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Bases ecofisiologicas relacionadas con la tolerancia a la inundacion y la
defoliacion en especies conspicuas de pastizales humedos

RESUMEN

Las inundaciones y el pastoreo son disturbios importantes que modulan la estructura y el
funcionamiento de pastizales humedos. La inundacién genera un ambiente anaerdbico en el
suelo, disminuyendo la disponibilidad de oxigeno para las raices, mientras que el pastoreo
afecta a la vegetacion mediante la defoliacion selectiva del forraje. En primer lugar se
investigaron los rasgos anatdmicos y las respuestas fisioldgicas relacionadas con el
crecimiento bajo anaerobiosis de raices de graminoides (Paspalidium geminatum, Cyperus
eragrostis) 'y dicotiledoneas (Lotus tenuis, Rumex crispus) con distintos tipos de
aerénquima. Se encontr6d que las graminoides mantienen la tasa de elongacion de sus raices
bajo anaerobiosis, con alta proporcion de aerénquima para conducir oxigeno y una barrera
fisica (>suberina) — constitutiva en P. geminatum e inducida en C. eragrostis — que limita la
pérdida radial de oxigeno hacia la rizésfera. Por el contrario, las dicotiledoneas disminuyen
la elongacion radical en medio anaerdbico, a pesar de incrementar el aerénquima en sus
raices, asociado a una alta pérdida radial de oxigeno y una menor deposicion de suberina en
la corteza radical externa. En segundo lugar, se estudiaron las estrategias de crecimiento de
L. tenuis y P. dilatatum bajo condiciones de sumersion parcial y completa de sus plantas
(i.e. intensidad de inundacidn), con énfasis en el uso de carbohidratos de reserva. Se
demostrd que L. tenuis puede desarrollar dos estrategias de crecimiento: ‘escape’ del agua
bajo sumersion parcial sin usar sus reservas y sobrevivir 30 dias en estado de ‘quiescencia’
bajo sumersion completa utilizando sus reservas. Por el contrario, P. dilatatum so6lo
desarrolla ‘escape’ bajo sumersion parcial y no tolera (muere) la sumersion completa. En
tercer lugar, se evaluaron las respuestas de L. fenuis y P. dilatatum frente a la combinacion
inundacion/frecuencia de defoliacion. Aqui se encontrdé que L. tenuis tolera los eventos
sucesivos de defoliacion bajo inundacién, con un minimo crecimiento, a partir de priorizar
la emergencia de las hojas fuera del agua post-corte, utilizando exhaustivamente las
reservas en coronas. Por el contrario, P. dilatatum no sobrevive a dos defoliaciones si se
encuentra bajo anegamiento. De esta manera, si bien ambas especies toleran la inundacion
y la defoliacion por separado, si estos estreses se combinan se compromete la supervivencia
de la graminea y el rebrote de la leguminosa. En consecuencia, resulta importante
considerar el tiempo entre defoliaciones sucesivas, si el suelo estd inundado, al momento de
planificar las estrategias de manejo de estas especies en el pastizal.

Palabras claves: Cyperus eragrostis, defoliacion, escape, inundacidon, Lotus tenuis,
Paspalum dilatatum, Paspalidum geminatum, pérdida radial de oxigeno, quiescencia,
raices, Rumex crispus.
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Ecophysiological basis of tolerance to flooding and defoliation in humid grasslands
species

ABSTRACT

Flooding and grazing are major disturbances that modulate the structure and function of
humid grasslands. Flooding provokes an anaerobic soil condition, reducing the oxygen
availability for roots, while grazing affects vegetation through selective defoliation of
forage. First, it was investigated the anatomical features and physiological responses related
to growth under anaerobiosis of graminoids (Paspalidium geminatum, Cyperus eragrostis)
and dicots (Lotus tenuis, Rumex crispus) with different aerenchyma type. Results showed
that graminoids were able to maintain the root elongation rate under anaerobiosis, with high
aerenchyma proportion for oxygen transport and a physical barrier (> suberin that was
constitutive in P. geminatum and flood-induced in C. eragrostis), which limits the radial
oxygen loss towards the rhizosphere. Conversely, root elongation rates decrease in dicots
under anaerobic environment, despite high aerenchyma increases in their roots. This was
associated with a high radial oxygen loss and a lower suberin deposition in the outer cortex
of roots. Second, it was studied the growth strategies of L. tenuis and P. dilatatum under
partial and complete submergence conditions (i.e. intensity of flooding), with emphasis on
reserve carbohydrates uses. It was shown that L. tenuis can develop two strategies for
growth, 'escape' from water under partial submersion without using its reserves, and
survival 30 days in a state of 'quiescence' under complete submergence by using its
reserves. By contrast, P. dilatatum only develops 'escape' under partial submergence and it
does not tolerate (dies) complete submergence. Third, it was evaluated the responses of L.
tenuis and P. dilatatum to the combination of flooding and defoliation frequency. Here we
found that L. tenuis tolerates successive events (two) of defoliation under flooding
conditions, with minimal growth, but always prioritizing the shoots emergence from water
and by using its crown reserves extensively for doing this. By contrast, P. dilatatum does
not survive if two defoliations occur under flooding conditions. Thus, although both species
are able to tolerate flooding and defoliation stress separately, if both are combined, they
compromise the survival of the grass and regrowth of the legume. Therefore, the time
between successive defoliation events should be considered when planning management
strategies for these species in the flooded grasslands.

Key words: Cyperus eragrostis, defoliation, escape, flooding, Lotus tenuis, Paspalum
dilatatum, Paspalidum geminatum, quiescence radial oxygen loss, roots, Rumex crispus.
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Los pastizales hiimedos cubren aproximadamente el 10% de la superficie terrestre
(Revenga et al., 1998). Las especies vegetales que habitan estos tipos de pastizales estan
frecuentemente sujetas a condiciones de estrés abiotico por periodos de excesos hidricos
y por la defoliacion, producto de la actividad ganadera (McNaughton, 1983; Sala et al.,
1986; Insausti et al., 1999; Van Eck et al., 2006; Striker et al., 2011). Tanto las
inundaciones temporarias, como los eventos de defoliacion pueden diferir en
estacionalidad, duracion, intensidad y frecuencia. Esto traec como consecuencia un
amplio espectro de condiciones a las que pueden estar sujetas las plantas que habitan en
estos ambientes, y que en definitiva imponen limitaciones para su crecimiento,
determinando la distribucion y abundancia de las especies segun su tolerancia a dichos
factores de estrés (Armstrong y Beckett, 1985; Voesenek et al., 2004).

Los efectos de la inundacién sobre el suelo estan relacionados con la
disminucioén significativa de oxigeno, debido a la baja tasa de difusion que presenta este
gas en el agua, lo que genera un ambiente anaerdbico para las raices (Armstrong, 1979).
Ademas de la deficiencia de oxigeno, y dependiendo del tipo de suelo, la inundacion
puede imponer otros desafios para las raices: la acumulacion de Mn'?, Fe™?, S?, 4cidos
carboxilicos, CO, y etileno, como consecuencia de la actividad microbiana en la
rizosfera (Ponnamperuma, 1984). En los tejidos sumergidos, el etileno endogeno
incrementa su presion parcial entre 0.1 y 1 Pa (Jackson, 2008). Puede existir, ademas,
una interaccion entre la inundacion y los componentes quimicos del suelo, como la
salinidad (Barrett-Lennard, 2003) y las altas concentraciones de aluminio (Setter ef al.,
2009).

La crisis energética a la que estan sometidas las plantas bajo anoxia es uno de los
problemas mas severos, ya que el O, es el aceptor final de electrones en la fosforilacion
oxidativa que, indirectamente, provee de ATP a la planta. Sin embargo, puede existir
una aclimatacién metabdlica en las especies tolerantes, que le permite a la planta obtener
energia con una menor eficiencia a partir de la fermentacion (Gibbs y Greenway, 2003).
Otro de los efectos de la anaerobiosis en la planta, es la formacion de aerénquima,
tejidos especiales formados por espacios de aire que facilitan la difusion del oxigeno
desde la parte aérea de la planta hacia los 6rganos sumergidos (Colmer, 2003b). Por esta
via, el oxigeno difunde longitudinalmente hacia el apice de las raices, o bien puede
perderse radialmente hacia la rizésfera. Esta pérdida radial de oxigeno hacia la rizésfera
(de aqui en adelante denominada ROL) reduce significativamente su disponibilidad en
los apices radicales (Colmer y Voesenek, 2009). Por lo tanto, las especies que presentan
una alta tasa de ROL presentan un menor crecimiento de sus raices durante eventos de
inundacion. Por el contrario, las especies de mayor tolerancia a la inundacion presentan
una muy baja tasa de ROL en la region basal de sus raices (Visser et al., 2000;
McDonald et al., 2001; Kotula et al., 2009). La pérdida radial de oxigeno en
condiciones de anaerobiosis ha sido cuantificada en diferentes especies herbaceas,
principalmente en el cultivo de arroz (Oryza sativa, Colmer et al., 1998; Colmer,
2003a). Sin embargo, no estan establecidos los rasgos anatomicos ni las respuestas
plésticas que pueden ser inducidas en las raices como consecuencia de la inundacion y
que se relacionen con la menor tasa de ROL que podrian presentar especies de pastizales
naturales. En este sentido, algunas evidencias sugieren como posibles barreras a la
pérdida de oxigeno, el engrosamiento de las paredes celulares en la exodermis y/o
aumentos en la deposicion de suberina en dicha zona (Colmer, 2003a; Soukup et al.,
2005). Por ello, y sobre la base de estudios anatomicos de raices en especies de los
pastizales de la Pampa Deprimida (Grimoldi et al., 2005; Striker et al., 2007), se
presume que las especies graminoides y dicotiledoneas presentaran diferencias en el
crecimiento de sus raices durante la inundacion. En el primer capitulo experimental se
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abord¢ el estudio de este tema utilizando dos especies graminoides y dos dicotiledéneas
en la busqueda de los rasgos anatomicos y los mecanismos fisioldgicos que subyacen a
las respuestas diferenciales que presentan dichas especies frente a la inundacion. Se
exploraron las diferencias en cuanto a la tasa de elongacion radical, aerénquima radical
(cantidad y disposicion espacial), la pérdida radial de oxigeno (ROL), complementado
con estudios anatomicos detallados de cortes transversales de raices de estas especies,
que permitieron identificar las posibles barreras que disminuyen la pérdida de oxigeno
hacia la rizosfera.

