU, vernalization units.

3.3.5. Plant heading and heading time

Plant heading and heading time were measured for the first year of production

only. Plant heading was monitored three times a week and was recorded when the first
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spike emerged from the flag leaf sheaf (stage R1, according to Moore et al., 1991).
Plant heading was expressed as the percentage of plants that produced at least one
head. Heading time was calculated in GDD from the emergence to heading date for
each plant. During the first year also, number of spikes per plant was assessed for the

90 plants with earliest flowering.

3.3.6. Statistical analysis

Because the first N application was done after the first fall forage harvest (April
2019, Figure 3), the statistical models used for the first year did not include N
fertilization factor, whereas the models used for the second year did. Therefore, for the
first year, the treatment design consisted of only one factor (population) with two
levels (A and B), and each treatment was replicated 18 times (i.e., 18 plots or
experimental units) in a completely randomized design. The second year was a
complete factorial with the 2 populations and 3 nitrogen application rates (0, 80 and
160 kg N hal), and each treatment combination was replicated 6 times (i.e., 6 plots)
in a completely randomized design.

Treatment effect on forage yield, grain yield, harvest index, weeds biomass,
heading time, NDF, ADF, CP and RFV were tested with analysis of variance
conducted using R version 4.0.3 (R Core Team, 2020) and considered significant at p
<0.05.

For the first-year analysis, for grain yield, harvest index, heading time, NDF,
ADF, CP and RFV, a randomized complete design was used and only the effect of
population was included in the following linear model:

Yij = 1 + Pi +¢gj (6)

where Yij is the response variable, p is the overall mean, P; is the effect of the i
population (fixed effect) and ejj is the residual error. An analysis of deviance using this
same model was carried out on plant heading using the GLIMMIX procedure in SAS
9.4 (SAS Institute, 2004) with a binomial link because plant heading is a
presence/absence trait.
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For the second year the effects of population, N rate and their two-way
interaction on grain yield and harvest index were included in the following linear
model:

Yik = M + Pi + Nj + PNjj + €ijk @)

where Yij« is the response variable, [ is the overall mean, P; is the effect of the it
population (fixed effect), N; is the effect of the j N rate (fixed effect), PNj is the
interaction between population and harvest season (fixed effect), ejj is the residual
error.

During the first year, population, harvest season and their two-way interaction
effects on forage yield, weed biomass and forage/weed biomass ratio were analyzed
with a randomized complete design with population as treatment and harvest season
as repeated measures. The following linear mixed model was used:

Yijk = U + Pi + Sj + PSjj + eijk (8)

where Yij« is the response variable, [ is the overall mean, P; is the effect of the it
population (fixed effect), S; is the effect of the j harvest season (fixed effect), PSjis
the interaction between population and harvest season (fixed effect), eij is the residual
error.

For the second year of the experiment, effects of population, N rate, and harvest
season and their two and three-way interactions on yield forage, weed biomass and
forage/weed biomass ratio were analyzed with a randomized complete design with
population and N rate combinations as the treatment and harvest season as repeated
measures. The following linear mixed model was used:

Yij = i + Pi + Nj + Sk + PNij + PSik + NSjk + PNSij« + €iji 9

where Yija is the response variable, p is the overall mean, Pi is the effect of the
ith population (fixed effect), Nj is the effect of the j N rate (fixed effect), Sk is the
effect of the k™ harvest season (fixed effect), PNjj, PSik, NSjk and PNS;j are the effects

of the two and three-way interactions and eijw is the residual error.
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3.4. RESULTS

3.4.1. Weather and field conditions

From emergence in conetainers to the first grain harvest 4320 GDD, 43 VU, and
1210 UPVT were accumulated. From the first grain harvest to the second one 7551
GDD, and 29 VU, and 1033 UPVT were accumulated (Table 1). From the first grain
harvest to the first fall forage harvest more than 1700 GDD were accumulated; from
the later to the first winter forage harvest more than 1300 GDD were accumulated. The
phenological delay observed in the second year caused the grain to mature later
(March), so thermal accumulation of regrowth period was shorter. From transplanting
to the field to the first grain harvest rainfall was 1128 mm, and from the first to the
second grain harvest there were 1363 mm of rainfall. For each fall and winter forage
regrowth period, the average rainfall was well over 200 mm (Table 1).

Kernza plant density did not change during the first year of the experiment, all
Kernza plants survived. In the second year some plants were lost, mainly to weed

competition

3.4.2. Plant heading. heading time, grain yield and harvest index

Populations A and B had no differences in plant heading or heading time in the
first year (Table 2). Both populations had an average 47.5% plant heading percentage
(A: 49.2 %, B: 45.8 %) and average 2892 GDD accumulation (A: 2874 GDD, B: 2909
GDD) at plant heading in the first year. The number of spikes per plant was very
similar for both populations (A: 23.3, B: 22.5). Heading was not recorded in the second

year.

85



TABLE 2. Percentage of the sum of squares of each effect over the total sum of the sources of variation from the analysis of variance

of the effect of Kernza population (A vs B), N rate (0, 80, 160 Kg N hal), harvest season (summer, fall and winter) and their respective

interactions on grain yield, forage yield, weeds biomass, harvest index, forage/weed biomass ratio, for each year (1st and 2nd) of the

experiment, and plant heading, heading time, neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF), crude protein (CP) and relative

feed value (RFV) for the first year of the experiment in Paysandu, Uruguay.

Item Year Source of variance
Population (P)  Nitrogen (N) Harvest season (HS) PxN PxHS NxHS PxNxHS

Grain yield 1 2.26 - - - - - -

2 15.57* 11.96 - 3.00 - - -
Forage yield 1 1.21* - 85.46** - 0.80* - -

2 0.52 2.44* 74.77** 0.70 1.55* 1.90* 0.27
Weed 1 3.90 - 32.2%* - 0.16 - -
biomass

2 0.91 0.88 40.78** 0.15 1.60 2.36 0.25
Harvest 1 0.02 - - - - - -
index

2 11.8* 7.68 - 1.97 - - -
Forage/weed 1 5.70%* - 12.57** 11.34**
biomass 2 0.55 2.71 1.07 0.64 2.33 2.94 5.02
ratio
Plant 1 a - - - - - -
heading
Heading 1 3.46 - - - - - -
time
NDF 1 3.493 - 87.15** - 0.31 - -
ADF 1 2.95% - 84.71** - 0.34 - -
CP 1 0.40 - 89.50** - 0.09 - -
RFV 1 0.01 - 86.56** - 0.38 - -

Note: *= Significant at p < 0.05, **= Significant at p < 0.01.

deviance analysis was carried out for plant heading (p = 0.40) using the GLIMMIX procedure in SAS 9.4.
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Abbreviations: ADF, acid detergent fiber; CP, crude protein; NDF, neutral detergent

fiber; RFV, relative feed value.

Kernza grain yield in the first year averaged 316 + 29 kg ha™, and it was not
different between Kernza populations (p = 0.38). In the second year an 87% reduction
in grain yield occurred on average. No population-by-N rate interaction (p = 0.53) was
detected, however, both effects population (p < 0.05) and N rate (p = 0.09) affected
grain yield in the second year (Table 2). Population A had three times the grain yield
in the second year than population B (Figure 4). Grain yield in second year ranged
from 23 kg ha* without N, 37 kg ha™* with N80 and 63 kg ha™* with N160.

As with grain yield, the harvest index in the first year was not affected by the
Kernza population (p = 0.95). In the second year the population had an effect on
harvest index (p < 0.05), but not the N rate (p = 0.20) or their interaction (p = 0.54,
Table 2). Population A had a higher harvest index in the second year (Figure 4).
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FIGURE 4 Grain yield (bars) and harvest index (lines) for the Kernza populations A
(black) and B (grey) from the two first years of Kernza intermediate wheatgrass
managed for dual-use (forage harvest in the fall and winter, grain and forage harvest
in the summer) in Paysandu Uruguay. Means with the same letter within each

parameter and for each year are not different at p = 0.05.
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3.4.3. Eorage vield and nutritive value

Population (p < 0.01), harvest season (p < 0.01) and population-by-harvest
season interaction (p < 0.05) effects were detected on forage yield in the first year
(Table 2). During the first year, population A accumulated more forage in the summer
than population B (Figure 5). In contrast, average forage accumulation in both fall
(2043 + 167 kg hal) and winter (1356 + 116 kg ha) was lower than summer and no
differences were detected between populations (Figure 5). For the second year, as in
the first year, population A accumulated more forage than population B in the summer,
but not in the following seasons (Figure 5).
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FIGURE 5 Forage yield for the Kernza populations A (black bars) and B (grey bars)
in each of the harvests throughout the experiment in Paysandu, Uruguay. For the
second-year there was a N rate by harvest season interaction, but means averaged over
N rates are shown. Means with same letters within each year are not different at
p=0.05.

In the second-year, N rate (p < 0.05), harvest season (p < 0.01), population-by-

harvest season interaction (p < 0.05) and N rate-by-harvest season interaction (p <
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0.05) affected forage yield (Table 2). N160 produced more forage than the treatment
with no N (1626 vs 1173 DM kg ha'), whereas N80 (1237 DM kg ha?) did not differ
from either NO or N160 across populations and harvest seasons. The N160 treatment
produced the most forage in the summer compared to the other N rates, but no
differences in forage production were observed among N rates during fall or winter
(Figure 6). Forage production decreased from summer to fall and winter, and no

significant differences were detected between these in the last harvest season.
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FIGURE 6. Forage yield for summer, fall and winter harvest, across Kernza
populations in response to N rate (NO: white bars, N80: grey bars, N160: black bars)
in Paysandu, Uruguay. Analysis of variance was performed for four seasons (winter
2019 and summer, fall and winter 2020). Different letters indicate significant
differences among N rates and harvest seasons at p = 0.05.

No population-by-harvest season interaction nor population effects were

detected on any forage quality parameters. Harvest season affected (p < 0.01) all of
them (Table 2). Forage quality increased from summer to winter, i.e. NDF and ADF
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were greatest in the summer, intermediate in the fall, and lowest in the winter, on the
contrary, CP and RFV were lowest in the summer, intermediate in the fall and, greatest
in the winter (Table 3).

TABLE 3. Neutral detergent fiber (NDF), acid detergent fiber (ADF), crude protein
(CP) and relative feed value (RFV) of first-year Kernza intermediate wheatgrass
managed for dual-use (forage harvest in the fall and winter, grain and forage in the

summer) in Paysandu, Uruguay

Harvest season

Parameter Summer Fall Winter

NDF (g kgt DM) 706 +0.4 a 663+ 0.3 b 561+ 0.4 C
ADF (g kg* DM) 430+ 0.5a 352+ 0.3b 305+ 0.5¢c
CP (g kgt DM) 82+ 0.3 ¢ 142+ 0.2b 197+ 0.3 a
RFV 73£09¢c 86+ 0.7 b 109+ 1.2 a

Values are present as meanzstandard error. Means were calculated over two
populations (A and B); means with the same letter within each parameter are not
different at p = 0.05.

3.4.4. Weed biomass

For the first year, weed biomass was very low in summer, high in fall and
intermediate in winter, and for the second year it was high in summer and lower in
both fall and winter harvest seasons (Figure 7). Weed biomass accumulation doubled
in the second year in relation to the first year and this increase was mainly explained
by the weed invasion that occurred by the second summer (Figure 7). Annual ryegrass
and white clover from the previous pasture were the predominant weeds in both years.
However, the ryegrass/white clover ratio increased sharply for the second year as well
as the presence of some perennial grasses such as dallisgrass. Since the first harvest
(summer 2019), forage/weed biomass ratio decreased and remained low during the
successive cuts (Figure 7). Population (p < 0.01), harvest season (p < 0.01) and
population -by-harvest season interaction (p < 0.01) effects were detected on
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forage/weed biomass ratio during the first year (Table 2). Instead, no effect of the
treatments evaluated was detected in the second year. For the first year, population A
had a much higher forage/weed biomass ratio than population B (1582 vs 48) at
summer only. Also, this ratio was lower in both fall and winter (Figure 7). In both

years, only harvest season (p < 0.01) affected weed production (Table 2).
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FIGURE 7. Forage yield (black bars), weed biomass (grey bars) and forage/weed
biomass ratio (values placed on top of each joint bar) for each harvest season
throughout the experiment. Forage yield, weed biomass, and forage/weed biomass
ratio with the same letter within each year are not different at p = 0.05. Within each
year, italics, capital and lower-case letters correspond to forage/weed biomass ratio,

weed biomass and forage yield, respectively.
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3.5. DISCUSSION

3.5.1. Population effects on agronomic performance

Our first hypothesis was rejected: the population from seed harvested from plants
that completed their life cycle during one spring-summer-fall period (population B)
did not have superior agronomic performance for any of the traits evaluated. Several
non-contradictory mechanisms can explain this surpising finding, and may serve as
hypothesis to test in future studies: a) lack of response to selection due to genetic
mechanisms, b) experimental conditions providing enough vernalization stimuli, c)
seed quality (small seeds) masking genetic differences, d) photoperiod (short days) as
substitute for vernalization stimuli in Kernza. These potential mechanisms are
discussed next.

Although the environmental conditions in Wisconsin where selection was
performed to obtain the population B were adequate for the purpose of obtaining
germplasm with lower vernalization requirements (i.e., there was no cold
accumulation during spring-summer-fall to fulfill vernalization), population B differed
from population A by only one selection cycle. Although the genetic basis for the
response to vernalization is still unknown in Kernza, in annual wheat (genetically close
to Kernza) there is allelic diversity and/or different number of gene copies in the main
group of genes involved in vernalization requirements (VRN1, VRN2, VRN3 and
VRN4), which strongly modifies both flowering ability and time to flowering
(Goncharov, 2004; Diaz et al., 2012; Hyles et al., 2020; Kippes et al., 2018; Li et al.,
2013). Therefore, the possible high genetic diversity associated with vernalization
requirements in addition to the polyploidy present in Kernza, could be key factors in
explaining the lack of progress in agronomic adaptation expected for population B
with a single selection cycle. However, population B was not grown in Wisconsin and
further studies are needed to confirm this.

Additionally, the cold stimuli for vernalization where the seed of population B
was produced was more restrictive than what was offered in this experiment. In

Wisconsin the plants that formed population B underwent high and rising temperatures
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from emergence to plant heading (month temperature averages: May 13°C, June 20°C,
July 21°C, August 19°C, September 17°C). Although these plants were probably able
to accumulate a few hours of vernalizing nocturnal temperatures without experiencing
devernalization since the contrast with diurnal temperatures is not as strong under field
conditions (Preston & Fjellheim, 2022), such accumulation was poor. In contrast, in
Paysandu (Uruguay) the populations underwent a winter with lower temperatures
(June 10.2°C, July 10.3°C, August 11.1°C). Therefore, considering the variability in
flowering and grain yield components shown in Kernza in response to different
vernalizing stimuli in greenhouse studies (Ivancic et al., 2019; Locatelli et al., 2022b),
under Paysandu conditions, part of the germplasm of population A could have fulfilled
vernalization requirements.

Contrary to our expectations, population A had higher forage yield accumulation
in the summer of both years (Figure 5), possibly explained by its higher initial seed
weight. We observed that the seedlings of population A had a noticeably larger size
than population B at transplant (visual observation but no experimental measures). The
effects of seed size on plant growth have been studied mostly in annual species but
also in perennials, though no consensus has been reached yet. While some research
reports that large seeds promote higher rates of seedling growth (Arnott, 1969;
Bretagnolle et al., 1995; Glewen & Vogel, 1984; Kosinski, 2008; Leger et al., 2019;
Peterson et al., 1989; Smith et al., 2003; Thomas, 1966; Trupp & Carlson, 1971), other
research highlights the limited effect of large seeds which is quickly lost (Beveridge
and Wilsie, 1959; Lewis & Garcia, 1979; Naylor,1980; Smart & Mosser, 1999). As in
other perennial crops, there is controversy about the effects of seed size on seedling
growth in Kernza as well (Cattani & Asselin, 2022; Hunt and Miller, 1965), and there
are no studies on the effects of seed size on the growth and development of adult plants.
However, for annual species, there is evidence that seed size had effects after the
seedling stage, affecting grain yields (Baalbaki & Copeland, 1997; Burris et al., 1973;
Gan & Stobbe, 1995; Kumar & Seth, 2004; Mian & Nafizger, 1992; Stobbe et al.,
2008; Stougaard & Xue, 2005). Because most of the studies conducted on the issue,
compared different seed sizes between pots or plots but not intra-pot or intra-plot and

that the weed control was strict, it was expected that early growth was related to seed
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size, but as intraspecific competition increase, average plant yield was determined by
density within the stand rather than by seed size (Harper & Obeid, 1967; Stanton,
1984). In our work similar to what has been reported in natural populations (Ehrlén &
Lehtila 2002; Leishman & Westoby 1994; Leishman et al. 1995; Rees 1996), intra plot
competition occurred between Kernza plants and other species (no weed control), so
the advantages of large seeds could be seen well beyond the seedling stage.