Las especies tolerantes también pueden cambiar su morfologia en respuesta a la
inundacion. Estos cambios morfologicos parecen depender de la intensidad de
inundacion a la que se ven expuestas las plantas. En este sentido, se han propuesto dos
estrategias de supervivencia frente a estrés por sumersion, escape y quiescencia (Bailey-
Serres y Voesenek, 2008). Brevemente, la estrategia de escape se caracteriza por un
rapido crecimiento en altura de las plantas ante una sumersion parcial que les permite
ubicar una alta proporcion de hojas por encima del nivel de agua para facilitar la captura
de oxigeno y continuar con la fijacion actual de carbono. Por el contrario, la estrategia
de quiescencia se caracteriza por un estado de “dormicion vegetativa” por la cual las
plantas detienen casi por completo su crecimiento (sin alargamiento de tallos) y utilizan
de manera conservativa sus carbohidratos de reserva para sobrevivir hasta que el nivel
del agua disminuya (Bailey-Serres y Voesenek, 2008). Estas posibles estrategias han
sido estudiadas en cultivares de arroz (Metraux y Kende, 1xd983; Setter y Laureles,
1996) y en especies herbaceas que habitan en las riberas de los rios, tales como
Ranunculus repens y especies del género Rumex (Laan y Blom, 1990; Voesenek et al.,
1990; Lynn y Waldren, 2003; Pierik et al., 2009). En el segundo capitulo experimental
de esta tesis se analizaron las posibles estrategias que adoptaron dos especies conspicuas
de los pastizales de la Pampa Deprimida frente a un gradiente de intensidad de
inundacion (testigo, suelo saturado, sumersion parcial y sumersion completa de plantas).
Se utilizaron como especies representativas: la dicotiledonea leguminosa Lotus tenuis, y
la graminea Paspalum dilatatum. Para ello se determinaron variables que definen tales
estrategias, en términos del crecimiento o quiescencia de las plantas, como la
acumulacion de biomasa por compartimentos (parte aérea, coronas [L. tenuis] y raices),
numero de tallos/macollos, longitud de tallos/macollos, contenido de clorofila foliar para
caracterizar el potencial fotosintético de las plantas y utilizacion de carbohidratos de
reserva de coronas/laminas y vainas.

La habilidad de las plantas de cambiar su morfologia en respuesta a cambios en
el ambiente, es decir su plasticidad fenotipica (Bradshaw, 1965; Auld et al., 2010), le
permite una mejor aclimatacion y funcionamiento ante condiciones de crecimiento
fluctuantes, como puede ocurrir en los pastizales naturales (ej. eventos de excesos
hidricos, sequia, remocion de biomasa por pastoreo; Oesterheld et al., 1999). En los
pastizales inundables aparece un conflicto de respuestas morfoldgicas de las plantas
cuando la inundacion se combina con la defoliacion como consecuencia del pastoreo
(Oesterheld y McNaughton, 1991; Striker et al., 2008). Esto ocurre porque la
defoliacion promueve una forma de crecimiento postrada en las plantas (Detling y
Painter, 1983; McNaughton, 1983; Sinclair et al., 2007), mientras que la inundacion
induce formas de crecimiento erecto (Naidoo y Mundree, 1993; Grimoldi et al., 1999;
Insausti et al., 2001; Chen et al., 2009). Las plantas defoliadas son de baja estatura y
concentran su biomasa en los estratos inferiores del canopeo, disminuyendo su
exposicion a eventos subsecuentes de defoliacion (McNaughton, 1983). Por el contrario,
las plantas inundadas son mads altas, concentrando una alta proporcion de hojas por
encima del nivel del agua, facilitando la captura de oxigeno para la aireacion de las
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raices a través del tejido aerenquimatico (Laan et al., 1990; Colmer, 2003b; Striker et
al., 2005). Estd demostrado que este conflicto de respuestas morfoldgicas puede
condicionar el rebrote de las plantas durante la inundacion, modificando la relacion de
tallos sumergidos/emergidos (Striker et al., 2008). Resultados obtenidos en gramineas,
con conocida dependencia de la asimilacion actual de carbono (en lugar de las reservas)
para el rebrote (Schnyder y de Visser, 1999), apoyan tal idea, ya que luego de una
defoliacion hay un alto numero de tallos sumergidos (Oesterheld y McNaughton, 1991;
Hayball y Pearce, 2004; Striker et al., 2008). Por el contrario, en leguminosas el rebrote
es sostenido por las reservas de las coronas, tal como lo demuestra el tnico antecedente
en Lotus tenuis, donde su rebrote no se ve afectado luego de un evento de defoliacion
(Striker et al., 2008). Sin embargo, cuando la inundacion es prolongada, la posibilidad
de que las plantas sean defoliadas en mas de una oportunidad es alta (ver frecuencia de
defoliacion de especies de pastizal en Agnusdei y Mazzanti, 2001). Al momento, no
existen antecedentes que hayan investigado los efectos de la frecuencia de defoliacion
en presencia de inundacion sobre el crecimiento de plantas forrajeras de pastizal. En el
tercer capitulo experimental se abord6 este tema utilizando como especies modelos la
graminea Paspalum dilatatum y la leguminosa Lotus tenuis. Estas especies resultan de
sumo interés como tales, no solo por pertenecer a dos grupos funcionales diferentes del
pastizal (graminoides y dicotiledoneas), sino que su crecimiento luego de la defoliacion
depende de diferentes fuentes de carbono. La graminea rebrota principalmente a partir
de carbono fijado por fotosintesis actual (Lattanzi et al., 2005), mientras que la
leguminosa puede utilizar carbohidratos de reserva para su rebrote (Smith, 1962;
Kallenbach et al., 2001; Striker et al., 2008).
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Los Pastizales de la Pampa Deprimida como sistema de estudio para la eleccion del
material experimental

En Argentina, los pastizales de la Pampa Deprimida cubren una extensa region de la
provincia de Buenos Aires, dedicada casi exclusivamente a la cria de ganado vacuno
(Soriano, 1991). Estos pastizales naturales han sido mejorados con la introduccioén de
leguminosas forrajeras que promueven un desarrollo sustentable de la vegetacion nativa
(Berreta et al., 2000). Las leguminosas forrajeras cumplen un rol importante en estos
sistemas debido a su contribucion de nitrégeno al suelo derivado de la fijacion biologica.
Adicionalmente, las especies del género Lofus tienen un potencial uso, que estad
relacionado con su capacidad de crecer en suelos acidos o con baja fertilidad y su
tolerancia al aluminio, manganeso y cloruro de sodio (Blumenthal y McGraw, 1999;
revision del potencial uso de las especies del género Lotus por Escaray et al., 2011).
Esta ultima caracteristica es de suma importancia, ya que el suelo del pastizal inundable
puede presentar altos niveles de salinidad, principalmente en la zona del bajo o de
lagunas (Figura 1.1; Berasategui y Barberis, 1982).

Las inundaciones periddicas (Paruelo y Sala, 1990), y el pastoreo continuo son
los disturbios més importantes que afectan a estos pastizales (Sala ef al., 1986). Segln la
ocurrencia en el espacio y en el tiempo puede decirse que el pastoreo, como disturbio
antropico, es generalizado en todas las comunidades del pastizal y est4 presente durante
todo el afio (Soriano, 1991). Las inundaciones por su parte, como disturbio natural,
afectan a las comunidades situadas en posiciones topograficas mas bajas (que abarcan la
mayor superficie de la region) y son un evento de ocurrencia casi anual a principios de
la primavera (Paruelo y Sala, 1990). La historia del pastoreo vacuno en los pastizales de
la Pampa Deprimida se inicia en 1573, con el ingreso de ganado por Juan de Garay, pero
cobra mayor relevancia recién hacia 1609 cuando se menciona por primera vez la
existencia de ganado salvaje en grandes cantidades en las cercanias de Buenos Aires
(Soriano, 1991). Es sabido que, desde entonces, este disturbio antrdpico es una de las
fuerzas modeladoras mas importantes del pastizal (Sala et al., 1986) a pesar de su corta
historia de pastoreo (poco mas de 400 afios) en relacidn con otros pastizales
subhumedos del mundo (Milchunas et al., 1988) y de que las cargas animales que
soporta son generalmente medias a bajas (0.5-1.0 EV/ha) por su metodologia de
aprovechamiento, que es el pastoreo continuo extensivo (Soriano, 1991; Jacobo et al.,
2006) y también debido a la expansion de la frontera agricola que desplaza a la actividad
ganadera (Rearte, 2010). El clima regional es templado subhumedo con una
precipitacion media anual que varia de 1000 en el norte a 850 mm en el sur
uniformemente distribuido a lo largo del afio. Las temperaturas medias son de 6.8°C en
Julio-Agosto y de 21.8°C en enero. Debido al relieve plano y la ocurrencia de capas de
agua altas, la mayoria de los suelos pertenecen a los complejos halo-hidromorficos y las
asociaciones influenciadas por las inundaciones (Natracuoles, Natracualfs, Natralbols y
Argialbols). Los suelos con un buen drenaje (Hapludoles y Argiudoles) se restringen a
los altos, que son las areas mas utilizadas para la ganaderia y la agricultura (ver esquema
del paisaje en la Figura 1.1).
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Figura 1.1. Representacion esquematica del paisaje de “Las Chilcas” (sensu Burkart et al., 1990)
indicando la posicion de las comunidades de pastos y las principales caracteristicas del suelo (sensu
Berasategui y Barberis, 1982).