Although the population effect was not significant for the second year on forage
production, significant effect of the population-by-harvest season interaction was
detected (Table 2). Population A had higher forage production in the summer than
population B, and no population differences were detected in subsequent fall and
winter harvests (Figure 5). With the hypothesis that the larger seed size of population
A resulted in more vigorous plants and greater ability to compete with weeds during
the first year, it is logical to assume that for the second-year part of these strengths
already generated will be maintained at least in the periods of greater forage
accumulation (summer). Although initial vigor was not measured, the higher
forage/weed biomass ratio of the population with higher seed weight (A) during the
first year, could indicate the positive effect of seed size in the early stages of
development on plant stand.

Our second hypothesis was not rejected: Kernza grown in low latitudes had
similar forage yield and nutritive value than Kernza grown in higher latitudes, but
lower grain yields. Grain yields were below the ones usually observed in the higher
latitudes of the northern hemisphere (Figure 4), which was expected. This experiment
was the first time that this species was evaluated in a region with mild winters, which
suggests the low degree of agronomic adaptation for the germplasm used. Indeed, due
to the vernalization requirements for primary induction of the populations used,
initially grown in northern regions (between 4 and 5°C for 7 weeks as a putative
optimal; lvancic et al., 2021; Locatelli et al., 2022b; Duchene et al., 2021), heading
was strongly reduced with only 47.5% of the plants reached flowering in the first year.
However, considering that the grain yields in the first year was generated by less than
half of the plants in the stand, it can be inferred that the yield per plant of the plants

which produced grain, was similar to that observed in the northern hemisphere. Such
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observation underlines that the populations considered are highly diverse (Jensen et
al., 2016b; Zhang et al., 2016) and could adapt quickly to a novel environment as it
was shown previously (Cattani & Asselin, 2018). In our situation, the fact that 47.5%
flowering was observed in the first year could suggest a partial control of primary
induction by short days, which has already been observed in other perennial grasses
(Heide, 1994). A regular long day induction in spring can also be considered but seems
less likely as it is essentially found with annual species (Heide, 1994). The average
daylength during the winter months is between 10.1 and 11 h (Table S2) and can be
considered as “short day”. Such putative short day induction could be reinforced by
further use of Kernza in low-latitudes regions or by specific breeding programs in
order to get populations that don’t rely on cold temperature to induce fertile tillers
primordia, like smooth brome (Bromus inermis Leyss) (Heide, 1984). On the other
hand, another factor that could be explaining the low flowering percentage is the
supply of long days needed for secondary induction. For cool season perennial grasses
the critical photoperiods for secondary induction can vary from 9 to 10 h in
Mediterranean ecotypes to more than 16 h (Heide, 1994). Although the photoperiod in
the inductive months (August, September, October, November) in Uruguay ranges
from 11 to 14 h (Table S1), part of the germplasm evaluated could have higher long-
day requirements. In addition, the degree to which primary induction requirements
have been completed may be modifying the demands of secondary induction
requirements, i.e., the more complete the primary induction process, the fewer long-
day cycles may be required in secondary induction (Evans, 1964; Heide, 1994). This
said, the interactions between vernalization, cold-temprature tolerance, photoperiod,
flowering and yields remain largely unclear (Fowler et al., 1996, Jokela et al., 2015;
Limin & Fowler, 2006; Seppénen et al., 2013) and claim for continuous and
progressive evaluation of new ecotypes in fields, rather that designing new breeding

programs decontextualized and based on simplified factors.
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3.5.2. Weed competition and yield decline

Grain yields for the second year decreased, consistent with was reported by
several authors (Hunter et al., 2020b; Law et al., 2021). In our experiment the yield
reduction was very steep, which might be explained by the weed competition (Figure
7). Annual ryegrass was the dominant weed, which has a short life cycle. The large
seed bank in the soil (seeds produced before the first-year grain harvest) and the large
interval between forage and grain harvests, can account for this weed increase. The
timing of forage harvests affects annual ryegrass seed production which has a strong
impact on subsequent weed invasion (Piltz et al., 2021). Furthermore, the abundance
of this weed can also be increased by their short life cycle because it can complete
their life cycle between two consecutive mowings or forage harvests (Meiss et al.,
2010). Assuming a base temperature of 0°C, the total phenological cycle (emergence
- physiological maturity) of annual ryegrass can be reached between 750 and 1000
GDD (Cousens, 1996). Therefore, from the first winter forage harvest (July 2019), all
ryegrass seeds in the soil accumulated before harvest of Kernza grain in the first year,
could complete their cycle by October or November, well ahead of the second Kernza
grain harvest. In summary, by the second year grain harvest, the accumulation of
annual ryegrass biomass was very noticeable (Figure 7). Additionally, in the second
year an increase in the presence of perennial species was observed, which was led by
dallisgrass, a warm-season grass native to temperate grasslands in southern South
America (Speranza, 2009). This is consistent with what was reported by Zimbric et al.
(2020). Thereby, our fourth hypothesis was rejected: weed biomass in the dual-purpose
system carried out in this experiment, increase over time.

Another factor that could explain the deep drop in grain yield in the second year
is the mean temperature during the winter months (June, July and August), whose
records for the second year (14.7, 11.2 and 11.7°C) were well above the ones for the
first year (10.2, 10.3 and 11.1°C) (Table S2), which resulted in lower accumulation of
UPVT from lower accumulation of VU for the second grain harvest (Table 1). The
lower VU accumulated in the second year could have led to both lower plant heading

percentages and lower number of fertile stems, thus contributed to the decrease in grain
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yield. In this study, the accumulation of VU for the second year (29), were lower than
the optimum reported by Locatelli et al. (2022b) working under controlled conditions
(49) and 10 h, by Duchene et al. (2021) under field conditions in Europe (71) or the
minimum VU needed reported by Jungers et al. (2022) to produce grain in field
experiments in North America (78). This lower VU accumulation in the second year
may have resulted in increases in demand requirements during secondary induction

and thus delayed harvest

3.5.3. Eorage yield

Forage yield accumulation for the first year was high in the summer (Figure 5),
which is explained by the long forage accumulation period between transplanting
(May 2018) until the first harvest (January 2019). The interaction observed between
population and harvest season is explained by this first summer forage accumulation,
which was greater for population A, while no population differences were found in the
fall or winter cuts (Figure 5).

Contrary to what has been mostly reported in previous literature (Culman et al.,
2013; Fernandez et al., 2020; Hunter et al., 2020a; Law et al., 2020; Pugliese, 2017),
forage yield in the second year decreased strongly (Figure 5). As for grain yield, the
increase in weeds by the second summer also negatively affected forage production.
In addition to the timing, the intensity of forage harvesting can also have a strong effect
on weed establishment. Although severe forage cuts can be a powerful strategy to
remove flower heads from some weeds in spring, during summer and/or fall this could
provide an opportunity for new weeds to establish in pastures (Bourd6t et al., 2007;
Ghanizadeh & Harrington, 2019). Indeed, the stubble height after forage cuts
performed in this experiment (2.5 cm), could be excessively low, causing lower
regrowth rates and thus promoting the proliferation and competitiveness of weeds.
Reducing the height of defoliation below 5 cm strongly increased the proportion of
dead roots of perennial grass species, such as perennial ryegrass, orchardgrass, and
timothy (Phleum pratense L.) (Evans, 1973). For perennial ryegrass, a stubble height

from 4 to 8 cm instead of more severe cuts, optimizes its persistence and productivity
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by allowing more rapid replenishment of water-soluble carbohydrate reserves which
will be allocated to maintain a more active root system and promote tillering (Donaghy
& Fulkerson, 1998; Lee et al., 2008). Despite the negative impact that weeds may have
had on this experiment, the cumulative forage production of Kernza on the first two
years (19 320 kg DM ha) was similar to the average forage production of modern
perennial cool-season grass cultivars evaluated in the same years with an annual
nitrogen fertilization of about 100 kg ha'; indeed, it was higher than orchardgrass (15
755 kg DM ha!) and lower than Tall fescue (22 344 kg DM ha'; INIA-INASE, 2022).

3.5.4. Harvest index

Harvest index had a similar pattern than grain yield. For the first year no effect
of population was detected, but for the second year, population A was higher (Figure
4). Values for this trait in the northern hemisphere have ranged from 0.04 to 0.11 for
the first year and from 0.02 to 0.16 for the second year with similar germplasm (Cattani
& Asselin, 2018; Frahm et al., 2018; Olugbenle et al., 2021). Forage production
declined in the second year which could suggest that the steep reduction in the harvest
index was due to resource constraints. However, Kernza grain yield declines with stand
age have not been previously attributed to resource limitation, because total biomass
production remains constant or increases with age (Law et al.,, 2021). In our
experiment, both the lower supply of cold and the heavy weed invasion detected
months before the second-year grain harvest, were the main factors behind the strong
reduction in the harvest index in the second year. In addition, the increase in weeds
could further reduce light penetration which is one of the main factors reported that
could explain the reduction in grain yield and harvest index in Kernza as stand age
increases (Hunter et al., 2020b).

3.5.5. Nutritional parameters

The nutritional value of Kernza was similar to that reported in other latitudes for

the same phenological stages. Since the geographical area in which the experiment
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was conducted has adequate climatic conditions for Kernza to maintain active growth
during the winter (no soil freezing), forage harvesting is possible during winter. The
highest nutritional values of forage in the northern hemisphere correspond to early
spring harvests, when the plants have not yet reached stem elongation, while in low
latitude regions the plants remain in tillering throughout the winter (June, July, August)
and do not reach stem elongation until spring (September, October). Therefore, the
winter nutritional values observed closely resemble those in the northern hemisphere
for spring harvest with around 201-225 g kg™ CP, 456-504 g kg™t NDF and 249-299
g kg ADF (Barriball, 2020; Favre et al., 2019; Jensen et al., 2016b; Pinto et al.,
2021a). At grain harvest a sharp decline in nutritional values was observed (Table 3).
This drop has also been reported in the northern hemisphere, with values around 49—
100 g kg CP, 702-828 g kg™t NDF and 427-501 g kgt ADF (Barriball, 2020; Favre
et al., 2019; Jensen et al., 2016b; Nelson et al., 1989; Pinto et al., 2021a). Nutritional
values of the fall regrowth were intermediate, in agreement with those reported in the
northern hemisphere; 100-119 g kg* CP, 575-590 g kg* NDF and 316-337 g kg
ADF (Coleman et al., 2010; Favre et al., 2019). With respect to RFV, our values are
very similar to those in the northern hemisphere for summer harvest (57-75) and
somewhat below those for fall (100-107) and spring (120-161) (Hunter et al., 2020b;
Pinto et al., 2021a). The cause of these differences could be the cutting height: while
we cut the forage at 2.5 cm from the ground, the other experiments made the cuts at
approximately 7.5 cm, excluding the lower proportion of lignocellulosic tissue with
lower nutritional value.

For most of the nutritional parameters, Kernza intermediate wheatgrass values
were within the same range as what was reported for other cool-season grasses. Tall
fescue, orchardgrass and canarygrass (Phalaris sp. L.) had mean nutritional values
during fall and winter around 128-170 g kg™, 464-622 g kg, 283-344 g kg, and
summer harvest residue values around 84-102 g kg, 650-705 g kg, 366-390 g kg
! for CP, NDF, and ADF respectively (NRC, 2000). Orchardgrass and tall fescue
evaluated in the same region as our experiment had higher nutritional value in summer,
and similar fall and winter nutritional values than Kernza (Mieres et al., 2004). Kernza

forage harvested in winter was more nutritious than Orchardgrass (157 g kg CP, 555
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g kg™l NDF, 381 g kgt ADF), while tall fescue had lower values for NDF (393 g kg™)
and ADF (254 g kg™) but similar to Kernza for CP (219 g kg™) at this season (Mieres
etal., 2004).

3.5.6. Nitrogen fertilization

Our third hypothesis was not rejected: N fertilization increased grain and forage
yields. Grain yield responded to the higher N rate (N160), which is above the 61 -96
kg N ha* observed by Jungers et al. (2017). The detection of response to higher rates
of N could be due to the high weed invasion observed in the second year, which
competed for N with the Kernza plants. The N split applications (in fall and winter)
could also explain the response in grain yields at a higher application rate than
observed in Jungers et al. (2017), where N was applied once in spring. Application of
all N once at spikelet initiation resulted in higher seed yields than splitting N in the fall
and spring in perennial ryegrass (Lolium perenne L.) (Hampton, 1986). Also, the split
application of N was not better than application of all N at double ridge or spikelet
initiation in Chewing’s fescue (Festuca rubra L. ssp. Fallax (Thuill) Nyman), tall
fescue (Schedonorus arundinaceus (Schreb.) Dumort., nom. cons.) and orchardgrass
(Dactylis glomerata L.) (Young et al., 1999).

Although in this study, yield responses to N rates were only measured for the
winter of the first year and throughout the second year (summer, fall, winter), forage
yield response was observed with the highest N rate (160), which is consistent with
Fernandez et al. (2020) results for a two-year Kernza stand, of a linear increase in
forage production with the addition of N up to 80 kg ha*. Jungers et al. (2017) found
a quadratic relationship between biomass yield and N rates, with an agronomically
optimum nitrogen rate ranging from 81 to 121 kg N ha™. It is actually from the second
year onwards when greater effects of N on productive parameters are expected,
because as stands age, root biomass increases and therefore its capacity to intake
nutrients such as N increases (Pugliese et al., 2019). The detection of the N rate-by-
harvest season interaction can be explained by the differential growth of the plants in

each season: no differences in forage production were detected with N addition in fall
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or winter, when low biomass was observed overall due to vegetative stage, but the N
addition rate of 160 kg ha™ increased forage production in summer, when biomass
accumulation was higher overall due to reproductive stage (Figure 6). This experiment
was done in only one location, so more research in other locations and years is needed
to further understand the interaction between nitrogen fertilization, weather conditions,

and weed invasion on Kernza yields

3.6. CONCLUSIONS

Kernza low grain yields and the low plant heading percentage highlights the
necessity to make further efforts to obtain germplasm with truly lower vernalization
requirements in order to expand this promising grain to lower latitudes. Germplasm
more adapted to low latitudes is currently being developed (A. Locatelli, unpublished).
Kernza intermediate wheatgrass forage productivity and nutritional quality are
comparable to other cool-season forage species adapted to low latitudes. Nitrogen
fertilization has demonstrated to be a key management factor to achieve better results
in both forage and grain production, but the precise timing and number of applications
should be given more research attention. The development of weed management
strategies also emerges as a major issue for the agronomic development of this crop in
this region. Unlike in high latitudes, in low latitudes Kernza maintains an active growth
throughout the winter increasing the possibilities of forage harvest, thus the
management of defoliation and its interaction with nitrogen fertilization and weeds
management emerge as key research questions for the development of this crop under

a dual-purpose system.
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4. GENETIC ARCHITECTURE OF GRAIN AND FORAGE YIELD
COMPONENT IN INTERMEDIATE WHEATGRASS

Locatelli, A., Gutiérrez, Speranza, P. R., & Picasso Risso, V. D.

Core ideas
e Phenotypic selection in the first year in intermediate wheatgrass will result in
higher genetic gains per unit of time than selecting after two years.
e Yield per spike and spikes per plant are the most important traits for improving
intermediate wheatgrass grain yield in low latitudes.
e Simultaneous improvement of intermediate wheatgrass grain and forage

performance is feasible.

Andrés Locatelli’, Valentin D. Picasso, Pablo R. Speranza and Lucia Gutiérrez

41. ABSTRACT

Integrating perennial grain crops into agricultural systems can become a major
milestone to increase provision of ecosystem services of food production. Intermediate
wheatgrass is a dual-purpose perennial crop (grain and forage) that is undergoing
domestication to improve its grain performance. Our goals were to understand the
genetic architecture of grain and forage yield components and to quantify potential
trade-offs between vegetative and reproductive allocation in Intermediate wheatgrass
under a dual-purpose management. Thirty half-sib families were space-planted in the
field in a randomized complete block design with three replications. Phenological,
grain and forage traits were measured for each plant over two years. Most of the traits
had no genotype x stand age interaction, suggesting that selection for traits measured
in the first year of production will provide greater genetic progress per unit of time
compared to selecting in the second year. Narrow-sense heritability estimates were
moderate to high for most traits, so phenotypic selection would be successful in this
species. Candidate secondary traits as grain yield per spike and harvest index for use

in indirect selection for grain yield per plant were identified. No trade-offs were
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detected between traits related to grain and forage yield, indicating that simultaneous
improvement of both types of traits is feasible. We conclude that dual-use Intermediate
wheatgrass germplasm can effectively be developed by mass selection in the first

production year.

4.2. INTRODUCTION

Intermediate wheatgrass [Thinopyrum intermedium (Host) Barkworth and D.R.
Dewey] is one of the most promising dual purpose (grain and forage) perennial grain
crops undergoing domestication (DeHaan et al., 2018). intermediate wheatgrass is a
perennial cool-season grass with vernalization requirements to flowering and is
generally considered an obligate outcrossing species (Locatelli et al., 2022; Mahelka
et al.,, 2011). As a perennial crop, intermediate wheatgrass also provides many
ecosystem services including soil health and water quality improvements, and a high
capacity to store carbon in the soil, being a well-suited species to contribute to climate
change mitigation (Ashworth et al., 2023; Jungers et al., 2019; Reilly et al., 2022;
Sprunger et al., 2019). Despite the ecosystem benefits offered and the high forage
quality and production shown (Favre et al., 2019), low intermediate wheatgrass grain
yield compared to annual small grains limits the economic viability of the crop (Hunter
et al., 2020a). Therefore, the focus on improving grain yield is key to the success of
the crop. This trait has received little attention in perennial grasses breeding programs
for reasons such as: the interest of grain yield is only to satisfy the demand for seed,
moderate to low heritability values of grain yield in addition to the fact that different
management practices are needed to promote grain and forage yield (Bean, 1972;
Kalton et al., 1996; Vogel et al., 1989). Nevertheless, for intermediate wheatgrass
significant progress has been made in grain yields in the last two decades (Bajgain et
al., 2022). Much of this progress has been explained by the increase in genetic gain
rates by reducing the generation interval, moving from classical recurrent phenotypic
selection (with evaluations in the second and/or third year of production) to the use of
genomic selection (Bajgain et al., 2022; Crain et al., 2021). Another way to reduce the

generation interval without the routine use of genomic selection, which may not yet be
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available to all breeding programs, is to use the first year of the crop for evaluation
under phenotypic selection schemes. Although the first year of evaluation has been
partially used for phenotypic selection in intermediate wheatgrass, the maturity
attained by plants is uneven (DeHaan et al., 2018), which can lead to awkwardness
and errors in the selection of genotypes. Early fall seeding date in intermediate
wheatgrass was associated with high grain yields in the first year probably due to the
greater morphological development of plants that can vernalize and produce grain
(Jungers et al., 2022; Olugbenle et al., 2021). This suggests that it may be possible to
obtain plants with more complete maturity and select for this or other traits as early as
the first year. It would be reliable to use the first year of production for selection if the
estimation of genotype x stand age interaction is negligible and/or indirect selection
for a given trait in the first year is effective in relation to selection in the second year
(Falconer & Mackay, 1996). There is little data about this issue since for most
perennial species the first-year data is not collected as it is considered an unreliable
predictor of long-term seed yield (Majidi et al., 2015; Majidi et al., 2017). In the cycle
6 of The Land Institute's Kernza breeding program (the only cycle in which several
traits were measured during the first and second year consecutively), heritability
declined sharply for most of the traits in the second year and genetic correlations
between the first and second year of several grain yield related traits were medium
(DeHaan et al., 2018). Therefore, our first hypothesis is that the genotype by stand age
interaction for grain yield components would be significant, suggesting that first-year
evaluations would not be an effective way to increase genetic gains per unit time.

In most of the genetic improvement programs multiple traits are targeted by
selection and the magnitude and direction of the genetic correlations among those traits
defines the breeding strategies and genetic gain potentials. Selection on a secondary
trait with the purpose of obtaining a positive response in the desirable or primary trait
(i.e., indirect selection) is beneficial to increase the response to selection (Falconer &
Mackay, 1996). Although grain yield per se is the main selection goal in crops (Loss
& Siddique, 1994), the high genotype x environment interaction for this trait possesses
a challenge for reliably discriminating genotypes via direct selection (Bhatti et al.,

1991; Comstock & Moll, 1963). Furthermore, the high correlations between grain
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yield and several of its yield components in plants can make indirect selection a
successful practice (Das & Taliaferro, 2009; McNeal et al., 1978). Indeed, in high
latitude regions, spike characteristics such as fertility, size and grain yield per spike
have been used and/or proposed as secondary traits for seed yield improvement in
Intermediate wheatgrass (Bajgain et al., 2022; Knowles, 1977) and other perennial
grasses (Armstead et al., 2008; Bean, 1972; Bugge, 1987; Griffiths et al., 1966;
Nguyen & Sleper, 1983a; Studer et al., 2008). Therefore, our second hypothesis is that
response to selection of indirect selection for Kernza grain yield components could be
higher than direct selection for grain yield per plant under a dual-purpose production
system.

Breeding perennial species with high grain yields is challenging due to their
lower reproductive allocation or trade-off between seed and perennial organs
(Gonzélez-Paleo & Ravetta, 2011; Silvertown & Dodd, 1996; Smaje, 2015; Wagoner
& Schaeffer, 1990). However, most perennials produce small amounts of seed relative
to their vegetative growth not as a physiological absolute, but rather as a result of
natural selection in a stable, competitive environments which favored longevity as a
result of increased storage organs to better compete in crowded habitats (DeHaan et
al.,, 2005). Therefore, selecting genotypes with higher seed allocation to increase
harvest index could be a desirable pathway even in environments with less competition
for resources (DeHaan et al., 2005). In this process would be key to select germplasm
with higher grain yields and also to evaluate the impact of this process on other traits
such as forage production that contribute to the sustainability of the crop (Law et al.,
2022). This point is controversial in perennial grasses: while some research showed
negative correlations between seed yield and forage yield in some species (Boelt &
Studer, 2010; Huff, 2010; Humphreys et al., 2010), other species, including
intermediate wheatgrass, showed positive correlations or no relationship (Cattani &
Asselin, 2018; Sampoux et al., 2011; Thiele et al., 2009; Zhang et al., 2016).
Nevertheless, the experiments that evaluated this relationship in Intermediate
wheatgrass were carried out under an agronomic management that was focused on
grain harvest, with only one forage harvest in the summer after the grain harvest.

Forage harvesting can have a strong effect on grain yield in dual-purpose crops,
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although this effect can be negative as well as positive (Richards, 1993). The direction
and intensity of the effect will depend on many factors, among which the following
stand out: grazing management, genotype and environmental conditions (Edwards et
al., 2011). As with grain yield, harvest index is also affected by severe and late grazing
(after stem elongation has started), most likely through changes in dry matter
partitioning during crop recovery within the plant (Harrison et al., 2011). For
Intermediate wheatgrass, it has also been shown how important defoliation
management can be on grain and forage yield (Hopkins et al., 2003; Hunter et al.,
2020a; Hunter et al., 2020b). Therefore, our third hypothesis is that there are emerging
trade-offs between vegetative and reproductive allocation of resources under
management as a dual-crop.

In this experiment, 30 half-sib families derived from open pollination of an
intermediate wheatgrass Kernza population were evaluated for agronomic traits over
two years in a low latitude region with milder winters than those to which this crop
has been adapted. The aim of this research was to: (1) understand the genetic
architecture of grain and forage yield components in intermediate wheatgrass Kernza
under a dual-purpose management, (2) estimate the response to selection for grain
yield using secondary grain yield components and 3) quantify potential trade-offs

between vegetative and reproductive allocation under dual-purpose management.

4.3. MATERIALS AND METHODS

4.3.1. Base population

The germplasm consisted of seeds from the Land Institute Cycle 4 (TLIC4).
TLIC4 can be considered a reliable representative of Kernza since it is the germplasm
that has been used most widely in scientific research (Hunter et al., 2020 a, b; Favre et
al., 2019; Fernandez et al., 2020; Larson et al., 2019; Pinto et al., 2021; Zimbric et al.,
2020 a, b). Seedlings from the TLIC4 population were grown in the greenhouse with
natural light, until plants reached the three-leaf stage (from mid-April to mid-May
2018) and then transplanted to the field at the Experimental Station “Dr. Mario A.
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Cassinoni”, located at 32°55°S, 58°03°W, Paysandu, Uruguay. Soils were a fertile
loamy clay Typic Argiudoll with less than 1 % slope which had previously been under
perennial pasture. This perennial pasture was killed with herbicide (glyphosate, 5 L
ha!) and then minimally tilled with a cultivator two months before transplant. A total
of 1,050 individual plants were planted equidistantly to 20 cm apart with 0.4 m alleys
(Figure 1a, b, ¢). From transplanting until the plants reached tillering stage, a plastic
shade net was used to control early weed infestation (Figure la). The plants that
reached flowering (47.5 %) showed a high phenological variability, with average
flowering 17 November 2018 and average harvest 21 January 2019. Thirty individual
plants from this population were selected in January 2019 as parents of half-sib
families based on a simple index (Lima et al., 2015) with number of spikes per plant
and early maturity (whose sign was changed to positive), calculated as the sum of the

Z-score of each trait for each individual.

4.3.2. Half-sib families and experimental management

The half-sib progeny from each selected plants from the base population were
evaluated in the field between 2019 and 2021. Seeds from each selected plant were
sown in containers (75 cc) and were grown in standard potting compost (70 % milled
pine bark, 30 % peat, 1 kg triple phosphate, 1 kg of a controlled-release fertilizer 19-
6-10 for 1 m?) in April 2019 (Fall season). Seedlings were grown in the greenhouse
with natural light until plants reached the four-leaf stage (early April to late May 2019)
and then transplanted to the field at Paysandu (Figure 1d). Seedlings of the 30 half-sib
families were spaced-planted in the field according to a randomized complete block
design with three replications. Each plot consisted of 12 plants arranged in two rows
of 3.6 x 0.6 m each. Plants were spaced 0.6 m in both rows and columns. The soil type
was a fertile clay loam soil (Typic Argiudoll), with less than 1 % slope. Temperature
and precipitation were recorded at a weather station located within 100 m from the
field experiment (Supplemental Table S1). Intermediate wheatgrass was planted
following a perennial pasture terminated by herbicide. Prior to transplanting minimal

soil tillage was done. Nitrogen fertilizations using urea (46-0-0) at 50 kg N ha™! year -
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! was applied to the trial each May in 2019 and 2020. Control of broadleaf weeds
consisted of a winter application (July) of 2 4 D (1 1 ha "), while grass weeds were

controlled manually.

Figure 1. Pictures of Kernza in Paysandu (Uruguay) experiments at: seedling of base
population (a), beginning of stem elongation of base population (b), heading time stage
of base population (c), seedling of half-sib families (d), fall regrowth of half-sib

families (e), and heading time stage of half-sib families for the second year (f).

4.3.3. Phenotyping

All 12 individual plants from each plot were evaluated for the following traits in
both 2020 (stand age 1) and 2021 (stand age 2): plant heading, heading time, grain
filling period, harvest time, summer forage yield, spike number, spikelets per spike,
spikelet number, grain yield, grain yield per spike, grain yield per spikelet and harvest
index. In addition, plant height, fall forage regrowth and fall forage regrowth rate were
evaluated only during 2020.

The first-year heading time was calculated as the number of growing degree days
(GDD) from plant emergence (i.e., April 2, 2019) to heading for each plant using a
base temperature of 0 °C as described by Jungers et al. (2018). The second-year
heading time (Figure 1f) was calculated as the GDD between the forage regrowth
harvest date (i.e., May 29, 2020) and the heading date. In both years, plant heading
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was monitored three times a week from September to December and was recorded for
each plant when the first spike emerged from the flag leaf sheath (stage R1, according
to Moore et al. (1991)). The grain filling period, hereinafter referred to as grain filling,
was calculated as GDD between heading time and grain harvest time, also using 0 °C
as the base temperature. Grain harvest time was calculated as the sum of both heading
time and grain filling.

The accumulated Photo-Vernalo-Thermic Units (UPVTs) and vernalization
units (VUs) between crop emergence and the first grain harvest and between the forage
regrowth harvest and the second grain harvests were calculated using the formalisms
used by Duchene et al. (2021) from the STICS soil-crop model (Brisson et al., 1998,
2002, 2008). The UPVTs and VUs for each year are reported in Supplementary Table
S1.

Mature spikes were harvested in the summer from December to February each
year. Due to the possibility of dehiscence and to estimate the length of the maturity
cycle of each plant, each spike was cut 5 cm below the lowest seed when each plant
was reaching maturity. The total number of spikes per plant was evaluated at the end
of the season. Three spikes from each plant were randomly chosen to estimate the
number of spikelets per spike. Spikelets per plant was calculated as the product of the
number of spikelets per spike and the number of spikes per plant. All spikes were then
manually threshed and grain yield per spike was estimated as the ratio of grain yield
per plant and the number of spikes per plant and grain yield per spikelet, estimated as
the ratio of the grain yield per spike and the number of spikelets per spike. Harvest
index was estimated as the ratio of grain yield per plant and the summer dry matter
forage yield (hereinafter referred to as summer forage yield) at the time of grain
harvest. Forage yield was evaluated by hand-harvesting aboveground biomass of the
plants at 2.5 cm above ground at three moments: at grain harvest (December to
February) in two consecutive years (summer forage yield evaluations) and on May 29
2020, where fall regrowth was evaluated after the first summer harvest (Figure le).
Fresh biomass of each plant was placed in a forced-air dryer at 65 °C for 48 h and then
weighted to estimate dry matter yield of the forage. Fall forage regrowth rate was

estimated as the ratio of forage production between the first summer harvest and the
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fall cut (May 29, 2020) and the duration in days of that period for each plant. Plant
height was measured before the second year's grain harvest as the distance from the

soil surface to the tip of the tallest spike in cm.

4.3.4. Analysis of variance, variance components and heritability

Linear mixed models were used to study differences among half-sib families and
to estimate variance components using the /mer function of the /me4 package of the R
statistical software (R Core Team, 2020). The following linear mixed model was used
to study traits in individual years:

[1] yijk = p + Fi+ Bj + &+ Siji

where yijk is the response variable, p is the overall mean, F; is the effect of the
ith half-sib family, B; is the effect of the jth block, &;jjis the experimental error (i.e.,
experimental unit or plot error), Jijk is the sub-sampling error (i.e., plant within plot
error), with Bj ~ N (0, %), & ~ N (0, 6¢?), and ik ~ N (0, 6w?), and 612, 6c%, Gw” are
the block, residual error and sub-sampling variances. Random effects are assumed
independent. Finally, the Family component was defined as random for heritability

estimates only with F; ~ N (0, ¢).

The following linear mixed model was used to analyze the two-year data:

[2] yijk = o+ Fi + Bj + &+ Yk + FY ik + ¥jk + Nijk + Sijkl

where Fi, Bj, &, and, dijix are as in [1], and Yk is the effect of the kth stand age,
FYik 1s the interaction between half-sib family and stand age, yjk is the repeated
measures €rror, njk is the error, with yjk ~ N (0, 6,°), 75 ~ N (0, 64°), and ¢,%, and oy’
are the variance of repeated measures error and residual error. Random effects are
assumed independent. Finally, the Family, stand age and Family by stand age
components were defined as random for heritability estimates only with Fi ~ N (0, 6¢),

Y ~N (0, 6y%), and FYik ~ N (0, 6,2).
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The plant heading trait follows a binomial distribution with each plant either
heading or not. Therefore, the GLIMMIX procedure with a binomial link was
implemented in SAS 9.4 (SAS Institute, 2004) with an analysis of deviance for this
trait. Variance component estimates for this trait were obtained from a generalized
linear mixed model using the glmer function of the Ime4 package (R Core Team, 2020).

Narrow-sense heritability (4°) on a trait mean basis was estimated for each year

separately and for both years following Holland et al. (2003):

0.2
=
f7r Trn
2
[4] h? = L

a}+02%+07g+%+;—2";

where ¢°f is the family, o°f is the family x rep, o°fy is the family x stand age,
o fyr is the family x stand age x rep and o°w is the within half-sib families (residual)
variances, respectively. Number of replications, stand age and individual plants per

plot are 7, y and n, respectively.

4.3.5. Genetic variation. genetic gain. genetic correlation and relative selection
efficiency

The genotypic coefficient of variation (GCV) and the within family coefficient
of variation (WFCV) were estimated following Majidi et al. (2009) and Araghi et al.
(2014) as:

[5] GCV = (%) .100

[6] WFCV = (%) .100

where oris the standard deviation of the genotypic effect (square root of the
among family variance, 6%f), ow is the standard deviation of the within family variance
and p is the phenotypic mean.