La inundacion es el otro disturbio conspicuo que moldea al pastizal y al respecto
se conocen dos vias que la originan, una de ellas corresponde al comportamiento ciclico
estacional de la capa freatica y la otra, mas esporadica, se debe a la ocurrencia de
precipitaciones intensas. Las mas frecuentes ocurren casi anualmente y comienzan a
principios de primavera, logrando una altura del nivel del agua de 6-10 cm sobre el
suelo y con una duracion aproximada de dos meses. Las de mayor magnitud suelen
alcanzar niveles de agua muy superiores (> 0.5 m) y se caracterizan por su ocurrencia
impredecible (Paruelo y Sala, 1990). Los factores que determinan la persistencia de las
inundaciones son multiples y, generalmente, concurrentes. En primer lugar, la cantidad,
duracion e intensidad de las precipitaciones en relacion a la capacidad de almacenaje de
los suelos y de la posibilidad de infiltracion. En segundo lugar, la capacidad muy
limitada de desagiie por los cursos de agua naturales y por los canales; en tercer lugar, la
retencién que presenta el terreno, dando lugar a la formacion de lagunas. La Pampa
Deprimida muestra distintos sistemas hidrograficos, con redes de drenaje no definidas,
en erraticas direcciones, con multiples lagunas y humedales que, luego de las
precipitaciones intensas (ver Anexo Figura 6.1), ocupan grandes extensiones (Canziani
etal., 2001).

Los pastizales de la Pampa Deprimida resultan un sistema pertinente para el
estudio de los temas abordados, ya que las plantas de las especies graminoides y
dicotiledéneas que habitan estos pastizales resultan frecuentemente sujetas a estrés
anaerdbico por inundacion, factor que podria limitar diferencialmente el crecimiento
radical dependiendo de la capacidad de oxigenacidon de las raices que presenten las
mismas (Experimento 1). A su vez, la diferente intensidad de inundacién (i.e.
profundidad del agua) que sufren estos pastizales, posibilita la ocurrencia de sumersion
parcial y total de plantas graminoides y dicotiledéneas (Experimento 2). Por tltimo, la
coexistencia en el espacio y en el tiempo de eventos de inundacién con la defoliacion
debida al pastoreo vacuno determina que las plantas inundadas de este sistema puedan
sufrir defoliaciones frecuentes durante el periodo de anegamiento (Experimento 3).
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general es describir y evaluar caracteres anatomicos, morfologicos y
mecanismos fisiologicos relacionados con la respuesta a la inundacién y a la
defoliacion, de especies graminoides y dicotiledoneas de los pastizales inundables de la
Pampa Deprimida.
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Capitulo 2

CRECIMIENTO DE RAICES DURANTE LA INUNDACION:
Atributos morfologicos y anatémicos de especies graminoides y dicotiledoneas

* Manzur ME, Grimoldi AA, Insausti P, Striker GG. “Root elongation under anaerobic conditions as
affected by the pattern of radial oxygen loss and root anatomical traits in species with different
aerenchyma type” (articulo en preparacion). [Resultados de avance presentados en International Conference on
Plant Vascular Biology, Columbus, Ohio, USA 2010].
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A.1 INTRODUCCION

La falta de oxigeno en las raices causada por la inundacién desencadena en las plantas
respuestas morfoldgicas, anatomicas y fisioldgicas asociadas con la supervivencia en
tales condiciones (Armstrong, 1979; Insausti et al., 2001; Striker et al., 2005; Colmer y
Voesenek, 2009). Uno de los cambios morfoldgicos mas importantes es la generacion de
raices adventicias de alta porosidad, que le permiten a las plantas continuar con la
absorcion de agua y nutrientes durante la inundacion (Visser et al., 1996; Shimamura et
al.,2007). En las raices de las especies tolerantes a la inundacion la respuesta anatomica
de mayor relevancia es la formacion de aerénquima (Justin y Armstrong, 1987). Al
respecto, se reconocen dos tipos principales de aerénquima: lisigeno y esquizogeno
(Jackson y Armstrong, 1999; Seago et al., 2005). La formacion de cada uno de ellos es
diferente. El aerénquima lisigeno es el resultado de la muerte selectiva de las células de
la corteza de la raiz, dejando espacios de aire (Kawai et al., 1998). Este tipo de
aerénquima se encuentra en diversas especies cultivadas como cebada (Arikado y
Adachi, 1955), trigo (Trought y Drew, 1980), arroz (Justin y Armstrong, 1991) y maiz
(Drew y Lynch, 1980). El aerénquima esquizogeno se forma a causa de la separacion de
las capas de células sin que ocurra muerte celular, y se encuentra principalmente en
dicotiledoéneas que habitan lugares inundables, como las especies del género Rumex
(Laan et al., 1989; Seago et al., 2005). Algunas especies pueden tener ambos tipos de
aerénquima en diferentes 6rganos, como es el caso de Saggitaria lancifolia (Schussler y
Longstreth, 1996). Consecuentemente, el arreglo espacial del aerénquima, es decir, la
disposicion de las lagunas y espacios que se generan, difiere entre las especies. En este
sentido, se reconocen en la literatura cuatro tipologias anatomicas: dos en las
graminoides (tipos gramindcea y ciperacea) y dos en las dicotiledoneas (tipos Rumex y
Apium). Las estructuras bdsicas de estas tipologias se asemejan a una rueda de bicicleta
(graminacea), tela de arafia (ciperacea), panal de abeja (Rumex) y estructura con lagunas
irregulares (Apium) (Justin y Armstrong, 1987; Seago et al., 2005). Estos tipos de
aerénquima se encuentran representados en las especies de los pastizales de la Pampa
Deprimida (Grimoldi et al., 2005; Striker et al., 2007) (Figura 2.1).

Figura 2.1. Cortes transversales de raices mostrando las tipologias radicales graminoides (a,b) y
dicotiledoneas (c,d). (a) Paspalidium geminatum: raiz tipo graminacea; (b) Cyperus eragrostis: raiz tipo
ciperacea; (c) Rumex crispus: raiz tipo Rumex y (d) Lotus tenuis: raiz tipo Apium. Los asteriscos indican las
lagunas de aerénquima. (Adaptado de Striker et al., 2005; 2007)

Es sabido que la efectividad de la aireacion interna de las raices depende de dos
factores principales: la resistencia fisica a la difusion y la demanda de oxigeno a lo largo
de la via de difusion (raiz). La resistencia fisica estd determinada, a su vez, por la
longitud de la raiz, la tortuosidad (Luxmoore et al., 1970) y la porosidad (Colmer,
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2003b). La demanda de oxigeno se origina por la respiracion de las células de la raiz y
por la pérdida de oxigeno hacia el suelo andxico (Armstrong et al., 1991). Por lo tanto,
la oxigenacion de las raices puede estar limitada por una excesiva pérdida radial de
oxigeno (ROL) desde la raiz hacia la rizosfera (Figura 2.2) (Visser et al., 2000;
McDonald et al., 2002; Colmer y Voesenek, 2009). Sin embargo, en especies tolerantes
a la inundacion como Oryza sativa, la excesiva pérdida de oxigeno en la region basal de
las raices puede estar disminuida por la presencia de barreras (constitutivas o inducidas)
en las capas externas de la corteza (exodermis o subepidermis) (Colmer ef al., 1998). En
especies dicotiledoneas como Trifolium tomentosum (Gibberd et al., 1999) y Rumex spp.
(Laan et al., 1989b), la barrera a la pérdida radial de oxigeno puede ser parcial,
liberando mas oxigeno hacia la rizosfera; por lo que la capacidad de oxigenacion de las
raices bajo condiciones de anoxia puede diferir entre las especies tolerantes a la
inundacion. Sin embargo, aun no se conocen con precision las bases anatomicas que
determinan dichas respuestas. Por ello, en este capitulo se propuso identificar los rasgos
anatomicos de las raices adventicias, asociados a la pérdida radial de oxigeno, en
especies herbaceas de los Pastizales de la Pampa Deprimida representativas de los
diferentes tipos de aerénquima (Figura 2.1).

Gk by
R

Bajo O, apical Optimo O, apical

Figura 2.2. Esquema donde se muestran patrones contrastantes de pérdida radial de oxigeno (ROL) desde
las raices hacia el suelo. A la izquierda se muestra una especie que no genera una barrera a la pérdida
radial de oxigeno, por lo que éste no llega a la zona apical. A la derecha se muestra una especie capaz de
generar una barrera fisica a la pérdida radial de oxigeno en la base de la raiz, lo que permite una optima
oxigenacion del apice bajo condiciones de anaerobiosis. El espesor de las flechas refleja la cantidad de
oxigeno disponible (i.e. flechas finas= menor difusion de oxigeno). Adaptado de Colmer y Voesenek
(2009).

La diferente capacidad de oxigenacion entre las especies se veria reflejada en la
longitud maxima que pueden alcanzar las raices, ya que la pérdida radial de oxigeno
limita su disponibilidad en el &pice radical y por lo tanto el crecimiento en longitud de
las raices (Armstrong, 1979; Armstrong et al., 1991; Gibberd et al., 2001). La presunta
menor pérdida radial de oxigeno que tendrian las especies graminoides con respecto a
las dicotiledoneas, podria estar relacionada con una mayor deposicion de suberina
(constitutiva o inducible por anoxia) en las capas externas de la corteza radical, o bien,
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con un mayor numero de capas de células con paredes engrosadas/lignificadas en dicha
zona. Como consecuencia, el crecimiento en longitud de las raices se veria
comprometido en aquellas especies que no posean o (alternativamente) que no generen
este tipo de barrera que limite la pérdida radial de oxigeno. Esto derivaria en una menor
capacidad de explorar el perfil del suelo limitando la absorcién de nutrientes y agua, lo
que en ultima instancia afectaria negativamente el crecimiento de toda la planta (Colmer
y Voesenek, 2009).

Dado que la cantidad y disposicién del aerénquima difiere entre las especies
graminoides y dicotiledoneas del pastizal (Grimoldi et al., 1999; Insausti et al., 2001,
Grimoldi et al., 2005; Striker et al., 2007), y que se presume que ello se relaciona con
una diferente pérdida radial de oxigeno, surge saber si en su conjunto esto se traducira
en diferencias en el crecimiento longitudinal de las raices durante la inundacién. Hasta
el momento no existia un estudio comparativo entre las especies con distintos tipos de
aerénquima que permita explicar las bases anatomicas y fisioldgicas de la presunta
oxigenacion diferencial que existe entre las especies que habitan el pastizal de la Pampa
Deprimida.