The genetic gain per cycle (AG) of individual plant selection was predicted using

the breeder’s equation following Nguyen & Sleper (1983b) as:
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[7]1AG = c k h* g,

where c is the parental control coefficient (i.e., ¢ = 0.5 assuming only mothers
can be controlled in a half-sib scheme), k is the standardized selection differential

related to the selection intensity (i.e., k = 1.4 assuming a selection of the top 20 %
individuals), 4° is the narrow-sense heritability, and G, is the phenotypic standard

deviation. Following Falconer & Mackay (1996), the genetic gain per unit time AG;
was estimated by dividing equation [7] by the breeding cycle duration (L - in years):

2
ckh Op
L

[8] AG, =

Pearson correlation coefficients between traits were estimated from variance and

covariance components of the analysis of the half-sib families as follows:

cov (X,Y)
Ox Oy

[9] pX,Y =
where, COV (X, Y), oyand g, are estimates of the genetic covariance and

genetic deviations of traits x and y, respectively.

The relative selection efficiency was estimated following Falconer & Mackay

(1996) and Searle (1965) as:

[10] RSE =7 ==

y

where 7 is the genetic correlation between the two traits, h,, is heritability in the

narrow sense of the primary trait and h, is heritability in the narrow sense of the

alternative trait.
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44. RESULTS

4.4.1. Analysis of variance, variance components and heritability

Genotype by stand age interaction was only significantly different from zero for
the spikelets per spike trait (Table 1). Significant differences among half-sib families
were found for all traits except for grain filling (Table 1). The effect of stand age was
significant for most of the traits, the only exceptions were plant heading and summer
forage yield (Table 1). For both GCV and WFCYV, plant heading had the highest values,
while the phenological traits had the lowest values (Table 2). WFCV values were very
high for most traits and significantly higher than those shown by GCV for both years.

Table 1. Percent of the sum of squares and percent of total variance explained by
family, stand age and family x stand age for agronomic traits evaluated over two years

(stand age) in half-sib progeny test of Intermediate wheatgrass in Paysandu, Uruguay.

Trait Sum of square (%) Variance (%)
Family  Stand age ;Zr:élgg); Family gtzr:cljl)a(g);
Plant heading 54.7** 31.9 134 12.3 2.7
Spikes per plant 17.3** 43.5** 5.7 5.7 0.7
Spikelets per spike 12.8** 54.6** 10.0* 0.6 75
Spikelets per plant 19.4** 26.9** 7.7 7.2 2.2
Grain yield per spike 33.4** 27.8** 5.8 18.9 11
Grain yield per spikelet 35.5** 20.0** 6.8 26.5 0.8
Grain yield per plant 31.5** 9.2%* 5.7 12.6 1.8
Harvest index 32.7** 11.8** 7.2 29.5 0.2
Heading time 2.4%* 94.1** 0.6 0.9 0.1
Grain filling 17.0 28.1** 9.5 5.6 7.4e8
Grain harvest time 1.3%* 95.2*%* 0.9 0.2 0.4
Summer forage yield 33.6** 1.2 5.3 11 0.2

* ** Significant at p < 0.05, p <0.01.

Note. The variance components are expressed as percentage in relation to the total
estimated variance.
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4.4.2. Narrow-sense heritability, response selection efficiency and genetic gain

Plant heading, traits directly associated with grain yield such as grain yield per
spike and grain yield per spikelet, forage yield (summer forage yield with the exception
of 2021, forage regrowth and forage regrowth rate) or phenology (heading time, grain
filling with the exception of 2021, and grain harvest time) had moderate to high A’
values in both 2020 and 2021 (Table 2). Additionally, harvest index and traits directly
associated with grain yields (grain yield per plant, grain yield per spike and grain yield
per spikelet) showed the highest values of genetic gain. On the other hand,
phenological traits had the lowest values of genetic gain (Table 3).

Harvest index for the first year and yield per spike for the second year were the
traits that had RSE values higher than 1 for indirect selection for grain yield per plant
(Table 3). However, other traits such as spikes per plant had RSE values around 0.90,
suggesting that it is also possible to use them as a secondary trait (Table 3). Estimates
of RSE considering on primary and secondary traits the same trait measured in the
second and first year, respectively, showed that only summer forage yield and harvest
index were the traits able to achieve higher progress when selecting in the first year
than in the second year. Nevertheless, for most of the traits, the greatest genetic gains

per year are obtained when using the first stand age for selection (Table 3).

4.4.3. Genetic correlations

High and positive genetic correlations between most grain yield components
were found (Figure 2). Specifically, high and positive genetic correlations between all
pairwise combinations of spikes per plant, spikelets per plant and grain yield per plant
were obtained in both years. Phenological traits (heading time and grain harvest time)
had high and negative correlations with most traits. Summer forage yield in both years
was highly positively correlated to most grain yield components. Additionally, this
trait had high and positive correlations with the second-year forage evaluations (fall

regrowth and fall regrowth rate) and with plant height (Figure 2).
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Table 2. Genotypic mean, standard errors, genetic coefficient of variation, within family coefficient of variation and narrow-sense

heritabilities of evaluated traits in Paysanda (Uruguay) during 2020 and 2021 in half-sib families of Intermediate wheatgrass.

Trait Mean (SE) GCV (%) WFCV (%) h?
2020 2021 2020 2021 2020 2021 2020 2021  Both years

Plant heading (%) 71.3(2.4) 85.0 (2.0) 73.7 82.9 105.9 98.8 084 093 0.3
Spikes per plant 13.0 (0.8) 33.5(1.8) 21.0 14.6 88.2 915 045 027 041
Spikelets per spike 21.3(0.3) 17.2 (0.2) 4.2 6.1 18.6 19.6 046 065 0.05
Spikelets per plant 359.1 (20.0) 665.2 (36.3) 13.0 8.7 79.1 95.6 027 010 0.20
Grain yield per spike (mg) 138.4 (7.0) 80.4 (4.9) 19.0 27.5 71.6 74.7 051 069 0.67
Grain yield per spikelet (mg) 6.9 (0.3) 4.7 (0.2) 18.0 20.9 62.3 66.0 0.61 0.61 0.71
Grain yield per plant (g) 2.2(0.2) 3.3(0.3) 23.1 23.0 123.6 120.4 0.31 0.35 0.41
Harvest index 2.1(0.2) 3.4 (0.3) 32.5 21.6 104.5 140.4 062 030 061
Heading time (GDD) 3865 (21) 2608 (20) 21 3.0 9.1 12.6 055 049 0.66
Grain filling (GDD) 1777 (13) 1640 (11) 2.8 3.7 13.2 12.8 047 001 045
Grain harvest time (GDD) 5640 (17) 4154 (23) 0.9 2.3 5.1 10.0 032 055 0.39
Summer forage yield (g plant™?) 99.0 (4.0) 91.6 (3.9 13.6 8.0 44.0 76.4 0.40 0.13 0.29
Fall regrowth (g plant %) - 30 (2.0) - 20.8 - 66.7 - 054 -
Fall regrowth rate (g plant day) - 0.30 (0.02) - 21.9 - 66.0 - 057 -
Plant height (cm) - 89.0 (1.0 - 4.0 - 185 - 039 -

Note. Means and standard error for plant heading were estimated with GLIMMIX procedure with a binomial link was implemented in
SAS 9.4 (SAS Institute, 2004).
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Table 3. Relative efficiency of indirect selection for grain yield per plant using other

yield component as secondary traits and for performance in the second year using

performance in the first year as secondary trait for each trait evaluated. Genetic gains

per year are also shown.

RSE for grain yield per

Trait olant® RSEP AG
2020 2021 5;’;:‘5 Szg‘fe” Year1° Year 2!

Spikes per plant 1.00 0.70 0.82 0.88 4.0 3.2
Spikelets per spike 0.64 1.0 0.22 0.10 1.3 0.8
Spikelets per plant 0.68 0.44 0.54 0.87 59.8 24.7
Grain yield per spike (g) 0.99 1.06 0.98 0.62 35.7 16.2
Grain yield per spikelet (g) 0.90 0.96 0.88 0.70 2.0 0.7
Grain yield per plant (g) - - - 0.69 0.7 0.5
Harvest index 1.14 0.62 0.90 1.04 1.1 0.5
Heading time (GDD) -0.39 -0.68 -0.56 0.70 138.9 59
Grain filling (GDD) 0.55 0.03 0.69 1.99 80.4 0.8
Grain harvest time (GDD) 0.01 -0.52 -0.20 0.20 67.5 82
S;Ja';‘tr_‘])er forage yield (g 057 039 048 1.30 147 35
Fall regrowth (g plant™) - 0.26 - -

-1
g:)l/l_lr)egrowth rate (g plant 0.26 i i
Plant height (cm) - 0.61 - -

*Response selection efficiency of indirect selection for grain yield per plant

PResponse selection efficiency of indirect selection using first year performance as a

secondary trait with the primary purpose of improving performance in the second year.

“Annual gains using the first year for selection.

dAnnual gains using the second year for selection (keeping the first year for crop

establishment).
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Figure 2. Genetic correlation matrix from Pearson's correlation coefficients among
grain yield-related traits, forage yield-related traits and phenological traits evaluated
on thirty families throughout the whole experiment. Positive correlations are presented
in aquamarine, while negative correlations are colored in light brown. The
matrix was created using the “corrplot” R package (Wei & Simko, 2017). Darker
color intensity and larger squares represent higher correlation values. Genotypic
correlations for 2020 are shown below the diagonal, genotypic correlations for 2021
are shown above the diagonal, while genotypic correlations for each trait across years

are shown on the diagonal in a grey scale.
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4.5. DISCUSSION

4.5.1. Selection opportunities in the first yvear and genotypic variance

Our first hypothesis was rejected: most of the agronomic traits evaluated had no

genotype x stand age interaction under dual-purpose management. Most traits had a
stand age effect, except plant heading and summer forage yield. Only spikelets per
spike had genotype x stand age interaction, which could indicate slow progress of the
selection for this trait (Kang, 1997). Summer forage yield and harvest index indirect
selection in the first year could be superior to direct selection in the second year (RSE
> 1), and other traits such as spikes per plant did not show significant differences
whether selection was carried out in the first or second year (Table 3). If we further
consider that progress per unit of time is usually more important than progress per
generation or cycle (Falconer & Mackay, 1996), waiting to carry out selection in the
second year would imply strong reductions in genetic gain per unit time for most of
the traits evaluated (Table 3). However, early fall sowing in both high and low latitude
regions would be essential to achieve developed plants able to perceive the necessary
cold stimuli from late fall to early spring and therefore use the first year of production
efficiently for selection by reducing or removing the effects of vernalization on
reproductive variables (Jungers et al., 2022).
Significant genotypic variation was observed among half-sib families for most of the
traits assessed, suggesting the presence of additive genetic variation for these traits
(Table 1). Indeed, it was possible to identify superior families for these traits
(Supplemental Table S2). All traits had high within family variation, which could be
explained by the fact that Intermediate wheatgrass is a self-incompatible, open-
pollinated species, hence, within-family genetic variation is usually higher than
among-family variation (Saha, 2014).

Plant heading as well as several grain yield-related traits had high genetic
coefficients of variation measured as GCV and WFCV (Table 2). These results could
be due in part to the vernalization requirements of the species and its effect on grain

yield-related traits (Ivancic et al., 2021; Locatelli et al., 2022). Because the experiment
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was conducted in a region with milder winters than the areas from which Intermediate
wheatgrass has been able to adapt (high latitudes areas of northern Europe and North
America), it is to be expected that part of the germplasm used did not fully meet its
cold requirements. In fact, 29 VUs were accumulated for the first year and 38 for the
second year (Supplemental Table S1), which are lower than the optimum reported by
Locatelli et al. (2022) under controlled conditions (49), by Duchene et al. (2021) under
field conditions in Europe (71) or the minimum VUs needed reported by Jungers et al.
(2022) to produce grain in field experiments in North America (78). However,
Locatelli et al. (2023), with 43 cumulative VUs achieved 47% flowering with the base
germplasm of our study. The germplasm used in our study with only one selection
cycle showed significant progress since 71 % flowering was obtained in the first stand
age with 29 accumulated VUs and 85 % flowering in the second stand age with 38
accumulated VUs (Supplemental Table S1). Failure to fulfill the plant heading
requirements does not necessarily imply inability to form a fertile stem, but could mean
forming variable number of tillers, as the vernalization stimuli received by one stem
are not transferred to other later-formed stems (Evans, 1964). Therefore, genetic
variability observed in both plant heading and several grain yield-related traits may
have been increased by the genetic variability of the germplasm in terms of

vernalization requirements.

4.5.2. Narrow-sense heritability

In general terms, and even though variations between years were evident, A’
values were moderate to high for most of the traits related to grain yield, similar to
what is reported in the northern hemisphere (DeHaan et al., 2018; Altendorf et al.,
2021; Crain et al., 2021). Therefore, substantial responses to selection could be
obtained on the grain yield-related traits under the conditions of the experiment. Since
its introduction into North America, Intermediate wheatgrass has shown excellent
forage yields; however, information on the additive gene dependence of forage yield-
related traits is still scarce. Mortenson et al. (2019) obtained high values (0.73) of

broad sense heritability () of biomass harvested 7 days post anthesis from full-sib
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families and spaced-plants in Intermediate wheatgrass. Our estimates of 4’ might
indicate that phenotypic selection for summer forage yield and fall regrowth can be
successful in Intermediate wheatgrass to achieve genetic gains for these traits. On the
other hands, estimates of heritability of harvest index in perennial grasses are
extremely rare, being somewhat more usual in annual cereals, but outdated since this
trait is very stable in developed crops (Biscoe & Willington, 1984). The magnitudes of
our /’ values for harvest index were moderate to high and also are in agreement with
the values reported for annual cereals (Snyder & Carlson, 1984). Heritability
information for phenological traits generated so far for Intermediate wheatgrass is very
limited, although it has shown moderate to high values (Mortenson et al., 2019;
Altendorf et al., 2021). In this study, heading time as well as grain harvest time and
grain filling also had moderate to high 4° values although these showed strong year-
to-year variability. Consequently, it seems that phenotypic selection for these traits can

be successful.

4.5.3. Genetic correlations and indirect selection possibilities

Genetic correlations between grain yield per plant and its components (spikes
per plant, spikelets per spike, spikelets per plant, grain yield per spike and grain yield
per spikelet) were positive and highly significant in both years (Figure 2). In addition,
the lower estimated /4 values for grain yield per plant (Table 2) than for its grain yield
components and that, for intermediate wheatgrass, grain yield per plant has shown a
low stability and predictive ability across the years (Cattani, 2016), it would seem
prudent to select by one of the grain-yield components rather than selecting directly
by grain yield per plant. Therefore, our second hypothesis was not rejected: indirect
selection for some of the grain yield components will result in a higher response to
selection than direct selection for grain yield per plant. Spikes per plant is one of the
primary components of grain yield in Intermediate wheatgrass spaced-plants
(Altendorf et al., 2021), and, due to its high correlation with grain yield per plant and
higher 4? showed in this study, it could indeed be a qualified candidate to be selected

to improve grain yield. As in this study and in spaced plant trials, it is common to
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observe yield increases per plant from the first to the second year, mostly explained by
increases of spikes per plant but decreases in components such as: spikelets per spike,
yield per spike, among others (Zhang et al., 2016; Cattani & Asselin, 2018; Bajgain et
al., 2019; Altendorf et al., 2021). However, in sward trials, this increase or
overproduction of tillers is identified as a major weakness in maintaining grain yields
over the years in Intermediate wheatgrass, as it would be increasing competition
among reproductive tillers, which would contribute to grain yield decline (Hunter et
al., 2020a). Therefore, grain yield per spike, given its high correlation with grain yield
per plant as well as with other grain yield components (Figure 2), its moderately high
I’ (Table 2) and its high RSE for grain yield per plant estimated (Table 3), could be
the main trait to select for improving Kernza grain yield under the environment
conditions of this experiment. In addition, if we select for grain yield per spike, we
could also be selecting for other important traits such as: thousand grain weight,
spikelets per spike, florets per spikelets and their fertility (Elgersma, 1990; Philipp et
al., 2018). Spike fertility has been shown to have a strong correlation with spike yield
and hence Kernza grain yield (DeHaan et al., 2018; Slinkard, 1965) and has been
further highlighted as one of the key traits to be improved to achieve higher grain
yields in this crop (Altendorf et al., 2021). On the other hand, in geographic areas
where vernalization requirements may not be fully met (as those in this study), plants
that are able to have more reproductive tillers may be plants with lower vernalization
requirements, since, under the same climatic conditions, more tillers were stimulated
to produce a spike. Thus, intermediate wheatgrass breeding for grain yield in these
areas and with germplasm with strong genetic variability in terms of vernalization
requirements should not exclude spikes per plant as a trait to be selected. Therefore,
we suggest two options for breeding: 1) use spikes per plant as a strong selection
criterion only in the first cycles of selection and 2) always use spikes per plant as a
character to be selected, but with a low weight in relation to other traits.

Due to the ecological and agro-environmental characteristics of intermediate
wheatgrass, its expansion from North America to other geographic areas is currently
being pursued (Locatelli et al., 2022; Locatelli et al., 2023). Therefore, knowing both

the genetic control as well as the genetic architecture established between phenological
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traits and yield components is major, since phenology is a key factor determining the
adaptation of crop plants to production conditions (Hill et al., 2019; Richards, 1991).
In this study, heading time showed a negative relationship with many components of
grain yield, which became very clear in the second year (Figure 2). Plants with a longer
duration of the emergence-heading time period exposed last part of their vegetative
stage to higher temperatures, as observed in wheat, could have accelerated
developmental stages and shortened each of them and reduced the magnitude of sink
components (Nishio et al., 2013; Slafer & Rawson, 1994). Indeed, numerical yield
components such as spikelets per spike, spike length, grain number per spikelet and
grain number per spike have shown reductions with high pre-anthesis temperatures
(Fischer & Maurer, 1976; Johnson & Kanemasu, 1983; Midmore et al., 1982; Rawson
& Bagga, 1979). On the other hand, the negative association detected between heading
time and plant height is controversial as ambiguous values have been reported in other
winter perennial grasses, both in agreement and disagreement with what we found
(Jafari et al., 2006; Majidi et al., 2009; Majidi et al., 2015). In contrast, the positive
associations detected in this study between plant height and several grain yield
components agree with what has been reported in the literature for intermediate
wheatgrass (Zhang et al., 2016; DeHaan et al., 2018). However, a negative relationship
between plant height with heading time and positive plant height and grain yield
components would, in theory, be undesirable for breeding. The first relationship would
make it impossible to select plants with early flowering (which would better adjust the
crop cycle and grain filling would occur at milder temperatures) and with lower risk
of lodging. The second relationship would make it impossible to reduce the risk of

lodging of plants with higher grain yields.

45.4. Trade-offs

Our third hypothesis was rejected: there are no emerging trade-offs between
vegetative and reproductive allocation of resources under management as a dual-crop.
We detected positive and significant genetic correlations between summer forage yield

and several grain yield components as spikes per plant, spikelets per plant (first year)
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and spikes per plant, spikelets per spike, spikelets per plant and grain yield per plant
(second year) (Figure 2). The others forage yield-related traits evaluated (fall regrowth
and fall regrowth rate), which can be viewed as indicators of perenniality in
intermediate wheatgrass (DeHaan et al., 2018), were highly and positively correlated
with summer forage yield, and showed basically the same degree of relationship with
grain yield-related traits as forage summer yield showed. On the other hand, due to the
high AG; and RSE with harvest index (indirect selection for grain yield per plant)
estimated in this study (Table 3), while positive correlations between grain yield and
forage yield are maintained, as mentioned by DeHaan et al., 2005, harvest index could
be the key trait to select for to improve grain yield without neglecting aboveground
biomass production, which is necessary under a dual-purpose system. Although
improvement in this trait has been important for grain yield progress in many crops
(Hay, 1995) including intermediate wheatgrass (Cattani & Asselin, 2018), the values
achieved in the best case still do not exceed 0.20 for this crop (Frahm et al., 2018).
This fact could explain, at least until now, the lack of competition for resources
between aboveground biomass and reproductive organs. The non-negative correlation
between these types of traits does not necessarily mean the absence of a trade-off
between seed and perennial organs, since in this work we did not measure
belowground biomass, which is an important fraction in competition with grain
production for resources in perennial crops (Vico et al., 2016). Throughout the process
of domestication of perennial plants, it has been shown that selection for high yields
induces a shift in resource use strategy at the leaf and plant level from conservative to
acquisitive (Milla et al., 2014; Vilela & Gonzalez-Paleo, 2015). Therefore, this change
of strategy leads to structural changes in both the above and belowground biomass,
apparently caused from a lower investment in root storage, which could affect yield
stability and longevity. (Pastor-Pastor et al., 2019). Although we are not sure what will
happen in successive selection cycles, our results showed the possibility of selecting
for higher plant grain yield and at the same time improving forage yield. Furthermore,
that claim should also be taken carefully since our experiment was performed on
spaced-plants and it has been demonstrated that both the production of tillers (fertile

and non-fertile) and forage production of intermediate wheatgrass can be affected in

138



swards environments, which could modify the relationship between grain yield and
forage yield under these production conditions (Altendorf et al., 2021; Hunter et al.,

2020a; Mortenson et al., 2019).

4.6. CONCLUSION

Considerable genetic variation was detected for most of the agronomic traits
evaluated, highlighting the high potential of the germplasm studied for plant breeding.
Most of the agronomic traits assessed had high to moderate 4° values, suggesting that
phenotypic selection might be successful to achieve genetic progress for these traits.
As soon as an early fall establishment of the crop is achieved, the implementation of
the first year of production to evaluate and select traits of interest will lead to higher
genetic progress. Grain yield per spike would seem to be the central trait to select for
to improve grain yield, although in geographic regions where vernalization supply is
limited, spikes per plant could be another important trait to consider. Under field
conditions and where Intermediate wheatgrass was managed as a dual-purpose crop,
no trade-offs were detected between reproductive components and aboveground
biomass, suggesting the possibility of simultaneous improvement for both grain and
forage yield. Performing one selection cycle per year would allow such a simple
breeding method as massal to obtain significant genetic progress even in the first few
cycles of breeding, which could be key to the geographical expansion of Intermediate

wheatgrass.
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5. DISCUSION GENERAL. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

5.1. 5.1. DISCUSION GENERAL

5.1.1. Adaptacién agronémica de Tinopiro a bajas latitudes

Tinopiro ha mostrado adaptacion a amplias zonas del norte de Europa 'y América
del Norte clasificadas segun la clasificacion de Kdéppen de zonas frias (grupo D,
temperatura media del mes mas frio <0 °C) y también para algunas zonas templadas
(grupo C, temperatura media del mes mas frio entre 0 y 18 °C; Peel et al., 2007). La
definicion de Koppen de zonas templadas incluye un grupo diverso de ambientes en

algunos de los cuales se cumplen sistematicamente los requisitos de vernalizacion de
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las gramineas de estacion fria (Heide, 1994), incluido el trigo invernal (Ahrens, 1957),
mientras que otros no acumulan dias de temperaturas frias como para cumplir esos
requisitos. En las regiones templadas de baja latitud de América del Sur, los principales
cultivos de invierno son el trigo, la cebada y la colza, cuyos cultivares son en su
mayoria primaverales. Los inviernos son suaves Yy las temperaturas aumentan
rdpidamente durante la primavera, por lo que la antesis tardia provoca el llenado del
grano bajo temperaturas altas, lo que disminuye el rendimiento (Locatelli et al., 2022).
La expansion geografica de un cultivo con maltiples atributos como Tinopiro, pero
con requerimientos de vernalizacién (Ivancic et al., 2021) a estas regiones templadas
con inviernos suaves, podria verse seriamente amenazada para su uso como cultivo
doble proposito.

Segun los resultados del primer capitulo de esta tesis, el comportamiento
reproductivo de Tinopiro aumenta hasta las 7 semanas de incubaciéna’5°Cy 10 h, lo
que demuestra que existe una fuerte dependencia del porcentaje de floracion sobre el
tiempo de exposiciéon al frio en dias cortos (10 h). Ademas, los requisitos de frio para
induccion primaria de Tinopiro son relativamente menores que en otras gramineas.
Otras gramineas perennes requieren periodos mas largos de exposicion a temperaturas
frias para inducir la floracion. Por ejemplo, los cultivares escandinavos de Festuca
pratensis L. que, aunque poseen una respuesta logistica entre el porcentaje floracion y
el tiempo de incubacion a 10 h de fotoperiodo y 6 °C, requirieron 16-20 semanas de
incubacidn en frio para una floracion completa (Heide, 1988). De forma similar, las
poblaciones de Festuca rubra L. necesitaron 15-21 semanas a 6 °C y 8 h de fotoperiodo
para inducirse completamente (Heide, 1990). El alpiste, Phalaris arundinacea L.
también posee mayores requerimientos de induccién primaria, 12-14 semanas para
alcanzar la plena floracion a 6 °C y 8 h de fotoperiodo (Heichel et al., 1980). La
variabilidad detectada dentro de cada una de las especies en cuanto a sus
requerimientos de dia corto, asi como de frio para induccion temprana, ha sido
ampliamente documentada (Heide, 1994, Cooper, 1960, Ketellapper, 1960). Para
raigras perenne (Lolium perenne L.), por ejemplo, bajo condiciones de induccion a 6°
C y 8 h se detectaron genotipos que florecieron completamente desde 6 semanas a 12

semanas bajo esas condiciones (Amlid et al., 2000). Los requerimientos de
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vernalizacion de Tinopiro podrian situarse entre aquellos genotipos de raigras perenne
con menores requerimientos de induccion primaria (tabla 1), en tanto que especies
como Phalaris aquatica L., Dactylis glomerata L. y Poa supine Schrad. presentarian
menores exigencias en sus requerimientos de induccién primaria (Heide, 2001, Heide,
1987, Ketellapper, 1960).

153



Tabla 1. Requerimientos de vernalizacion en orden creciente bajo condiciones de dia

corto (<10 h) de algunas gramineas templadas.

Especie Temperaturade Semanasde  Referencia

incubacion (°C)  incubacién

Dactylis glomerata L. 9-12 10 Heide, 1987
Trione y Metzger,

Triticun aestivum L. 7 3-10 1970: Ahrens, 1957
Schedonorus

arundinaceus (Schreb.) Dumort., 6 5-6 Hare, 1992

nom. cons.

Phalaris aquatica L. 4 4-8 Ketellapper, 1960
Thinopyrum

intermedium (Host) 5 7

Barkworth & D.R. Dewey

Lolium perenne L. 6 6-12 Aamlid et al., 2000
Phalaris arundinacea L. 6 12-14 Heichel et al., 1980
Festuca rubra L. 6 15-21 Heide, 1990
Festuca pratensis 6 16-20 Heide, 1988

Nota. El posicionamiento de las especies segun sus requerimientos de
vernalizacion es tentativo, ya que para la mayoria de las especies se ha identificado

mucha variabilidad intraespecie.
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5111 Comportamiento reproductivo

Aunque los requerimientos de induccién primaria de Tinopiro pueden
catalogarse segun nuestro trabajo como moderados, podemos confirmar que pueden
ser una limitante importante para la produccion de grano en regiones de baja latitud.
Si consideramos los antecedentes en Tinopiro mas importantes en este tema previos a
nuestro trabajo, el porcentaje mayor de plantas florecidas (83 %) se logré con 4 °Cy
10 h durante 7 semanas de induccion primaria en poblaciones adaptadas a regiones de
alta latitud (lvancic et al., 2021). Esos resultados y los nuestros nos permiten establecer
que con el actual germoplasma desarrollado en altas latitudes serd muy dificil lograr
buenos resultados reproductivos en regiones de baja latitud con inviernos suaves como,
por ejemplo, la mayoria de las zonas ubicadas en las areas categorizadas por Rivelli et
al. (2021) como central (30-35° latitud sur) y norte (30-25° latitud sur) del Cono Sur.
De todas formas, a partir de los resultados de planta individual del primer trabajo se
observo que, para la mayoria de los componentes de rendimiento en grano evaluados
(espigas por planta, espiguillas por espiga, espiguillas por planta, peso de espigas por
planta, peso por espiga, peso por espiguilla), la variabilidad fenotipica observada segln
tratamiento de induccién por frio fue muy importante, intensificAndose esta
variabilidad en los tratamientos de 3 a 5 semanas de duracion. En este mismo sentido,
el rendimiento reproductivo obtenido a campo en Uruguay en el segundo trabajo de la
tesis, considerando las plantas que lograron florecer, se asemeja bastante al observado
en el hemisferio norte, donde Tinopiro ya cuenta con varios ciclos acumulados de
domesticacion. Aunque en el primer trabajo no hayamos detectado muchas diferencias
entre las poblaciones utilizadas en los caracteres agronémicos medidos, suponemos
que gran parte de esa variabilidad se encuentra dentro de cada una de las poblaciones,
lo que es esperable en este tipo de especie con fecundacion cruzada obligada (Saha,
2014). Sin embargo, si nos centramos en la comparacién de los resultados de los
grupos control (Kansas vs. Minnesota), podemos ver claras diferencias para la mayoria
de las variables medidas, especificamente, el grupo Minnesota presentaria menores

requerimientos para floracion que el grupo Kansas. En resumen, estos resultados
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resaltan la presencia de germoplasma base valioso con capacidad para producir grano
y ser mejorado en regiones templadas de inviernos méas suaves.

Si consideramos que las temperaturas promedio invernales a las que fueron
sometidas las plantas en Paysandu durante el primer afio del segundo trabajo para los
meses de junio, julio y agosto fueron 10,2, 10,3y 11,1 °C, respectivamente, podemos
suponer que los estimulos de frio ofrecidos estarian bastante por debajo de los 6ptimos
establecidos en el primer trabajo de esta tesis. Sin embargo, para ese primer afo, el
segundo estudio de esta tesis reporta que el porcentaje de floracion promedio para las
dos poblaciones estudiadas en Paysandi fue de 47,5 % y que las 90 plantas
seleccionadas por ciclo corto durante el primer afio tuvieron un promedio de 23 espigas
por planta. Este hecho podria estar sugiriendo un control parcial de los estimulos de
dia corto sobre la induccion primaria, lo cual ya ha sido observado en muchas otras
gramineas perennes (Heide, 1994). La duracién media del dia durante los tres meses
de invierno en Paysandl oscila entre 10,1y 11 h (informacién complementaria: tabla
S1, anexos correspondientes al articulo 2), por lo que puede considerarse que durante
todo el periodo de induccién primaria las plantas fueron sometidas a estimulos de dia
corto. Debido a que para muchas gramineas perennes se ha observado que los
estimulos requeridos de frio y duracion de dia para induccion primaria pueden ser
intercambiables (Heide, 1994), podriamos sugerir que los estimulos de dia corto
pudieron haber suplido parcialmente la falta de horas de frio en Paysandu. Similares
valores de floracion para Tinopiro fueron obtenidos por Ivancic et al. (2021) con
induccién en camara de crecimiento por 7 semanas a 10 °C y 10 h. Por otro lado, otro
factor que podria explicar el bajo porcentaje de floracion en esta region es la oferta de
dias largos necesarios para la induccién secundaria. Para gramineas perennes
invernales, los fotoperiodos criticos para la induccidn secundaria pueden variar de 9 h
amas de 16 h en los ecotipos mediterraneos (Heide, 1994). El fotoperiodo en los meses
inductivos (agosto, septiembre, octubre, noviembre) en Paysandl oscila entre 11y 14
h (informacion complementaria: tabla S1, anexos correspondientes al articulo 2), por
lo que parte del germoplasma evaluado podria tener mayores requerimientos de dia
largo. Ademas, el grado en que se hayan completado los requisitos de induccion

primaria puede estar modificando las exigencias de los requisitos para induccion
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secundaria; es decir, cuanto mas completo sea el proceso de induccidn primaria, menos
ciclos de dias largos pueden ser necesarios en la induccion secundaria (Heide, 1994,
Evans, 1964). Este hecho podria explicar el alto nimero de plantas florecidas muy
tardiamente dentro de la poblacién (diciembre y enero), posiblemente en estas plantas
(datos no mostrados) no se hayan cubierto los requerimientos de induccién primaria,
por lo que muchos ciclos de dia largo fueron necesarios para lograr la floracion. Por
otra parte, si bien procesos de desvernalizacion han sido reportados en gramineas
perennes como Festuca pratensis (Heide et al., 1988), dichos procesos son asociados
a cambios bruscos de temperatura que suceden en experimentos de camara de
crecimiento, pero no bajo condiciones de campo (Preston y Fjellheim, 2022).
Ademas del continuo interés en aumentar el rendimiento en grano en la especie,
existe consenso en atender el problema de su disminucion a lo largo de los afios para
su adopcion (Hunter et al., 2020a, Lanker et al., 2019). El rendimiento de grano en el
segundo afio de produccion en Paysandu decrecié drasticamente en relacion con el
primer afio. Este hecho podria ser explicado en parte por la menor oferta de frio para
los meses inductivos del segundo afio con respecto al primero (informacion
complementaria: tabla S1, anexos correspondientes al articulo 2). Los meses
invernales del segundo afio fueron mas caélidos, lo que dio lugar a una menor
acumulacién de UPVT (unidades fotovernalotérmicas) a partir de una menor
acumulacién de VU (unidades de vernalizacion) para la segunda cosecha de grano. Las
menores VU acumuladas en el segundo afio pudieron haber conducido tanto a menores
porcentajes de espigazén como a un menor nimero de tallos fértiles, lo que puede
haber contribuido a la disminucion en el rendimiento de grano. En este estudio, la
acumulacién de VU para el segundo afio (29 VU) fue menor que para el primer afio
(43) y también menor al 6ptimo reportado por el primer trabajo de esta tesis bajo
condiciones controladas (49 VU) y 10 h y por Duchene et al. (2021) bajo condiciones
de campo en Europa (71 VU), o el minimo VU necesario reportado por Jungers et al.