Objetivo 1: Analizar el crecimiento de raices, en términos de longitud, en medio
anaerobico de especies graminoides y dicotiledoneas herbaceas de pastizal con relacion
a su capacidad de generar aerénquima, la pérdida radial de oxigeno, y las caracteristicas
de las capas externas de la corteza (i.e. deposicion de suberina/lignina).

Hipotesis A.1: Ante aumentos en la proporcién de tejido aerenquimatico, las especies
graminoides mantienen su tasa de elongacion en sus raices adventicias bajo condiciones
anaerobicas de crecimiento, mientras que en las especies dicotiledoneas se reduce. Esto
se debe a la menor pérdida radial de oxigeno (ROL) que tienen las graminoides con
respecto a las dicotiledéneas.

Hipotesis A.2: Las especies capaces de mantener su tasa de elongacion radical bajo
condiciones anaerdbicas de crecimiento son aquellas que tienen mayor deposicion de
suberina en la exodermis, y por lo tanto, limitan la pérdida radial de oxigeno hacia la
rizosfera.

A.2 METODOLOGIA
Material vegetal y establecimiento del sistema

Para probar la hipotesis se utilizaron las especies graminoides Paspalidium geminatum
(Forssk.) Stapf y Cyperus eragrostis Lam.; y las dicotiledoneas Lotus tenuis Waldst. &
Kit. (sin. Lotus glaber Mill.) y Rumex crispus L. Estas especies se eligieron sobre la
base de estudios previos, dado que representan las cuatro configuraciones anatdmicas
reconocidas por la literatura con relacion a la disposicion de aerénquima en la corteza
radical (Insausti ef al., 2001; Grimoldi et al., 2005; Striker et al., 2007). Se extrajeron
plantas de esas especies de un pastizal inundable de la Pampa Deprimida dentro de
poblaciones vegetales de praderas himedas de mesofitas (Perelman et al., 2001) y se
transplantaron a macetas de 4 L con arena y suelo del horizonte A del pastizal (1:1). El
suelo es un Natracuol tipico con un horizonte A con 3.3% de materia organica, ubicado
en un relieve plano con muy baja escorrentia y un drenaje pobre (Taboada y Lavado
1988). La comunidad es de praderas humedas de mesofitas (Perelman et al., 2001),
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fitosociologicamente definidas como Piptochaetium montevidensis, Ambrosia tenuifolia,
Eclipta bellidioides y Mentha pulegium (Burkart et al., 1990). Las plantas se extrajeron
del campo cuando el suelo no estuvo inundado hacia finales del otofo, se dejaron
aclimatar por 3 meses, y a partir de estas plantas adultas se hicieron clones de menor
tamafio con los que se trabajé. Los tratamientos se hicieron en la época de crecimiento
que es primavera y que coincide con el periodo posible de inundaciones en el pastizal.
Las plantas fueron transferidas a un invernaculo de la Facultad de Agronomia-UBA, en
condiciones semi-controladas de temperatura. Luego de tres meses de aclimatacion, se
seleccionaron 10 (diez) individuos homogéneos de cada especie, es decir, del mismo
estadio ontogénico, similar tamafio, y se transfirieron a cultivo en hidroponia con
burbujeo de O, (aireacion del sistema por bomba comercial para peceras) y flujo
continuo de solucién nutritiva 4 Hoagland III enriquecida con los nutrientes: H;BOs,
0.23uM; MnCl,, 0.71uM; ZnSO4, 5nM; (NH4)¢M07024, 0.6 nM; CuSO4, 1.6 nM
(Colmer, 2003b). Luego de una semana de crecimiento en este medio, entre 5 (cinco) y
10 (diez) individuos de cada especie se sometieron a 2 tratamientos en un disefio
experimental completamente aleatorizado (DCA) por 10 dias: i) mantenimiento de
testigos con burbujeo constante de aire (21% O,) y i1) anoxia por estancamiento, con un
burbujeo inicial con N,, de manera de extraer todo el oxigeno disuelto del medio, y con
el agregado de agar (0.1% p/v) para limitar la difusion de oxigeno del ambiente a la
solucioén donde crecen las raices, siguiendo la metodologia propuesta por Wiengweera et
al., (1997). En ambos casos se probo la efectividad de los tratamientos con un medidor
de oxigeno disuelto (Lutron DO-5510). En el tratamiento de oxigenacidn se obtuvieron
concentraciones de oxigeno disuelto de 7.9 mg O, L™, mientras que bajo anaerobiosis se
registraron valores de 0.5 mg O, L™ caracterizando ambientes aerébicos y anaerdbicos,
respectivamente (Drew, 1997; Kotula et al., 2009). Los tratamientos se hicieron en la
época de activo crecimiento de las plantas (primavera-verano) y que coincide con el
periodo de inundaciones en el pastizal.

Tasa de elongacion de raices adventicias

Se determino la longitud de raices adventicias para cada combinacion de especie y
tratamiento. Para ello, las plantas fueron transferidas desde el cultivo en hidroponia a
camaras de vidrio transparentes y cilindricas de 700 ml de capacidad, de 6.5 cm de
diametro y 18 cm de largo (Figura 2.3). Las cdmaras contenian el mismo medio que las
piletas de crecimiento segln el tratamiento: 1) soluciéon de Hoagland "4 burbujeada con
O, y ii) solucidon de Hoagland %4 con agar 0.1% previamente burbujeada con N,. Las
camaras estuvieron recubiertas de papel de aluminio, para evitar la incidencia de la luz
en las raices y la temperatura fue controlada diariamente. Se seleccionaron entre dos (2)
y diez (10) raices adventicias por planta y se marcaron de manera de no interferir con su
crecimiento. Esto consistid en separar con un hilo las raices que no se fotografiaron, de
modo de dejar libres aquellas a ser fotografiadas. Periddicamente se fotografiaron las
raices marcadas hasta que cesé su crecimiento, registrando el dia y la hora, con el
objetivo de determinar su tasa de elongaciéon (mm h™). Las imagenes se analizaron con
el programa Image Tool 3.0 (Wilcox et al., 2002), donde se midi6 la longitud en pixeles
en las raices identificadas. Posteriormente, estos resultados en pixeles fueron
transformados a mm.
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Figura 2.3. Esquema del sistema de medicion de crecimiento radical, donde se muestra la camara de
crecimiento con el burbujeo de aire y de N,, simulando condiciones aerdbicas y anaerdbicas,
respectivamente. Con linea de puntos se muestran las raices marcadas.

Mediciones de pérdida radial de oxigeno de las raices (ROL)

Al finalizar los tratamientos, las plantas fueron transferidas a una caja de material
plastico transparente (Figura 2.4), que contenia 0.1% (p:v) de agar con solucion
Hoagland a "4, siguiendo la metodologia propuesta por Armstrong et al., (2000). Dicha
solucion fue previamente desoxigenada mediante burbujeo de N, durante
aproximadamente 15 minutos. El agar se utilizo para prevenir el intercambio de oxigeno
entre la solucion y la atmdsfera, y de esta manera, garantizar que la planta capture el
oxigeno so6lo a través de su parte aérea (Wiengweera et al., 1997). Cada una de las raices
adventicias medidas, de aproximadamente 10 dias de edad, fue cuidadosamente
sostenida horizontalmente en el interior de la caja mediante guias y se posicioné como
se muestra en la Figura 2.4. Tanto la parte aérea de la planta como el resto de su sistema
radical, permanecieron aislados de la raiz adventicia mediante un tabique, con el fin de
mantener el medio donde se encontraba la raiz a medir libre de oxigeno. Una vez
establecido el sistema, se midio la pérdida radial de oxigeno (ROL) con microelectrodos
de oxigeno (OX100, OX25, Unisense, Denmark), conectados a un pico-amperimetro
(PA2000) que registra la senal eléctrica de manera continua. El pico-amperimetro se
conect6 a una computadora donde la sefial eléctrica fue transformada a concentracion de
oxigeno (mg L) (Sensor Trace Basic, Ver. 1.2, Unisense). El microelectrodo fue
previamente calibrado introduciéndolo en una cédmara de calibracion (CAL300,
Unisense) con agua destilada burbujeada con aire (21% O,) y posteriormente burbujeada
con N, para generar un medio libre de oxigeno. Se midi6 con un termdémetro la
temperatura del agua de la camara. Con estas lecturas se construyd una curva de
calibracion, que permitié transformar la sefial eléctrica (pA) en unidades de
concentraciéon de oxigeno (mg L™). Los microelectrodos se posicionaron verticalmente
sobre la raiz a 0.5; 1; 2; 3, 4 y 5 cm de distancia desde el apice, con el objetivo de
caracterizar el patron espacial de ROL a lo largo de cada raiz. Para un preciso
posicionamiento del microelectrodo se utilizd6 un micromanipulador manual (MM33,
Unisense, Denmark) y se observo con una lupa el movimiento del mismo. La pérdida
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radial de oxigeno (ROL) desde la raiz hacia la rizosfera se calculd segun la ecuacion
propuesta por Henriksen et al., (1992), usando las mediciones de concentracion de
oxigeno en dos posiciones radiales (ver mas abajo):

O=2nD c,-¢; (nmol m?s™)
In (12/11)

Donde D es el coeficiente de difusion del oxigeno en el medio (en el agua a 23° C:
2.27x10"" m?s™), C, es la concentracion de oxigeno en la superficie de la raiz (mol m™)
calculada a partir de la presion parcial, C; es la concentracion de oxigeno a 100 um de
distancia de la superficie de la raiz, r, es la distancia radial desde el centro de la raiz (m)
y 11 es su radio (m). El didmetro de la raiz se determind, en cada una de las posiciones
de medicion de ROL, mediante el analisis de la imagen digitalizada de la raiz, con el
software de uso libre Image Tool 3.0 (Wilcox et al., 2002). Las mediciones de ROL se
hicieron en un ambiente con temperatura controlada entre 20-23° C e irradiancia con un
flujo de fotones de 350 pmol m? s™ (Armstrong et al., 2006). Se midieron de 1 a 3
raices por planta y se tomaron 5 (cinco) plantas por cada tratamiento y por especie.
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Figura 2.4. Esquema del sistema de medicion de ROL, con la raiz adventicia en forma horizontal, en un
medio anaerdbico con agar 0.1%. Adaptado de Armstrong ef al., (2000).