(2022) para producir grano en experimentos de campo en América del Norte (78 VU).
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5.1.1.2. Comportamiento agrondémico y desafios emergentes

La fuerte disminucion de rendimiento en grano en el segundo afio de produccion
pudo verse afectada por el enmalezamiento y el manejo de la defoliacion, ademas de
la menor oferta de estimulos vernalizantes. En el segundo afio fue notorio el aumento
de la presencia de malezas, de las cuales el raigrés anual fue la maleza dominante. Esta
especie se encuentra naturalizada en Uruguay, por lo que era esperable la existencia
de un banco de semillas considerable en el suelo (semillas producidas antes de la
cosecha de grano del primer afio), lo que sumado al gran intervalo entre las cosechas
de forraje y grano pueden explicar este aumento de su biomasa para el segundo afio.
El momento de las cosechas de forraje afecta a la produccion de semillas de raigras
anual, lo que tiene un fuerte impacto en su posterior invasion (Piltz et al., 2021).
Ademas, la abundancia de esta maleza también puede verse incrementada por su corto
ciclo de vida, ya que puede completar su ciclo entre dos cosechas de forraje
consecutivas (Meiss et al., 2010). Asumiendo una temperatura base de 0 °C, el ciclo
fenoldgico total (emergencia-madurez fisiologica) del raigras anual puede alcanzarse
entre 750 y 1000 GDD (Cousens, 1996). Por lo tanto, a partir de la primera cosecha de
forraje de invierno (julio de 2019), todas las semillas de raigrés en el suelo acumuladas
antes de la cosecha de grano de Tinopiro del primer afio podrian germinar y completar
su ciclo a octubre o noviembre, mucho antes de lo que fue la segunda cosecha de grano
de Tinopiro para el segundo afio.

En el segundo afio se observd una fuerte caida en la produccién de forraje en
comparacion con la produccion acumulada para el primer verano (momento de la
primera cosecha de grano), contrariamente a lo reportado en experimentos del
hemisferio norte (Law et al., 2021, Fernandez et al., 2020, Hunter et al., 2020b,
Pugliese, 2017, Culman et al., 2013). Creemos que los mismos factores que afectaron
el rendimiento de grano (enmalezamiento y manejo de la defoliacion) pudieron afectar
la produccion de forraje. Ademas del momento, la intensidad de la cosecha de forraje
tambien puede tener un fuerte efecto sobre el establecimiento de malezas. En efecto,
la defoliacion severa (es decir, de alta intensidad y de alta frecuencia) disminuye la

supervivencia de las gramineas perennes en las pasturas, lo que se ve exacerbado por
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el aumento de la competencia de las especies invasoras y de las especies no palatables
que se benefician del pastoreo intenso (es decir, mas presion de pastoreo sobre las
especies deseables) (O'connor, 1991). Para raigras perenne, Dactylis glomerata L. y
Phleum pratense L., Evans (1973) demostré que cortes por debajo de 5 cm
incrementaron fuertemente la proporcién de raices muertas. Intensidades de corte entre
4 a 8 cm en raigrés perenne permitieron una reposicion mas rapida de carbohidratos
solubles, los que se destinan a mantener sistemas radiculares mas activos y a promover
el macollaje (Lee et al., 2008, Donaghy y Fulkerson, 1998). Por lo tanto, la altura del
rastrojo tras los cortes de forraje realizados en este experimento (2,5 cm) podria ser
excesivamente baja, lo que puede haber provocado tasas de rebrote inferiores y haber
favorecido la proliferacion y la competitividad de malezas.

A pesar del impacto que el manejo de la defoliacion y la proliferacion de malezas
pudo haber tenido en el experimento del segundo trabajo de la tesis, la produccion
acumulada de forraje de Tinopiro en los 2 primeros afios (19320 kg MS ha) fue
similar a la produccion media de forraje de los cultivares modernos de gramineas
perennes invernales evaluados en los mismos afios en la evaluacion oficial de
cultivares INIA-INASE, con una fertilizacion anual de N de unos 100 kg ha. De
hecho, la produccion acumulada de Tinopiro fue superior a la de Dactylis glomerata
L. (15755 kg MS ha) e inferior a la de la festuca alta (22344 kg MS ha; INIA-
INASE, 2022). Estos resultados a partir de germoplasma introducido subrayan el
potencial de esta especie para la produccion de forraje en estas latitudes.

Las cualidades forrajeras de Tinopiro podrian ser, en primera instancia, una gran
ventaja del cultivo para su adopcién en la region. No obstante, la valoracion de su
produccidn granifera requerird de mayores esfuerzos en mejoramiento, transferencia
de conocimiento y exploracion en posibilidades de comercializacién. Si consideramos
que el rendimiento en grano de Tinopiro actual se encuentra bastante por debajo del
rendimiento del trigo comercial, la adopcidn de Tinopiro en areas de competencia con
trigo se espera sea nula, en el corto plazo. No obstante, en la regién, y en Uruguay en
particular, la mayoria del trigo se realiza bajo un manejo de rotacion continua con
cultivos, solo el 7 % del area de siembra de este cultivo es efectuada sobre pasturas

(DIEA, 2013). Este sistema es incapaz de mantener los rendimientos del cultivo a largo
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plazo, incluso en zonas de alto potencial y con mayores aportes de nitrogeno, ya que
se afectan negativamente cualidades del suelo como la concentracién de N
potencialmente mineralizable y la tasa de infiltracion de agua (Ernst et al., 2018). La
degradacion del suelo producto de estos sistemas predominantes ha ocultado los
aumentos de rendimiento en cereales anuales de invierno (trigo y cebada) producto del
mejoramiento genético y el manejo (Rubio et al., 2021). En zonas de bajo potencial,
esto no seria diferente, ya que el menor rendimiento puede reflejar otras limitaciones
en el crecimiento de los cultivos que reducen el efecto perjudicial del sistema continuo
de cultivos. En este contexto, Tinopiro en el mediano plazo podria ser incluido en las
fases de pasturas perennes necesarias para recuperar las cualidades de suelo perdidas
durante la fase de cultivos en zonas de alta produccion, con el plus de la produccién
de grano. En zonas de bajo potencial o restrictivas, tanto por el deterioro progresivo
del sistema agricola dominante como por razones estructurales, el rendimiento
alcanzable (rendimiento al que alcanzan aquellos productores con un manejo
tecnoldgico recomendado) de cultivos comerciales como trigo es menor y presenta alta
inestabilidad anual (Ernst et al., 2016), por lo que producir este tipo de cultivos no
seria algo muy ventajoso. En estas condiciones, donde, ademas, la brecha entre el
rendimiento alcanzable y actual son mayores para cultivos como trigo, Tinopiro podria
cumplir un rol méas protagénico dado sus aportes agrosistémicos, ya que, en muchos
casos, los mantenimientos de magros rendimientos de grano de trigo son producto de

altos aportes de insumos, lo que perjudica seriamente la sostenibilidad del sistema.

5.1.1.3. Posibilidades de mejoramiento genético

Incorporar a un grano perenne como Tinopiro en los sistemas agricolas podria
significar un hito dado sus servicios ecosistémicos. Sin embargo, su actual bajo
rendimiento en grano es una de las principales limitantes para su adopcién, por lo que
los mayores esfuerzos en mejoramiento genético estan dirigidos a reducir la brecha de
rendimiento con los cereales anuales. Por otro lado, debido también a las cualidades
forrajeras de Tinopiro, es esencial no afectar negativamente las variables forrajeras

mientras se selecciona germoplasma de mayor rendimiento en grano. Tinopiro se esta
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desarrollando fuertemente en regiones de alta latitud, pero aun no se habia
implementado en regiones de baja latitud, por lo que explorar la variabilidad genética
de interés existente para estas regiones y avanzar en los métodos y criterios de
seleccidn seria clave para su expansion geogréafica hacia estas regiones.

Por caracteristicas propias de la especie como la presencia de requerimientos de
vernalizacion, la posibilidad de uso doble proposito y la poliploidia, su mejoramiento
genético para regiones de baja latitud presenta un verdadero desafio. Al comparar en
varios caracteres agrondmicos la progenie de dos poblaciones que completaron su
ciclo de vida en ambientes con estimulos vernalizantes contrastantes, no se observaron
diferencias a favor de aquella poblacion seleccionada en un ambiente sin temperaturas
vernalizantes. Nuestros resultados eran esperables considerando que el progreso
genético en especies poliploides, donde al menos alguna porcion de las variables de
interés puede presentar herencia polisémica, puede ser lento y que ambas poblaciones
testeadas en Paysandu difirieron entre si por solo un ciclo de seleccién por menores
requerimientos de vernalizacién. Por otro lado, los estimulos de frio para la
vernalizacion donde se produjo la semilla de la poblacién B (semilla producida sin
pasar por el invierno de Madison, Wisconsin) fueron mas restrictivos que los ofrecidos
en nuestro experimento en Paysandd. En Wisconsin, las plantas que formaron a la
poblacién B sufrieron temperaturas elevadas y crecientes desde la emergencia hasta el
espigado de la planta (medias mensuales de temperatura: mayo 13 °C, junio 20 °C,
julio 21 °C, agosto 19 °C, septiembre 17 °C). Aunque estas plantas probablemente
fueron capaces de acumular algunas horas de frio nocturnas vernalizantes sin
experimentar desvernalizacién, ya que el contraste con las temperaturas diurnas no es
tan fuerte en condiciones de campo (Preston y Fjellheim, 2022), dicha acumulacién
fue muy insuficiente. En contraste, en Paysandu (Uruguay), las poblaciones sufrieron
un invierno con temperaturas mas bajas (junio 10,2 °C, julio 10,3 °C, agosto 11,1 °C).
Por lo tanto, parte del germoplasma de la poblacion A (semilla producida luego de
pasar por un invierno de Madison, Wisconsin, y, por ende, en principio, con mayores
requerimientos de vernalizacion) podria haber cumplido con los requerimientos de
vernalizacion en Paysandi y, asi, lograr mayores porcentajes de floracion y

componentes de rendimiento en grano a los esperados. La variabilidad detectada en
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floracion y en los componentes de rendimiento de grano mostrada en respuesta a
diferentes estimulos vernalizantes en estudios de cdmara de crecimiento por Ivancic et
al. (2021) y por nuestros resultados del primer articulo podrian respaldar esta teoria.

La varianza intrafamilia para todos los caracteres agronomicos evaluados en el
tercer articulo de la tesis fue mayor que entre familias de medios hermanos, lo que
confirma lo que ya se ha observado para otras especies aldégamas (Saha, 2014) y lo
sugerido con los resultados del primer articulo, donde no pudimos detectar casi
diferencias entre poblaciones, pero suponiamos que la mayor parte de la varianza se
deberia encontrar dentro de ellas. No obstante, la mayoria de los caracteres presentaron
variacion genética entre familias de medios hermanos significativa, lo que sugiere una
fuerte proporcion de varianza genética aditiva en dichos caracteres y, por ende,
posibilidades de mejoramiento genético mediante seleccion fenotipica. Bajo esquemas
de mejoramiento de seleccion genotipica que incluyan familias de medios hermanos,
utilizar un método que utilice en la seleccion, ademas de la varianza entre familias, la
varianza intrafamiliar podria generar mayor progreso genético (Casler y Brummer,
2008). Por otro lado, contar con informacién de familias de medios hermanos también
puede ser muy relevante en esquemas de seleccion basados en el modelo animal cada
vez mas utilizado en plantas, el cual explota la informacion de los parientes para
estimar los valores de reproduccién o de cria de cada individuo emparentado en el
pedigri (Lynch y Walsh, 1998).

Las estimaciones de heredabilidad en sentido estricto fueron de moderadas a
altas para la mayoria de los caracteres agrondmicos evaluados, aungue las variaciones
entre afios fueron evidentes. Por lo tanto, seria esperable obtener respuestas
sustanciales en estos caracteres con la utilizacién de métodos de seleccion fenotipica.
Ademas, la mayoria de los caracteres evaluados no presentaron interaccion genotipo x
afio o edad del cultivo, lo que podria significar lentos progresos genéticos (Kang,
1977). Algunos caracteres como produccién de forraje en el verano, indice de cosecha,
espigas por planta y espiguillas por planta presentaron altos valores de RSE (eficiencia
en larespuesta a la seleccidon) al seleccionarlos como caracter secundario al primer afio
con el objetivo de mejorar sus magnitudes para el segundo afio (caracter primario). Si

consideramos que el progreso por unidad de tiempo suele ser mas importante que el
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progreso por generacion o ciclo (Falconer y Mackay, 1996), nuestros resultados
demuestran que esperar a realizar la seleccion en el segundo afio como se hace en la
mayoria de las especies perennes forrajeras implicaria fuertes reducciones en la
ganancia genética por unidad de tiempo para la mayoria de las variables evaluados. De
todas formas, utilizar el primer afio para la evaluacion y seleccion repetidamente
durante todo el programa de mejoramiento podria enmascarar la evolucion de la
perennidad, un caracter clave en el desarrollo de este tipo de cultivos.

El uso del primer afio del cultivo como criterio de seleccion tanto en regiones de
bajas como altas latitudes, ademas, estaria supeditado a lograr plantas con minimo
desarrollo (3 hojas) para mediados del otofio, es decir, plantas capaces de percibir
todos los estimulos de frio ofertados (Jungers et al., 2022). Por el contrario, si las
plantas no logran percibir suficientes estimulos vernalizantes, las magnitudes de los
componentes de grano se veran afectados por este factor restrictivo y, seguramente, la
utilizacion del primer afio para seleccion no seré representativa del comportamiento
en el segundo afo. En efecto, varios componentes de rendimiento en grano tuvieron
muy altos GCV (coeficiente de variacion genotipico), WFCV (coeficiente de variacion
dentro de familia) y heredabilidad en sentido estricto. Esto podria ser explicado por el
impacto de la variabilidad en los requerimientos de vernalizacion del germoplasma
utilizado, el cual fue evaluado en una region que no estaria cubriendo la totalidad de
estimulos vernalizantes. EI impacto sobre los componentes de rendimiento se basa en
que, si una planta no cubre totalmente sus requisitos de vernalizacion, no implica
necesariamente que sea incapaz de formar un tallo fértil. Esto también podria significar
la formacién de menos tallos fértiles o espigas en funcion de los requisitos de
vernalizacion de cada planta, ya que los estimulos de vernalizacion recibidos por un
tallo no se transfieren a otros tallos formados posteriormente (Evans, 1964). Por lo
tanto, la variabilidad genética observada tanto en porcentaje de floracion como en
varios componentes de rendimiento en grano pudo incrementarse por la variabilidad
genética del germoplasma en términos de requerimientos de vernalizacion.