Analisis anatomicos (aerénquima y cuantificacion de suberina)

Luego de las mediciones de la pérdida radial de oxigeno de las raices adventicias, éstas
se fijaron en alcohol 70° para su posterior analisis anatdmico. Los cortes histologicos se
realizaron en cuatro de las seis posiciones en las que previamente se midi6 la pérdida
radial de oxigeno (0.5, 1, 2 y 4 cm desde el apice). Tanto para el andlisis de los cortes en
el microscopio con luz blanca como para el analisis con fluorescencia, porciones
transversales de raices de aproximadamente 10 cm se incluyeron en parafina y se
cortaron secciones de 15-20 um de espesor con micrétomo de rotacion. A partir de estos
cortes se determind la formacién, disposicion espacial y porcentaje de aerénquima, tanto
constitutivo (condiciones control) como el generado en la condicién de anoxia
(aerénquima inducido), utilizando un microscopio Optico con escala (10X, Axioplan,
Zeiss, Germany). La deposicion de suberina en las capas externas de la corteza radical
se visualizdo mediante excitacion por fluorescencia a 395 nm y se realizé una medicion
semicuantitativa a partir de las imagenes digitalizadas, utilizando el software WinRhizo
(Regent Instruments Inc, Canada). Este software permitié cuantificar el area
suberificada (distinguida por la intensidad del color y el espesor) en relacion al area total
de la seccion transversal de la raiz. A su vez, se cuantifico el nimero de capas y grosor
de las paredes celulares de la zona externa de la corteza (no aerenquimatica) a fin de
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identificar, junto con la deposicion de suberina, las posibles barreras a la pérdida radial
de oxigeno.

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos para este primer capitulo se analizaron separadamente para
cada especie mediante una ANOVA de una via con “tratamiento de O,” como factor
principal para un disefio completamente aleatorizado. La significancia de las diferencias
entre los tratamientos se evalud con un test de Tukey (P<0.05). Previamente se verifico
la normalidad y homogeneidad de varianzas. Las variables que involucraron
proporciones fueron transformadas (arcsenVx) antes de realizar los analisis. Los analisis
se hicieron con el software estadistico InfoStat version 2010 (Grupo InfoStat, FCA,
Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). Los resultados se presentan como valores
promedio no transformados =+ el error estandar.

A.3 RESULTADOS
Porcentaje de aerénquima

En condiciones optimas de oxigenacion las especies tuvieron entre 12.5% (en P.
geminatum) y 47% (en L. tenuis) de aerénquima en sus raices de manera constitutiva
(Cuadro 2.1). Bajo condiciones de anaerobiosis, el porcentaje de aerénquima de las
raices adventicias se incrementd significativamente en todas las especies (P<0.001),
aunque no en la misma magnitud. Las especies con mayor respuesta a la falta de
oxigeno fueron P. geminatum y R. crispus mostrando un incremento de casi 2.5y 1.7
veces en el porcentaje de aerénquima, mientras que L. tenuis y C. eragrostis fueron las
que menor incremento tuvieron (1.2 y 1.6 veces, respectivamente). A su vez, a lo largo
de la raiz el porcentaje de aerénquima se incrementd con la distancia desde el apice en
las especies graminoides, mientras que en las dicotiledoneas no hubo diferencias entre
los 0.5 cm y los 4 cm desde el apice (P>0.05, Cuadro 2.1).

Cuadro 2.1. Porcentaje de aerénquima a lo largo de raices adventicias de plantas conspicuas del pastizal
humedo, crecidas bajo dos condiciones de oxigenacion: A: aerdbico; AN: anaerdbico. 0.5, 1, 2 y 4 indican
la distancia (en cm) desde el &pice de la raiz donde se realizaron los cortes.

% Aerénquima

Distancia R. crispus C. eragrostis L. tenuis P. geminatum

oste el A AN A AN A AN A AN
apice

0.5 398+4b  63.8+22a 24543.1b 44.6+48a 487+25b 59.6+7.1a 148+2.1a 14.7+33a

1 37.5+6.8b 622+12a 275£57b 43.2+1.8a 443+7.1b 55.7+7.8a 10.1x1.6b 29.3+42a

2 346+3.5b 629+1.0a 353+56b 46.7+2.0a 4524+73b 589+3.0a 8+1.3b 31.6+3.8a

4 293+4.6b 539+25a 34+49b 51.143.8a 53.4+3.6b 57.5+53a 17.2427b 37+1.8a

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos, para cada una de las
posiciones.

Pérdida radial de oxigeno

La pérdida radial de oxigeno (ROL) se modificod segln la especie y el tratamiento. Bajo
condiciones anaerobicas, las dicotiledoneas tuvieron mayor pérdida radial de oxigeno
que las graminoides (Figuras 2.5a y 2.5¢). Dentro de las especies dicotiledoneas, R.



17
TESIS DOCTORAL
Biél. M.Sc. MILENA E. MANZUR

crispus tuvo el mismo patron de ROL bajo las dos condiciones de oxigenacion, y con
una mayor pérdida de oxigeno cerca del apice (Figura 2.5a). Por el contrario, L. tenuis
mostro dos patrones espaciales de ROL a lo largo de la raiz, segin el nivel de
oxigenacion. Bajo condiciones aerobicas, el ROL permanecio constante desde el apice
hasta la base de la raiz y siempre fue significativamente menor que bajo condiciones
anaerobicas (Figura 2.5c). Bajo el tratamiento de anaerobiosis, la pérdida radial de
oxigeno en las raices de Lotus fue mayor e interesantemente se observé una disminucion
del ROL a medida que aumentd la distancia desde el apice (Figura 2.5¢). Por su parte,
las raices de las especies graminoides tuvieron dos tipos de respuestas. En el caso de P.
geminatum, la pérdida radial de oxigeno fue muy baja siempre sin diferir entre los
tratamientos, ni a lo largo de las distintas posiciones de la raiz (Figura 2.5d). El patron
espacial de ROL de C. eragrostis mostr6 una mayor pérdida en el dpice bajo las dos
condiciones de crecimiento, que fue disminuyendo hacia la base de la raiz. Dicha
disminucion fue significativamente mayor bajo condiciones de anaerobiosis, como pudo
observarse a partir de los 3 cm de distancia desde el apice (P<0.05; Figura 2.5b), lo cual
sugiere la induccion de una barrera a la pérdida de oxigeno causada por el tratamiento

anoxico.
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Figura 2.5. Patron espacial de la pérdida radial de oxigeno (ROL) de cuatro especies conspicuas del
Pastizal inundable: a) Rumex crispus, b) Cyperus eragrostis, c) Lotus tenuis y d) Paspalidium geminatum,
crecidas bajo condiciones de hidroponia con burbujeo constante (aerdbico) y sin burbujeo (anaerébico con
agar 0.1%). Las mediciones se realizaron en 6 posiciones desde el apice hacia la base de la raiz. Cada
punto representa un promedio de 5 a 8 plantas (3-7 raices medidas por planta) + error estandar.
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Suberizacion

A partir del andlisis de las imagenes de las secciones transversales de las raices, se
cuantificé la proporcion de suberina en la corteza radical (porcentaje de area de tejido
con deposicion de suberina en relacion al area total del corte excluido el cilindro central
y la endodermis). Los resultados mostraron que, al igual que el porcentaje de
aerénquima, la proporcion de suberina difiri6 entre los tratamientos de oxigenacion en
tres de las cuatro especies. En términos generales, la proporcién de suberina en las
paredes de las células de la corteza radical fue mayor en las graminoides que en las
dicotiledoneas, especialmente bajo condiciones anaerdbicas (comparar en cada una de
las posiciones de la Figura 2.7). En las raices de P. geminatum (Figura 2.6d), la
deposicion de suberina se increment6 a partir de los 2 cm de distancia desde el apice
hasta alcanzar valores mayores al 5% hacia la base de la raiz; mientras que en C.
eragrostis el engrosamiento de las paredes (asociada a una mayor proporcion de
suberina) ya se observo desde 1 cm de distancia desde el apice hacia la base de la raiz
alcanzando valores cercanos al 10% (Figura 2.6b). En el caso de las dicotiledoneas, bajo
ninguna condicion/posicion los valores de proporcion de suberina superaron el 2.5%
(Figura 2.6a-d). En particular, las raices adventicias de R. crispus no tuvieron una mayor
deposicion de suberina a lo largo de los 4 cm analizados y los valores fueron mucho
menores que en las graminoides (<1% vs. >2 al 12% en graminoides; Figura 2.6a). Por
su lado, en las secciones de L. tenuis se observo una mayor deposicion de suberina bajo
estas condiciones (P<0.05) que bajo condiciones aerdbicas, aunque no hubo variaciéon a
lo largo de la raiz (P>0.05; Figura 2.6¢).
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Figura 2.6. Secciones transversales de raices adventicias a 0.5 y 4 cm de distancia desde el apice. Las
plantas crecieron bajo condiciones de aireacion (panel izquierdo) y estancamiento (panel derecho) durante
10 dias. La barra representa 100 um. Las flechas indican la zona de la exodermis suberificada, y el
distinto grosor indica cualitativamente la cantidad de suberina. a) Rumex crispus; b) Cyperus eragrostis;
¢) Lotus tenuis y d) Paspalidium geminatum.
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Figura 2.7. Proporciéon de suberina (porcentaje de tejido suberificado en relacion al area total de la
seccion transversal de la raiz adventicia) para cuatro posiciones a lo largo de la raiz: a) 0.5,b) 1,¢) 2 y d)
4 cm desde el apice; creciendo bajo dos condiciones de oxigenacion: A: aerdbica y AN: anaerdbica,
durante 10 dias. Rc: Rumex crispus; Ce: Cyperus eragrostis; Lt: Lotus tenuis; Pg: Paspalidium
geminatum. Las barras son promedio de 3-7 raices para cada posicion por tratamiento =+ el error estandar.
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Elongacion de raices