Tinopiro, asi como la mayoria de las gramineas perennes forrajeras y de césped
utilizadas en las regiones templadas del mundo, son especies de polinizacion cruzada,

por lo que cada individuo dentro de una poblacidn es altamente heterocigota (Vogel y
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Pedersen, 1993). Numerosos estudios indican que existe una variacion genética aditiva
sustancial en la mayoria de las gramineas para la mayoria de los caracteres
agronomicos (Barker y Kalton, 1989, Burton, 1989, Meyer y Funk, 1989, Vogel et al.,
1989). Debido a estas caracteristicas, la evaluacion y seleccion de planta individual es
una practica efectiva en este tipo de especies y, para ello, sembrar las plantas de forma
espaciada es clave. Espaciamientos suficientemente amplios permiten un fécil
movimiento entre las plantas para la toma de muestras y datos, ademas mantienen la
integridad de cada genotipo, lo que elimina la competencia entre plantas vecinas y crea
un ambiente uniforme para la méxima expresién fenotipica de cada planta (Casler y
Van Santen, 2010). Por lo tanto, el rendimiento en grano por planta seria el caracter
primario a seleccionar si nuestro objetivo es tener progreso genético en rendimiento
en grano. Sin embargo, este caracter ha mostrado baja estabilidad y capacidad
predictiva a lo largo de los afios en Kernza (Cattani, 2016). En efecto, nosotros
detectamos varios componentes de grano altamente correlacionados con este caracter
y con mayores valores de heredabilidad en sentido estricto, lo que haria factible la
posibilidad de seleccionar por algunos de estos componentes, utilizdndolos como
caracteres secundarios en seleccion indirecta. Por ejemplo, el nimero de espigas por
planta y/o tallos fértiles es uno de los principales componentes del rendimiento de
grano en plantas espaciadas de Kernza (Altendorf et al., 2021). Tanto Altendorf et al.
(2021) como nosotros hemos calculado coeficientes de correlacion mayores a 0,60
entre ambos tipos de variables. Debido a su alta correlacion con el rendimiento de
grano por planta y mayores valores de heredabilidad en sentido estricto mostrados en
nuestro estudio, el numero de espigas por planta podria ser un buen candidato a ser
seleccionado para mejorar el rendimiento de grano. Al igual que lo observado en
nuestros resultados y en otros ensayos de plantas espaciadas para Kernza, es comdn
observar aumentos de rendimiento por planta del primer al segundo afio, mayormente
explicados por aumentos de espigas por planta, pero disminuciones en componentes
como: espiguillas por espiga, rendimiento por espiga, entre otros (Altendorf et al.,
2021, Bajgain et al., 2019, Cattani y Asselin, 2018, Zhang et al., 2016). Sin embargo,
en los ensayos bajo condiciones de siembra comercial, este aumento o

sobreproduccién de macollos se identifica como una debilidad importante en el
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mantenimiento de los rendimientos de grano a lo largo de los afios en Kernza, ya que
estaria aumentando la competencia entre los macollos reproductivos, lo que
probablemente contribuya a la disminucion del rendimiento de grano (Hunter et al.,
2020a). Por lo tanto, el rendimiento de grano por espiga podria ser el caracter
secundario principal a seleccionar para mejorar el rendimiento de grano en Kernza, ya
que presenta alta correlacion con el rendimiento de grano por planta (asi como con
otros componentes del rendimiento de grano), moderadamente alta heredabilidad en
sentido estricto y alta RSE para rendimiento de grano por planta. Asimismo, si
seleccionamos por rendimiento de grano por espiga, también podriamos estar
seleccionando otros caracteres importantes como: peso de mil granos, espiguillas por
espiga, flores por espiguillas y su fertilidad (Philipp et al., 2018, Elgersma, 1990). Se
ha demostrado que la fertilidad de las espigas tiene una fuerte correlacion con el
rendimiento de espigas y, por ende, con el rendimiento de grano en Kernza (DeHaan
etal., 2018, Slinkard, 1965). Ademas, la fertilidad de las espigas se ha destacado como
uno de los caracteres clave a mejorar para lograr mayores rendimientos de grano en
este cultivo (Altendorf et al., 2021). De todas formas, en areas geograficas donde los
requerimientos de vernalizacion pueden no cumplirse completamente (como las de
este estudio), las plantas que son capaces de tener mas macollos reproductivos pueden
ser plantas con menores requerimientos de vernalizacion, ya que, bajo las mismas
condiciones climaticas, mas macollos fueron estimulados para cada uno producir una
espiga. Por lo tanto, la mejora genética de Kernza para rendimiento de grano en estas
zonas y con germoplasma con fuerte variabilidad genética en cuanto a requerimientos
de vernalizacién no deberia excluir las espigas por planta como caracter a seleccionar.
En regiones templadas de baja latitud, ademas de utilizar el rendimiento de grano por
espiga como caréacter principal de seleccion, podriamos utilizar el nimero de espigas
por planta como un criterio de seleccion solo en los primeros ciclos de seleccion o
utilizar siempre el nimero de espigas por planta como caréacter a seleccionar, pero con
un peso bajo en relacién con otros caracteres.

Aunque la evaluacion y seleccion en planta aislada tiene sentido en este tipo de
especies y se realiza de forma habitual en los programas de mejoramiento, este

ambiente puede parecerse muy poco al de produccién real o comercial, en el que
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existen altas tasas de mortalidad de plantulas y plantas adultas, competencia entre
plantas y reclutamiento potencial de plantulas (Casler y Van Santen, 2010). Para que
los valores medidos en ambientes de plantas espaciadas sean Utiles en condiciones de
produccién comercial, las correlaciones genéticas entre esos ambientes de evaluacion
deberian ser altas para determinado caracter. A menudo no es asi, ya que muchos
caracteres, incluido el rendimiento de semillas, responden de forma diferente en
funcién del nivel de competencia en el ambiente al que estan expuestos los cultivos
(Waldron et al., 2008, Elgersma, 1990). En efecto, produccion de biomasa posee baja
correlacion entre ambientes de planta aislada y comerciales; por el contrario, altura de
planta y tiempo a floracion han mostrado ser las variables con mayor correlacion entre
esos tipos de ambiente (Sykes et al., 2017, Lazenby y Rogers, 1964). De todas formas,
la evaluacion en ambientes de planta aislada un poco mas competitivos, es decir, con
aumentos de la poblacion, serian los ambientes en los que se lograrian las mayores
correlaciones con ambientes comerciales (Heineck et al., 2020). Sin embargo, en
especies como Tinopiro, evaluar plantas aisladas con menores superficies para cada
planta podria confundir al evaluador debido a la presencia de rizomas.

Los cultivos de grano perenne emergen como una herramienta ideal para proveer
aquellos servicios sistémicos perdidos por la utilizacion de los sistemas agricolas
basados en cultivos anuales, pero ellos no priorizan a la produccion de semilla o grano
(Vico et al., 2016). El patron de asignacion de recursos de especies perennes puede
tener éxito en ambientes estables en los que tolerar el estrés es mas ventajoso que
recurrir a una vida corta y un gran esfuerzo reproductivo (DeHaan et al., 2005, Wilson
y Tilman, 1991). Otros asuntos que podrian por lo menos enlentecer el desarrollo de
cultivos de grano perennes son la carga genética acumulada en las especies perennes
(DeHaan y Van Tassel, 2014) y la posible presencia de herencia polisémica, ademas
del hecho de que las especies anuales suelen derivar de ancestros perennes con menor
rendimiento (Friedman y Rubin, 2015). Es un tema muy controversial, en el que en
futuros afios se comenzara a conocer si la seleccion artificial en este tipo de especies
podra modificar la compensacion entre recursos para rganos vegetativos-reservas y

granos o logrard mayor rendimiento en grano a traveés de aumentos de biomasa.
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Nuestros resultados a partir de germoplasma con incipiente adaptacion a
latitudes bajas han mostrado que es posible mejorar simultaneamente la produccion de
forraje y grano. La mayoria de los componentes de rendimiento en grano mantuvieron
una correlacion genética positiva con los caracteres evaluados asociados a rendimiento
de forraje durante los dos afios de evaluacion y bajo un manejo doble propdsito. Sin
embargo, estos resultados deben ser tomados con cautela, ya que por si solos no
necesariamente significan la ausencia de compensacion entre semilla y drganos
perennes, ya que en este trabajo no se midio la biomasa subterranea, que es una
fraccion importante en competencia con la produccién de grano por los recursos en
cultivos perennes (Vico et al., 2016). A lo largo del proceso de domesticacion de
plantas perennes, se ha demostrado que la seleccion para obtener altos rendimientos
induce un cambio en el uso de recursos en hoja y planta, pasando de una estrategia
conservadora a una adquisitiva (Vilelay Gonzalez-Paleo, 2015; Milla et al., 2014). Por
lo tanto, este cambio de estrategia conduce a cambios estructurales tanto en la biomasa
aérea como en la subterranea, aparentemente causados por una menor inversién en el
almacenamiento radicular que podria afectar a la estabilidad y longevidad del
rendimiento (Pastor-Pastor et al., 2019). Aunque no estamos seguros de lo que ocurrira
en sucesivos ciclos de seleccion, nuestros resultados mostraron la posibilidad de
seleccionar para obtener un mayor rendimiento de grano y al mismo tiempo mejorar
el rendimiento de forraje, factor clave en el mejoramiento genético de una especie

doble prop6sito como Tinopiro.
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5.2.  CONCLUSIONES

Los sistemas de produccion basados en cultivos anuales de grano son la base de
la alimentacion en el mundo, pero también han estado asociados a un deterioro de los
servicios ecosistémicos més alla de los limites sostenibles. El desarrollo y expansion
geogréfica de cultivos de grano perenne como Tinopiro podrian significar un hito en
la agricultura. La posibilidad de produccién de grano de Tinopiro en bajas latitudes
satisfaciendo sus requerimientos de vernalizacion, la produccion y calidad de forraje
y grano, asi como estrategias de mejoramiento genéticos bajo un manejo doble
proposito, son aspectos prioritarios para tal fin.

eLos requerimientos de vernalizacion de Tinopiro son moderados, quizas
comparables a los genotipos de raigras perenne con menores requerimientos de
induccion primaria. Sin embargo, esto significa una seria limitante para la produccion
de grano en regiones de bajas latitudes. A partir de germoplasma introducido y
adaptado a regiones de alta latitud y evaluado en una region de baja latitud, se
obtuvieron bajos porcentajes de floracion y rendimientos de grano, lo que resalta la
necesidad de hacer mas esfuerzos para obtener germoplasma con requerimientos de
vernalizacion mas bajos para expandir este cultivo a regiones templadas con inviernos
mas suaves. Afortunadamente, debido a la alta variabilidad fenotipica y genotipica
observada, sumado a los moderadamente altos valores de heredabilidad en sentido
estricto de componentes de rendimiento en grano, con sucesivos ciclos de seleccién
recurrente es esperable la obtencién de germoplasma con bajos o nulos requerimientos
de vernalizacion.

e La produccion de forraje de Tinopiro y su calidad nutricional son comparables
con otras especies forrajeras perennes invernales ya adaptadas a latitudes bajas, aunque
la produccién de grano y sus componentes a campo fueron afectados negativamente
por los requerimientos de vernalizacion del germoplasma en estudio. Por otro lado, la
fertilizacion nitrogenada ha demostrado ser un factor de manejo clave para lograr
mejores resultados tanto en la produccion de forraje como de grano. Investigacion

sobre el momento y el numero de aplicaciones deberia ser un tema a abordar en el
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futuro. El desarrollo de estrategias de manejo de malezas, quizas asociadas al manejo
de la defoliacidn, también surgen como &reas importantes a desarrollar para un manejo
agronémico eficiente de este cultivo en nuevas regiones, ya que, segun los manejos
experimentales realizados, se observo un fuerte enmalezamiento hacia el segundo afio
de produccion.

¢ Considerando los valores de heredabilidad en sentido estricto obtenidos para la
mayoria de los caracteres agrondémicos evaluados, la seleccion fenotipica deberia
conferir en cada uno de ellos un importante progreso genético. Este progreso se vera
incrementado si en vez de utilizar el primer afio del cultivo para la implantacion, se
utiliza para la evaluacion y seleccion, proceso posible dadas las altas correlaciones y
ausencias de interaccion edad del cultivo x familia observadas. De todas formas,
intercalar ciclos de seleccion mas largos que incluyan evaluaciones en el segundo y/o
tercer afio seria clave para no perder de vista la evolucion de la perennidad en el
proceso. Ademas, utilizar el primer afio para evaluacion y seleccion dependera de qué
tan temprano se logre un establecimiento en el otofio del cultivo, ya que sera vital un
minimo desarrollo de las plantas para la mayor percepcion posible de los limitados
estimulos de frio ofertados en regiones de bajas latitudes.

oEl rendimiento de grano por espiga pareceria ser el caracter central a
seleccionar para mejorar el rendimiento de grano, aunque, en regiones geogréaficas
donde el suministro de vernalizacion es limitado (como las de este estudio), el nimero
de espigas por planta podria ser otra variable importante a considerar.

¢ Aungue no podemos asegurar qué ocurrird en futuros ciclos de seleccion, bajo
condiciones de campo y donde Tinopiro se manejé como un cultivo doble propésito,
no se detectaron compensaciones entre los componentes reproductivos y la biomasa
aérea, lo que sugiere la posibilidad de mejorar simultdneamente el rendimiento de
grano y forraje.

¢ Los resultados centrales de esta tesis son alentadores acerca de la posibilidad
real de desarrollar en el mediano plazo germoplasma de Tinopiro con adaptacion
agronomica bésica a regiones de baja latitud. EI comportamiento agronomico de
Tinopiro como cultivo forrajero fue mas que aceptable, pero su rol como cultivo

granifero requerira de varios ciclos de seleccién. El desarrollo de nuevo germoplasma
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es clave para la expansion geogréfica de un cultivo con los beneficios agroambientales
con los que cuenta Tinopiro. Esta tesis generd informacion bésica acerca de las
potencialidades agronémicas que podria tener para la region, uno de los cultivos de
grano perenne mas promisorios en el mundo. Ademads, se detectaron desafios
emergentes tanto para su rendimiento reproductivo como para su manejo agronémico.
Asimismo, se establecieron posibles estrategias para el progreso genético de la especie
en bajas latitudes, donde criterios de eleccién y reducciones de los intervalos
generacionales fueron propuestos. Realizar un ciclo de seleccién por afio podria
permitir el uso de métodos menos eficaces, pero mas simples y econémicos, los que
podria generar con menor esfuerzo el progreso genético de Tinopiro en regiones de
baja latitud.

5.3. PERSPECTIVAS

La implementacion de cultivos de grano perenne puede ser visto como una de
las propuestas de solucion méas contundentes a los problemas que enfrenta actualmente
la agricultura moderna. Su desarrollo, quizas motivado por los efectos en aumento del
cambio climatico, ha tomado gran impulso en los ultimos afios. De todas formas, existe
controversia en la comunidad cientifica acerca de su adopcion en el corto y mediano
plazo, debido a incertidumbres en la obtencion de un ideotipo de cultivo que conjugue
alto rendimiento de grano, produccién de forraje y longevidad; aunque existe consenso
en que mucho camino se debera recorrer para comenzar a contestar esas interrogantes.

Especificamente hablando de Tinopiro/Kernza, la respuesta a la seleccion por
rendimiento en grano no ha cesado durante nueve ciclos de seleccion recurrente en el
programa del Land Institute (EE. UU.) y ha promediado aumentos de 34 kg de grano
ciclo® sin mostrar perjuicios en longevidad. Basados en estos antecedentes, los
resultados de esta tesis acentuan la factibilidad de desarrollo de Tinopiro en regiones
de baja latitud y dan indicios sobre algunas de las areas tematicas prioritarias a avanzar
para conseguirlo.

En primer lugar, se debera seguir avanzando en el mejoramiento genético de la

especie en el &mbito local. Actualmente se cuenta con un nucleo de semilla con tres
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ciclos de seleccion recurrente bajo las condiciones de Uruguay. Esta poblacion ha
mostrado importantes respuestas en porcentajes de floracion: ha pasado de 47,5 % en
el ciclo 0 a 88 % en el ciclo 2. En este sentido, ademas de la factibilidad de utilizar el
primer afio del cultivo para la evaluacion de caracteres, la utilizacion de seleccion
gendmica en esta especie también es una estrategia propuesta para acortar los
intervalos generacionales en esquemas de seleccion. Parte de la poblacién de plantas
del ciclo 1y del ciclo 2 ha sido genotipada con GBS (genotyping by sequencing), lo
que ha compuesto la poblacién de entrenamiento y seleccion, respectivamente, dentro
de un esquema de seleccién genémica. Esperamos que los avances en esta area nos
aporten datos fehacientes acerca de las fortalezas de la utilizacion de esta metodologia
en germoplasma local para el mejoramiento de Tinopiro. Por otro lado, en ciclos de
seleccién mas avanzados, seria importante determinar si, por su mayor eficiencia, el
método de propagacién controlada de plantas madre seleccionadas podria superar al
método de seleccion recurrente de polinizacion libre actualmente utilizado.

Aunque la evaluacién y seleccion en planta aislada tiene sentido en este tipo de
especies y se realiza de forma habitual en los programas de mejoramiento, el ambiente
generado a partir de una muy baja competencia muchas veces no correlaciona con
ambientes comerciales de produccion. Al parecer, seleccionar en planta aislada, pero
generar ambientes un poco méas competitivos, al aumentar la poblacion, podria ser la
forma de aumentar la similitud con ambientes con produccion comercial. Para especies
rizomatosas como Tinopiro, esto podria ser un problema, ya que se podrian generar
confusion por nuevas plantas formadas vegetativamente. Por lo tanto, la eficiencia de
seleccién en ambientes mas competitivos utilizando solo el primer afio de produccién
con el objetivo de disminuir la probabilidad de confusién por renuevos vegetativos
seria un tema importante a explorar.