Se calcul¢ la tasa de elongacion de las raices adventicias en su fase lineal, crecidas en
medio aerdbico y anaerdbico por aproximadamente 15 dias. A partir de la ecuacion
ajustada para cada especie, se observd que las raices de las dicotiledoneas tuvieron una
menor tasa de elongacion bajo condiciones anaerobicas en relacion a la condicion
aerébica (test de pendientes: P<(.05). Dicha menor tasa de elongacion radical se
registro tanto para R. crispus como para L. tenuis, ambas dicotiledoneas que tuvieron
una muy baja proporcidon de suberina en su corteza externa y una alta pérdida radial de
oxigeno bajo anaerobiosis. Sin embargo, cabe aclarar que para L. fenuis la magnitud de
la caida en la tasa de elongacion radical fue menor (comparar Figuras 2.8a y 2.8c). Por
el contrario, las graminoides mantuvieron la tasa de elongacion de sus raices
independientemente de haber crecido €stas en medio aerdbico o anaerdbico (test de
pendientes: P>(.05) (Figuras 2.8b y 2.8d). En este sentido, ambas graminoides habian
registrado una alta proporcion de suberina en la corteza radical y una baja pérdida radial
de oxigeno, presumiblemente asociada a la presencia de dicha barrera (suberina)
previniendo la salida de oxigeno de las raices.
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Figura 2.8. Longitud de raices adventicias de especies herbaceas conspicuas del Pastizal inundable de la
Pampa Deprimida, creciendo bajo dos condiciones de aireacion: con oxigeno y sin oxigeno (agar 0.1%
p:v) durante 20 dias; a) Rumex crispus; b) Cyperus eragrostis; c) Lotus tenuis y d) Paspalidium
geminatum. En cada panel se muestran las ecuaciones ajustadas para cada set de puntos. Cada punto
representa el promedio de 4-10 raices por tratamiento =+ el error estandar.
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A.4. DISCUSION

Si bien trabajos anteriores han demostrado la tolerancia a la inundacion que, en términos
de acumulacion de biomasa, tienen las especies que habitan el pastizal inundable [ver
para P. dilatatum, L. tenuis Grimoldi et al., (2005); Striker et al., (2008; 2011); para C.
eragrostis y R. crispus Voesenek et al., 1990; Voesenek y Colmer, (2006); Chen et al.,
(2010), para P. geminatum Insausti et al., (1999)], en este capitulo se evaluo la
tolerancia a la anoxia causada por inundacion, en términos de elongacion de raices,
caracteristicas anatomicas y su funcionamiento. Cabe destacar que los resultados
encontrados en este capitulo con relacion a la capacidad de crecimiento de las raices son
coincidentes con lo reportado en los trabajos mencionados en términos de biomasa
acumulada a nivel de planta entera. El porcentaje de aerénquima, la presencia y/o la
induccion de una barrera en la corteza radical que limita la pérdida radial de oxigeno y
la tasa de elongacion de las raices, fueron los atributos que se modificaron con la
reduccion de los niveles de oxigeno en el medio de crecimiento.

Bajo condiciones de anaerobiosis la generacion de aerénquima es un proceso relevante
en la oxigenacion de las raices, aunque no el unico

La oxigenacion de las raices bajo condiciones de anaerobiosis estd relacionada con sus
caracteristicas anatodmicas, que afectan su funcionamiento y crecimiento (Colmer,
2003b; Enstone y Peterson, 2005). Una de las principales respuestas anatdémicas en las
especies tolerantes a la inundacion estd relacionada con el aumento en la porosidad de
sus Organos, mediante la diferenciacion de tejido aerenquimatico, que le permite a la
planta mantener el intercambio de gases con el medio bajo condiciones de baja
velocidad de difusion (i.e. suelo saturado) (Armstrong ef al., 1991). Los resultados de
este capitulo mostraron que el porcentaje de aerénquima en las raices se incrementd bajo
condiciones limitantes de oxigeno en la rizosfera, en las cuatro especies estudiadas
(Cuadro 2.1). Las raices de las especies graminoides generaron aerénquima bajo
condiciones de anaerobiosis al igual que las de las dicotileddneas, aunque el oxigeno
disponible para la porcion mas apical de las raices parecio verse limitado por la mayor
pérdida radial de oxigeno en las dicotiledoneas si se considera su caida en la tasa de
elongacion radical (Figuras 2.5a y 2.5¢). El mayor incremento de tejido aerenquimatico
fue para R. crispus y para P. geminatum (2.5 veces mas en anaerobiosis; Cuadro 2.1),
siendo esta ultima especie la que menor pérdida radial de oxigeno tuvo (Figura 2.5),
facilitando una mayor disponibilidad de oxigeno para las células del apice de la raiz.
Trabajos anteriores han demostrado que las especies con mayor tolerancia a la
inundacion (anaerobiosis) tuvieron el mayor porcentaje de aerénquima, como el caso de
Paspalidium paludivagum, donde el porcentaje de aerénquima supero el 40% (Grimoldi
et al., 2005). Las dicotiledoneas también incrementaron el porcentaje de aerénquima,
aunque el transporte de oxigeno hacia la region mas apical de la raiz no solo va a
depender de aumentar el porcentaje de aerénquima, como se discutird mas adelante.
Resultados previos en otras dicotiledoneas tolerantes a los suelos inundados mostraron
también que la porosidad se incremento, pero que el arreglo espacial del aerénquima
diferia entre especies (Grimoldi et al., 2005).

Se sabe que el aumento del tejido aerenquimatico disminuye la carga respiratoria
de las células de la corteza radical (Hsiao y Huang, 1989), incrementando la
disponibilidad de oxigeno para los tejidos mas apicales y lejanos a la fuente (Armstrong
y Armstrong, 2005). Sin embargo, si no existiera una barrera fisica que limite la pérdida
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de oxigeno hacia la rizésfera, éste sera liberado, con la consecuente caida en la
disponibilidad para los tejidos apicales (Colmer, 2003a). Especies de ambientes
inundables como Caltha palustris, Carex acuta y Juncus effusus han mostrado bajos
niveles de pérdida radial de oxigeno en condiciones de escasa oxigenacion, alin
habiendo duplicado su porosidad (Visser et al., 2000). Dichos resultados sugirieron la
existencia de una barrera fisica que estaria limitando la pérdida radial de oxigeno,
aunque no se llegd a corroborarlo (Visser et al., 2000). Los resultados de este capitulo
aportan informacion novedosa en este sentido, permitiendo relacionar las diferentes
caracteristicas anatémicas de las diferentes tipologias radicales, en particular la
proporcion de suberina en la corteza externa como candidata a ser la barrera fisica que
limita la salida de oxigeno al exterior de la raiz (ver mas adelante). En sintesis, puede
afirmarse que, bajo condiciones de anaerobiosis, las especies tolerantes a la inundacion
deben ser capaces, en primer lugar, de generar o incrementar su tejido aerenquimatico,
mejorando la aireacion de los 6rganos sumergidos. En segundo lugar, una vez generado
este aerénquima, las especies capaces de conducir el oxigeno de una manera eficiente
hacia los apices radicales seran aquellas que limiten la pérdida de este gas hacia la
rizosfera (Colmer y Voesenek, 2009).

En condiciones anaerdbicas de crecimiento las especies graminoides tienen menor
pérdida radial de oxigeno (ROL) que las dicotiledoneas

Un potencial destino para el oxigeno transportado a través del tejido aerenquimatico es
la rizosfera, donde el consumo por parte de los microorganismos del suelo y la
oxidacion de compuestos reducidos son los principales procesos que alli ocurren (Visser
et al., 2000; Armstrong y Armstrong, 2005). Sin embargo, este proceso de pérdida radial
de oxigeno (ROL) tiene un patron espacial variable a lo largo de las raices y a su vez,
puede ser diferente entre las especies que habitan lugares anegables (Jackson y Drew,
1984; Jackson y Armstrong, 1999). Los resultados descritos en este capitulo mostraron
que, bajo condiciones anaerdbicas de crecimiento, el oxigeno captado por la parte aérea
de las plantas y transportado hacia los tejidos sumergidos, se fue liberando gradualmente
hacia la rizosfera desde el dpice (mayor pérdida) hacia la base de la raiz (menor pérdida)
(Figuras 2.5a, 2.5b y 2.5¢). La tnica especie que no tuvo este tipo de respuesta fue P.
geminatum, que siempre mantuvo bajos niveles de ROL (Figura 2.5d). Esto podria estar
asociado a la mayor deposicion de suberina en la exodermis bajo condiciones de baja
disponibilidad de oxigeno (Figura 2.6d) y también, al bajo porcentaje relativo de
aerénquima constitutivo que tuvieron sus raices en condiciones Optimas de oxigenacion
(Cuadro 2.1). Por el contrario, las raices de L. tenuis y R. crispus tuvieron alto
porcentaje de aerénquima y poca deposicion de suberina en condiciones anaerobicas,
derivando en una mayor pérdida radial de oxigeno que las graminoides (comparar
Figuras 2.5a y 2.5¢ vs. 2.5b y 2.5d). Este patron espacial de la pérdida radial de oxigeno
ha sido descrito en raices de algunos cultivares de arroz (Schreiber et al., 2005) y en
respuesta a otros tipos de estrés abidtico (i.e. estrés salino, Krishnamurthy ez al., 2009).
El patron espacial de ROL encontrado para C. eragrostis (Figura 2.5b) en funcién de la
concentracion de oxigeno en el medio de crecimiento también ha sido descrito en
especies de ambientes inundables como Phragmites australis y Glyceria maxima
(Soukup et al., 2007). Las diferencias encontradas entre las especies de los distintos
grupos funcionales podrian estar explicadas por: a) La deposicion de suberina en las
paredes de las células exodérmicas que dejan perder mds o menos oxigeno hacia la
rizosfera; b) La carga respiratoria de las células parénquimaticas, de acuerdo al
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porcentaje de aerénquima generado (Colmer y Greenway, 2011); ¢) El tipo de arreglo
espacial del aerénquima, algo que aun no se ha estudiado en relacion a la pérdida radial
de oxigeno y que merece futuras investigaciones.

La suberina en la exodermis de las raices seria la barrera fisica a la pérdida radial de
oxigeno hacia la rizosfera

Estudios recientes han mostrado correlaciones negativas entre la pérdida radial de
oxigeno (ROL) y el desarrollo de una barrera fisica en la corteza radical de plantas que
crecen en ambientes inundables, aunque esta respuesta puede ser variable entre las
especies (De Simone et al., 2003). Con respecto a las cuatro especies examinadas en
esta tesis, era esperable que difirieran en el patron de suberizacion de la corteza radical,
ya que tuvieron diferentes patrones espaciales de ROL. A partir del analisis histologico
de las imdagenes digitalizadas de las raices, se realizd una aproximacion semi-
cuantitativa de la deposicion de suberina en la exodermis, que permiti6 caracterizar la
respuesta anatomica de las raices al medio de crecimiento (Figura 2.6). Los resultados
mostraron que las graminoides tuvieron un alto contenido constitutivo de suberina, es
decir bajo condiciones aerdbicas de crecimiento, como lo indicd la intensidad de
fluorescencia de la exodermis (Figuras 2.6b y 2.6d), mientras que en las dicotiledoneas
fue, en ocasiones, casi indetectable (R. crispus) o significativamente inferior (L. tenuis;
Figura 2.6a y 2.6c, respectivamente). La presencia de una barrera constitutiva en la
exodermis ya se sugirid a partir de los patrones de ROL descritos por Visser et al.,
(2000) en Carex acuta y Juncus efussus. También en otras especies de ambientes
anegables como Echinocloa crus-galli, Schoenoplectus validus (McDonald et al., 2001,
2002). La deposicion de suberina también puede inducirse en respuesta a la escasez de
oxigeno en especies tolerantes a la inundacion como Oryza sativa (Colmer, 2003a y b;
Kotula y Steudle, 2009), Zea mays (Enstone y Peterson, 2005) y en diversas especies de
ambientes inundables como Lolium multiflorum (McDonald et al., 2002) y Hordeum
marinum (Garthwaite et al., 2003). La capacidad de inducir una deposicion extra de
suberina que contribuya a la barrera contra la pérdida radial de oxigeno se observd
solamente en la region mas basal de las raices de C. eragrostis crecidas bajo condiciones
de anaerobiosis (Figura 2.6b). Cabe destacar que en algunos de estos trabajos se ha
determinado analiticamente la cantidad de suberina en las raices, con el objetivo de
caracterizar anatdmicamente a las raices (tesis doctoral Lucasz Kotula (Alemania),
Kotula y Steudle, 2009). Si bien los resultados de esta tesis son semi-cuantitativos en
relacion a esta variable, se relacionan con la posicion espacial en la raiz y con la pérdida
radial de oxigeno en cada una de las especies estudiadas. La relacion encontrada para la
cantidad de suberina en la corteza en regiones sub-apicales de las raices pueden estar
respondiendo también a otros factores asociados a los suelos inundados anoxicos (De
Simone et al., 2003), como por ejemplo a la generacion de compuestos tdxicos
derivados de este ambiente reductor (Ponnamperuma, 1984). La existencia y/o la
induccion de una barrera fisica en las raices que limite la pérdida radial de oxigeno seria
entonces una respuesta fisioldgica adaptativa muy importante, que le permitiria a las
plantas mantener el apice radical oxigenado en suelos inundados anaerdbicos (Colmer et
al., 1998). Las especies graminoides estudiadas en este capitulo experimental podrian
estar adoptando este tipo de estrategia, mientras que las dicotiledoneas desarrollarian
una estrategia diferente que involucra una mayor pérdida radial de oxigeno (ROL),
manteniendo oxigenada la rizésfera. En tales casos, la ventaja de mantener la rizosfera
oxigenada se relacionaria con evitar la entrada a la raiz de formas i6nicas reducidas de
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hierro, manganeso y azufre principalmente (Armstrong, 1979; Soukup et al., 2002;
Pedersen et al., 2004; Armstrong y Armstrong, 2005), que pueden provocar toxicidad
16nica especifica para las plantas. De manera opuesta, el desarrollo de una barrera fisica
impediria la entrada de estas formas toxicas de los iones (graminoides). Las
implicancias de adoptar una u otra estrategia no se han investigado aun y es un
interrogante plausible de ser estudiado en especies de ambos grupos funcionales de los
pastizales pampeanos.

La tasa de elongacion de las raices adventicias podria ser un atributo indicador de la
capacidad de oxigenar el apice radical bajo condiciones limitantes de oxigeno

La tasa de elongacién de las raices adventicias es un atributo morfologico que se
relaciona con su capacidad de oxigenacion. En condiciones limitantes de oxigeno, el
crecimiento de las raices adventicias podria verse comprometido (Colmer y Greenway,
2011). No obstante, el diferente grado de tolerancia a las condiciones anaerdbicas que
tienen las especies, les permite mantener la tasa de elongacion de sus raices adventicias
y, de este modo, no comprometer el funcionamiento y supervivencia de la planta durante
una inundacion. En este sentido, las raices de las especies graminoides mantuvieron la
misma tasa de elongacion en ambas condiciones de crecimiento (comparar pendientes
en la Figuras 2.8b y 2.8d), por lo que su capacidad de elongaciéon no se vio limitada por
la baja concentracion de oxigeno en el medio de crecimiento. Resultados similares se
han encontrado en genotipos de arroz, donde se vio que la tasa de elongacion no cambio
bajo condiciones limitantes de oxigeno, aunque las observaciones no fueron periddicas y
no se obtuvo la tasa de elongacion como la pendiente de la recta ajustada entre la
elongacion y el tiempo (Suralta y Yamauchi, 2008). La capacidad de mantener la tasa de
elongacion bajo condiciones de baja oxigenacion puede influir en la exploracion de
nutrientes en suelos anaerobicos/reducidos y proveer una ventaja competitiva para la
reactivacion del crecimiento de las raices una vez pasada la inundacion y restablecidos
los niveles optimos de oxigeno (Colmer, 2003a). Sin embargo, los resultados
encontrados para L. tenuis y R. crispus difirieron de lo encontrado en las graminoides
respecto a la tasa de elongacion de las raices y el incremento del tejido aerenquimatico,
ya que la tasa de elongacién disminuy6 en las dicotiledoneas cuando la disponibilidad
de oxigeno fue baja (Cuadro 2.1 y Figuras 2.8a y 2.8¢c). Los resultados antes descritos
sugieren que existiria una relaciéon de compromiso entre mantener la tasa de elongacioén
de las raices (alta capacidad de oxigenacion del apice) y liberar el oxigeno a lo largo de
la raiz, manteniendo la rizésfera oxigenada.

Arreglo espacial del aerénquima, deposicion de suberina y pérdida radial de oxigeno:
son necesarias futuras aproximaciones para dilucidar como se relacionan
funcionalmente dichos atributos

Las especies de la Pampa Deprimida que fueron elegidas para estudiar los patrones de
oxigenacion y como esto se relaciona con la tasa de elongacién de las raices,
permitieron responder preguntas relacionadas con: a) Cémo cambia la anatomia de las
raices adventicias en respuesta a la baja concentracion de oxigeno, simulando lo que
sucede en el suelo como consecuencia de una inundacion; b) Si los patrones de pérdida
radial de oxigeno (ROL) cambian entre especies y entre tratamientos (aireado vs.
anaerobico) y ¢) Como repercute esto en la elongacion de las raices. Ademas de permitir
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contestar algunas preguntas, y de someter a prueba las hipotesis planteadas en la
introduccion, los resultados de este capitulo dieron lugar a nuevos interrogantes. Por un
lado, a nivel de 6rgano y desde el punto de vista anatomico, seria interesante dilucidar:
¢ Cual es el significado funcional de tener uno u otro arreglo espacial de aerénquima? y
JEn qué medida los diferentes arreglos espaciales (a igual porcentaje de aerénquima)
afectan a la pérdida radial de oxigeno (ROL)? La hipoétesis que se desprende y que seria
interesante someter a prueba en un futuro establece que: la tipologia del aerénquima
afectaria la pérdida radial de oxigeno (ROL), dado que la superficie de intercambio con
el medio varia segin si los espacios de aire estdn dispuestos de manera radial
(Paspalidium), paralelos a la epidermis (Cyperus), si son numerosos y de menor
perimetro (Rumex) o si son de forma irregular en grandes lagunas de aire (Lotus). Por
otro lado, a nivel de planta (y tal vez de poblacion), y teniendo en cuenta el
funcionamiento de las especies dentro del Pastizal, seria interesante estudiar el efecto de
tener una u otra estrategia (perder mas o menos ROL hacia la rizésfera) y como
condiciona al funcionamiento del pastizal cuando las especies graminoides y
dicotiledoneas coexisten bajo condiciones de suelo saturado (andxico).
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Capitulo 3

ESTRATEGIAS DE CRECIMIENTO DE Lotus tenuis y Paspalum dilatatum
FRENTE A INTENSIDADES CRECIENTES DE INUNDACION

Resultados parciales de este capitulo fueron publicados en: Manzur ME, Grimoldi AA, Insausti P, Striker
GG. 2009. Escape from water or remain quiescent? Lotus tenuis changes its strategy depending on depth
of submergence. Annals of Botany 104: 1163—1169.
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B.1 INTRODUCCION