El bajo rendimiento actual de grano es una fuerte limitante para la adopcion de
Tinopiro, aunque se estima que, luego de 20 a 30 ciclos sus rendimientos, sean
competitivos con los cereales de grano pequefios. Mientras tanto, ademas de poner
esfuerzo en su mejoramiento, la especie podria tener adopcion en zonas con algunas
restricciones para la agricultura, es decir, zonas donde no compita con la agricultura

moderna. Al igual que lo que sucede con el trigo, el cual es sembrado en zonas donde
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el maiz no podria sembrarse, para un cultivo perenne como Tinopiro, aun con bajo
rendimiento, podria ser una opcion en zonas donde los cultivos anuales de alto
rendimiento estén restringidos de su potencial productivo. Uruguay presenta 2,5
millones de hectareas con aptitud agricola, de las cuales 0,91 millones presentan
algunas limitaciones para su uso intensivo. Tanto en estas Gltimas como en &reas con
aptitud pastoril de muy buena a apta con algunas limitaciones, Tinopiro podria ser una
especie candidata a utilizarse. En el corto plazo podria contar con aplicabilidad directa
en zonas restrictivas, ya que es conocida su resistencia frente a sequias, anegamiento,
alcalinidad y salinidad elevada. En este sentido, liberar una variedad con algun ciclo
mas de seleccidn podria ser importante, ya que se estaria fomentando su conocimiento
y aprendiendo de su manejo sobre la practica. Mas que su rendimiento en grano, de
incipiente interés, sus fortalezas forrajeras podrian ser clave para la adopcion actual de
Tinopiro en Uruguay. Actualmente se ha sembrado el ciclo 3 de seleccion masal
recurrente llevado a cabo en Paysandd (Uruguay).

Debido a las caracteristicas doble propdsito que presenta el cultivo, sumado a
sus beneficios ecosistémicos, los intereses por su utilizacion en nuestros sistemas
agropecuarios podrian ser diversos. Forraje directo, heno y hasta silo podrian ser
considerados. El uso del grano en el &mbito nacional es el punto que enfrenta el mayor
desafio y por ello deberd llevar mayor atencién en el futuro. En el contexto
internacional, el grano esta teniendo diversos fines, desde elaboracion de malta para
fabricacion de cervezas hasta elaboracion de galletas, panificados y fideos. El grano
es altamente nutritivo, aunque presenta bajos niveles de gluten, lo que perjudica la
extensibilidad de la masa en panificacién. Sin embargo, mezclas con harina
convencional solucionan este problema, y permiten obtener panificados de excelente
calidad y sabor. Ya se han hecho contactos con varias empresas cerveceras, asi como
con cooperativas harineras, las que han mostrado su interés para realizar pruebas con
este grano. Generar conocimiento de las cualidades y posibles usos del grano es un
asunto fundamental a abordar para su adopcion.

A diferencia de lo que sucede en regiones de alta latitud, en regiones de baja
latitud, Tinopiro como cultivo doble propoésito podria ofrecer multiples cosechas de

forraje, ya que mantiene un activo crecimiento invernal. Sin embargo, hasta la fecha
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se desconocen los caracteres morfofisiologicos bésicos de la especie (es decir, vida
media foliar, tasa de aparicion de hojas o filocrono) para realizar un adecuado manejo
de la defoliacion (intensidad y frecuencia) y, por lo tanto, asegurar no solo una
adecuada produccion de granos y forraje, sino también una elevada persistencia del
cultivo en el tiempo. Por otro lado, el peso y nimero de macollos por planta son
componentes importantes de la produccién de forraje y poseen una participacion
directa en el numero y peso de espigas por superficie. La frecuencia e intensidad de
defoliacion modifican estos componentes. En Uruguay, con crecimiento vegetativo de
la especie durante todo el afo, el manejo durante la etapa vegetativa del cultivo puede
ser un factor fundamental que podria modificar la cantidad y peso de macollos fértiles,
con un alto potencial de impacto en la longevidad y produccion de granos. Ahondar
en esta area podria tener un fuerte impacto sobre la tecnologia de manejo doble
proposito adecuada para Tinopiro en estas regiones templadas.

Los beneficios ecosistémicos de Tinopiro se explican mayoritariamente por su
denso y vigoroso sistema radicular, el cual, en regiones de baja latitud, estaria activo
gran parte del afio. Durante los procesos de domesticacion y mejoramiento genético
de especies para grano, la asignacion de los recursos fotosintéticos puede verse
modificada e incrementar hacia 6rganos reproductivos en detrimento de 6rganos
vegetativos como las raices, lo que reduce generalmente la longevidad de la planta.
Estimar el desarrollo de la biomasa subterranea a lo largo del proceso de mejoramiento
o0 bien investigar en el desarrollo de un criterio de seleccion que esté asociado a este
caracter seria fundamental para no perder de vista aquello verdaderamente esencial:

los beneficios de la perennidad en un cultivo de grano.
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7. ANEXOS
7.1.  ANEXOS CORRESPONDIENTES AL ARTICULO 1

VERNALIZATION REQUIREMENTS OF KERNZA INTERMEDIATE
WHEATGRASS

Locatelli, A., Gutierrez, L., & Picasso Risso, V. D. (2022). Crop Science, 62(1),
524-535. https://doi.org/10.1002/csc2.20667

Supplemental material

Supplemental Table S1. Cumulative mean temperature (°C) and standard deviation
(SD) for each of the incubation periods at the two growth chambers used in this
experiment.

Weeks of incubation

crowth 3 4 5 6 7 8 9
1- Moore Hall  Mean 5.1 4.8 4.6 4.5 4.3 4.2 4.1
SD 0.8 0.9 0.9 0.8 0.9 0.9 0.9
2- Walnut GH  Mean 6.2 5.7 5.2 5.0 4.9 4.9 5.0
SD 2.3 24 2.4 2.2 2.1 2.0 1.9
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Supplemental Figure S1. Kernel density plots showing the distribution of all
quantitative traits evaluated for TLICAMN, TLIC4WI and TLIC5KS by 6, 7, and 8

weeks of incubation.
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7.2.  ANEXOS CORRESPONDIENTES AL ARTICULO 2

AGRONOMIC ASSESSMENT OF TWO POPULATIONS OF INTERMEDIATE WHEATGRASS - KERNZA®
(THINOPYRUM INTERMEDIUM) IN TEMPERATE SOUTH AMERICA

Locatelli, A., Gutierrez, L., Duchene, O., Speranza, P. R., & Picasso Risso, V. D. (2023). Grassland Research.
https://doi.org/10.1002/g1r2.12032

Supporting Information: Table S1. Monthly mean precipitation and temperature in Paysandd, Uruguay, for January 2018 — July

2020, with long-term means (historical mean) for 2002 — 2020. Average daylength for each month is also shown.

Weather variable year Jan Feb Mar Apr May June July Aug Sept Oct Nov Dec

Mean temperature, °C 2018 25.0 24.7 22.1 229 16.6 10.2 10.3 111 17.1 17.2 21.3 22.2
2019 23.4 23.1 20.1 18.1 15.3 14.7 11.2 11.7 14.8 17.4 22.3 22.6
2020 24.0 23.5 24.2 18.0 14.5 12.4 10.1

Historical mean 24.9 23.7 21.7 18.5 14.8 12.1 11.6 13.1 15.0 17.9 21.0 233

Precipitation, mm 2018 157 11 55 188 191 11 107 105 95 40 105 237
2019 497 105 69 71 100 202 28 104 37 206 99 190
2020 131 61 52 152 46 101 13

Historical mean 154 192 136 167 121 62 64 105 99 134 126 143

Daylenght, hr? 14.0 13.2 12.3 11.3 10.5 10.1 10.3 11.0 11.9 12.9 13.8 14.2

¥The average daylength for each month was calculated from the apparent sunset time minus the apparent sunrise time, using the NOAA

solar calculator (https://gml.noaa.gov/grad/solcalc/index.html)
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D Population A
[ Population B

Supporting Information: Figure S1. Field plot arrangement table. The replicates of
the factorial treatment design with the two populations (A and B) and the three N rates
(0, 80 and 160 kg ha * year ) used are shown. The experimental design can also be

seen, which was a completely randomized design.
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7.3.  ANEXOS CORRESPONDIENTES AL ARTICULO 3

Supplemental material

Supplemental Table S1. Monthly mean precipitation and temperature in Paysandd, Uruguay, for January 2018 — March 2021, with

long-term means (historical mean) for 2002 — 2021. Average daylength and accumulated VUs and UPVTs for each month are also

shown.

We_ather Mean temperature, °C Dayler:ght, VUs UPVTs Precipitation, mm

variable hr

Stand age 1 Stand age 2 Stand age 1 Stand age 2

year 2018 2019 2020 2021 Hi;tggﬁa' 2019 2020 2019 2020 2020 2021 2018 2019 2020 2021 Hirsntggrfa'
Jan 250 234 240 248 249 14.0 866,9 11153 157 497 131 117 152
Feb 247 231 235 231 237 13.2 952,2 1 105 61 38 184
Mar 221 201 242 213 217 12.3 55 69 52 121 135
Apr 229 181 18.0 18.5 11.3 0 0,0 188 71 152 170
May 166 153 145 14.7 10.5 0 0 0,0 0,0 191 100 46 118
June 102 147 124 12.0 10.1 3.4 8,1 01 0,8 1 202 101 63
Juy 103 112 10.1 11.6 10.3 15,7 26,4 46 7.3 107 28 13 65
Aug 111 117 145 13.1 11.0 27,7 335 24,0 35,8 105 104 44 102
Sept 17.1 148 14.2 15.0 11.9 28,0 37,0 71,0 95,3 95 37 80 98
Oct 172 174 179 17.9 12.9 28,7 37,8 153,3 208,2 40 206 25 129
Nov 213 223 218 21.0 13.8 0 0 303,3 421,9 105 99 73 124
Dec 222 226 230 23.3 14.2 0 0 577,1 790,1 237 190 55 143
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Supplemental Table S2. Means across years of traits evaluated in Paysandu (Uruguay) during 2020 and 2021 for each intermediate

wheatgrass half-sib family. Quantitative traits that had significant differences by analysis of variance and post hoc analysis are shown.

Means within column followed by a common letter are not significantly different by the Tukey test at the 5% level of significance.

Spikes per plant

Spikelets per spike

Grain yield per spike (g)

Grain yield per spikelet (g)

Grain yield per plant (g)

Family  Mean Family  Mean Family  Mean Family  Mean Family  Mean

F4 3479 a F216 22 a F586 0,16 a F772 0,000 a F20 4809 a

F20 342 a Pc 20,6 ab F772 0,16 ab F586 0,0086 ab F257 4590 ab
F257 33,73 a F753 20,6 ab F216 0,16 abc B7-4 0,0078 abc F216 4536 ab
F216 30,64 ab F7 20,2 ab F20 0,15 abc F20 0,0074 abcd F772 4.241 abc
F7 30,16 ab F472 20,2 ab B7-4 0,14 abcd F542 0,0074 abcde F7 3.820 abcd
Fr64 29,32 ab F20 20,1 ab F227 0,13 abcde F216 0,0071 abcdef F764 3.525 abcd
F753 29,07 ab F227 19,9 ab F764 0,13 abcde F257 0,0069 abcdef F227 3.448 abcd
Pc 27,23 ab F842 19,9 ab F304 0,13 abcde F304 0,0068 abcdef Pc 3.403 abcd
F634 26,15 ab F257 19,6 ab F542 0,13 abcde F764 0,0067 abcdef F586 3.301 abcd
F1 25,05 ab Fo8 19,4 ab F257 0,13 abcde F227 0,0065 abcdef F753 3.143 abcd
F227 24,8 ab F4 19,3 ab F7 0,12 abcde F789 0,0064 abcdef F4 3.018 abcd
Fr72 24,72 ab F466 19,2 ab F472 0,12 abcde F634 0,0060 abcdef F789 2.847 abcd
F789 24,72 ab F764 19,2 ab F842 0,12 abcde F7 0,0060 abcdef F472 2.791 abcd
F605 24,45 ab F586 19,1 ab F634 0,11 abcde F472 0,0058 abcdef B7-4 2.791 abcd
F472 23,79 ab F304 19,1 ab Pc 0,11 abcde B7-2 0,0057 abcdef F542 2.787 abcd
F842 22,34 ab F634 19 ab F789 0,11 abcde F842 0,0057 abcdef F605 2.748 abcd
F586 21,73 ab F542 18,9 ab B7-2 0,10 abcde F605 0,0056 abcdef F634 2.724 abcd
B7-3 21,61 ab F772 18,9 ab F466 0,10 abcde F308 0,0055 abcdef F304 2.611 abcd
F466 20,83 ab B7-4 18,8 ab F857 0,10 abcde Pc 0,0054 abcdef F842 2.603 abcd
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Fo8
B7-4
F857
F542
F304
B7-2
Pb
F337
F308
Pa
F328

20,79
20,57
19,43
18,61
18,39
18,27
15,69
15,39
12,87
11,72

8,95

ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab
ab

Pb

F789
F337
F1

B7-2
F308
F605
F857
B7-3
F328
Pa

18,7
18,7
18,7
18,4
18,2
18,1
17,9
17,8
17,8
17,8
17,2

Pb
F753
F4
F605
Pa
Fo8
F308
F1
F337
F328
B7-3

0,09
0,09
0,08
0,08
0,08
0,08
0,07
0,06
0,06
0,06
0,06

abcde
abcde

bcde
cde
cde
cde

M dDd @D @D

F857
F466
Pb
Pa
F753
Fo8
F4
F328
B7-3
F337
F1

0,0054
0,0050
0,0048
0,0045
0,0044
0,0043
0,0043
0,0039
0,0037
0,0035
0,0035

abcdef
bcdef
bedef
cdef
cdef
cdef
cdef
def
def
ef

f

F466
F857
B7-3
B7-2
F98
F1
F308
Pb
F337
Pa
F328

2.169
2.110
1.889
1.857
1.726
1.589
1.580
1.556
1.311
0,938
0,611

abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
bed
cd

cont. Supplemental Table S2

Harvest index

Heading time (GDD)

Grain harvest time (GDD)

Summer forage yield (g plant?)

Family  Mean Family  Mean Family  Mean Family  Mean

F634 55 a F20 3065 a F20 4672 a F4 1241 a
F227 4.4 ab F304 3084 ab F842 4750 ab Pc 122,6 ab
F216 4.2 abc F586 3107 ab F753 4777 ab F753 119 abc
F20 4.1 abc F472 3124 ab B7-3 4785 ab F20 118,9 abc
F586 3.8 abc F753 3133 ab F472 4806 ab F257 118,3 abc
F764 3.6 abc F764 3135 ab F586 4831 ab F7 117 abc
F257 3.6 abc F842 3138 ab F764 4833 ab F542 1159 abc
F789 35 abc F605 3145 ab F308 4840 ab F772 113 abc
F542 3.4 abc B7-3 3156 abc F605 4850 ab Fo8 110,3 abc
F772 33 abc Pc 3199 abc F789 4858 ab B7-4 108,6 abc
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F7
F472
F304
F842
B7-4
B7-2
F466
Pc
F4
F753
F337
F308
F605
Pb
B7-3
F857
Fo8
F1
Pa
F328

3.2
3.2
3.2
2.7
2.5
2.5
2.4
24
2.3
2.1
2.1
2.0
1.9
1.7
1.7
1.7
15
1.4
1.0
0,8

abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
bc
bc
bc
bc
bc
bc
bc
bc

F227
F257
F308
B7-4
F4
F772
F789
F7
F98
F337
B7-2
F466
F216
F857
Pb
F1
F634
Pa
F328
F542

3224
3224
3227
3229
3241
3247
3251
3252
3262
3268
3274
3282
3302
3309
3331
3336
3346
3353
3442
3509

abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
abcd
bed
cd

F257
F304
Fo8
B7-2
F227
Pc
F4
F337
F7
F857
FA66
F1
F542
B7-4
Pa
F216
Pb
F772
F634
F328

4871
4871
4887
4887
4891
4909
4910
4915
4935
4937
4945
4953
4958
4964
4965
4969
5002
5042
5049
5049

F605
F857
F1

F764
F216
Pa

F586
B7-3
Pb

F304
F466
F842
F472
F227
B7-2
F328
F789
F634
F308
F337

102
102
98,1
97,5
95,4
93
92,3
90,8
90
87,5
86,5
86
80,3
74,8
74,3
73,4
73,1
69,5
53,7
51,7

abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
abc
bc
c
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