La inundacion reduce drasticamente la disponibilidad de oxigeno en el suelo, afectando
negativamente el crecimiento y la supervivencia de las plantas (Armstrong, 1979;
Colmer, 2003b; Voesenek et al., 2006). Cuando la profundidad del agua aumenta, se
intensifica el estrés, ya que se restringe la captura de oxigeno y dioxido de carbono
debido a la baja velocidad de difusion de estos gases en el agua. Por lo tanto, la
severidad del estrés va a depender de la profundidad del agua. Como consecuencia, las
plantas pueden desarrollar dos estrategias de supervivencia contrastantes si la sumersion
es parcial o completa (Bailey-Serres y Voesenek, 2008). En arroz (Metraux y Kende,
1983), maiz (Jackson, 1989) y Paspalum dilatatum (Insausti et al., 2001), la sumersion
de la base del tallo promueve su elongacién (escape), mientras que la sumersion
completa puede inducir esta misma respuesta en plantulas de arroz (Setter y Laureles,
1996), en Rumex palustris (Voesenek et al., 2000) y en otras especies. En respuesta a la
sumersion parcial, las plantas tolerantes incrementan su particion de carbono y
nutrientes hacia la parte aérea, permitiendo la rapida elongacion, con el fin de emerger
del agua y ubicar mas area foliar en contacto con la atmdsfera (Striker et al., 2008). Por
el contrario, algunas plantas son capaces de tolerar largos periodos de sumersion
completa, utilizando sus carbohidratos de reserva para mantener un metabolismo basal
hasta que el nivel del agua disminuya (Blom et al., 1994; Parolin, 2009). Esta segunda
estrategia se conoce como quiescencia (Bailey-Serres y Voesenek, 2008). Hasta el
momento, la capacidad para adoptar esta estrategia se ha descrito en diferentes
cultivares de arroz (Setter y Laureles, 1996), en Ranunculus repens (Lynn y Waldren,
2003) y en Rumex crispus (Laan y Blom, 1990; Voesenek et al., 1990). Sin embargo, la
posibilidad de que plantas individuales de una especie o ecotipo puedan adoptar una u
otra estrategia segun la profundidad del agua, no se habia investigado atin. Este estudio
se aborddé utilizando plantas de Lotus tenuis y Paspalum dilatatum dos especies
forrajeras importantes de los pastizales de la Pampa Deprimida, que pueden verse
sujetas en el campo a distintas situaciones de estrés (sumersion parcial y sumersion
completa) dependiendo de la magnitud de la inundacion.

Ademas de los efectos de elongacion (“escape”) y quiescencia, la sumersion
parcial o completa puede provocar cambios en la porosidad de las raices (Armstrong,
1979; Colmer, 2003b) y en el metabolismo de los carbohidratos de reserva, con el fin de
mantener la respiracion radical y facilitar la elongacion del tallo en ausencia de una
Optima tasa fotosintética (Colmer y Greenway, 2005). Los estudios previos realizados en
leguminosas estan principalmente enfocados en Medicago sativa (alfalfa), una especie
no tolerante a la inundacion. Las plantas en estas condiciones sufren dafios severos y se
acumulan los carbohidratos en las coronas (de 2-6% a 11-16% del peso seco), debido al
cese de crecimiento y a la minima demanda de azlcares bajo condiciones de anoxia,
mostrando a su vez, un pequefio cambio en los niveles de almidén (Barta, 1988;
Castonguay et al., 1993). En gramineas, se ha estudiado el uso de reservas en plantulas
de la especie tolerante Oryza sativa (arroz) y en las intolerantes Triticum aestivum
(trigo) y Zea mays (maiz), cuando se someten a tratamientos de anoxia (Mustroph y
Albrecht, 2003). Las respuestas de las especies intolerantes estan relacionadas con una
marcada reduccion de su capacidad fotosintética y un elevado consumo de sus
carbohidratos de reserva. Por su parte, el arroz es capaz de mantener su metabolismo
basal, con un consumo moderado de sus reservas y una leve reduccion de su capacidad
fotosintética (Mustroph y Albrecht, 2003). Sin embargo, las respuestas de plantas
adultas de especies forrajeras tolerantes a la inundaciéon como L. tenuis o P. dilatatum,
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capaces de mantener la fijacién de carbono y el crecimiento durante largos periodos de
inundacion, ain no habian sido exploradas.

Si las plantas quedan sumergidas completamente, el estrés es significativamente
mayor y puede iniciarse una abrupta caida en el balance de carbono y en el estado
energético de la planta, provocando su muerte (Vartapetian y Jackson, 1997; Bailey-
Serres y Voesenek, 2008). Sin embargo, algunas plantas son capaces de sostener su
metabolismo basal consumiendo sus carbohidratos de reserva (Laan y Blom, 1990;
Schliiter y Crawford, 2001; Dixon et al., 2006). Algunas especies de ambientes
inundables sostienen su metabolismo mediante la fotosintesis bajo el agua (Mommer y
Visser, 2005; Mommer et al., 2006). Las reservas de almidon pueden ser removilizadas
durante la sumersion y proveer azlcares para la respiracion en tejidos anaerdbicos
(Perata et al., 1992; Jackson y Ram, 2003; Colmer y Greenway, 2005). Sin embargo,
esta capacidad (que refleja la habilidad de la planta para sobrevivir con escasa o nula
disponibilidad de oxigeno) difiere ampliamente entre las especies (Crawford, 1992;
Blom et al., 1994). Por ejemplo, el consumo de almidon de reserva de Scirpus maritimus
le permite a la planta sobrevivir a una sumersion completa por alrededor de 3 meses,
mientras que los rizomas de Juncus effusus sobreviven so6lo 4 dias bajo condiciones de
anaerobiosis (ver Crawford, 1992). Con estos antecedentes, en este capitulo
experimental se abord6 el uso potencial de los carbohidratos de reserva almacenados en
las coronas de L. tenuis y en las laminas y vainas de P. dilatatum cuando las plantas
estan sujetas a distintos niveles de sumersion (parcial y total por 30 dias). Esto se
combind con el andlisis de la elongacién y nimero de los tallos/macollos, la porosidad
de los tejidos, caracteristicas morfologicas y acumulacion de biomasa de los distintos
compartimentos por planta.

Objetivo 2: Estudiar las estrategias de crecimiento (elongacion vs. quiescencia) que
pueden presentar plantas de una misma especie frente a intensidades crecientes de
inundacion. Se pretende identificar los rasgos morfoldgicos, de crecimiento y en el uso
de reservas que confieren tolerancia a la dicotiledonea leguminosa Lotus tenuis y a la
graminea Paspalum dilatatum cuando estan sujetas a estrés creciente por sumersion,
desde suelo saturado hasta la sumersion completa de las plantas.

Hipotesis B.1: Plantas de una misma especie son capaces de cambiar su estrategia de
crecimiento dependiendo de la intensidad de inundacion (i.e. grado de sumersion de la
planta). Frente a estrés por sumersion parcial las plantas crecen elongando activamente
sus tallos (vainas y laminas en gramineas) con un minimo uso de carbohidratos de
reservas, mientras que bajo sumersion completa permanecen quiescentes, sin acumular
biomasa ni generar nuevos tallos, sobreviviendo a expensas del consumo intenso de los
carbohidratos de reserva.

B.2 METODOLOGIA
Material vegetal y establecimiento del sistema

Se extrajeron de un pastizal de la Pampa Deprimida (establecimiento “Las Chilcas”,
partido de Pila) plantas adultas de Lotus tenuis Waldst. & Kit. y de Paspalum dilatatum
Poir. de caracteristicas homogéneas (i.e. estructura de planta similar y namero de
tallos/macollos equivalente). Las plantas se transplantaron a macetas de material
pléastico de 4 L con un sustrato compuesto por arena y suelo (1:1 v/v) del horizonte A
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del pastizal. El suelo es un Natracuol tipico con un horizonte A con 3.3% de materia
organica, ubicado en un relieve plano con muy baja escorrentia y un drenaje pobre
(Taboada y Lavado 1988). La comunidad es de praderas humedas de mesofitas
(Perelman et al, 2001), fitosociologicamente definidas como Piptochaetium
montevidensis, Ambrosia tenuifolia, Eclipta bellidioides y Mentha pulegium (Burkart et
al., 1990). Las plantas se extrajeron del campo cuando el suelo no estuvo inundado
hacia finales del otofio, se dejaron aclimatar por 3 meses, y a partir de estas plantas
adultas se hicieron clones de menor tamafo con los que se trabajd. Los tratamientos se
hicieron en la época de crecimiento que es primavera y que coincide con el periodo
posible de inundaciones en el pastizal. Las plantas se transfirieron a un invernaculo de
la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires bajo condiciones
controladas de temperatura, humedad y radiacion (22.3°C; 82.2%; 1400 umol m” s™,
fueron los valores promedio durante el periodo en el que se realizd el experimento,
respectivamente). Se dejaron aclimatar alli durante tres meses. Durante este periodo, las
plantas fueron clonadas y sometidas a los tratamientos correspondientes. Los
tratamientos se iniciaron en la época de activo crecimiento que es primavera-verano y
que coincide con el periodo de inundaciones en el pastizal.

Tratamientos de intensidades de inundacion

Luego del periodo de aclimatacion, las plantas de L. tenuis y de P. dilatatum se
sometieron a intensidades crecientes de inundacion por 30 dias: (i) Control (capacidad
de campo), (ii) Suelo saturado (2-5 mm de agua sobre la superficie del suelo), (iii)
Sumersion parcial (se mantuvo el nivel del agua a 6 cm por encima de la superficie del
suelo), (iv) Sumersion completa (sumergidas en agua a 8-10 cm de profundidad). La
disponibilidad de oxigeno en el suelo se determind midiendo la tasa de difusion de
oxigeno en el suelo (ODR) a una profundidad de 5 cm con microelectrodos de platino
con referencia a calomelanos (Letey y Stolzy, 1964; Fiedler et al., 2007). El agua de los
tratamientos fue reemplazada semanalmente y se midi6 la temperatura en la zona de la
raiz para asegurarse de que no difirieran significativamente entre los tratamientos. La
disponibilidad de irradiancia debajo del agua, como factor limitante para el crecimiento
de las plantas bajo sumersion completa, se caracterizo midiendo el perfil de extincién de
la radiacion fotosintéticamente activa con un sensor PAR subacuatico (LI-192
Underwater Quantum Sensor; Li-Cor Inc., Lincoln, NE, USA). Las mediciones se
realizaron desde la superficie del agua y avanzando en profundidad a intervalos de 6-8
cm hasta llegar al nivel del suelo. Al dia 0 y 30 de aplicados los tratamientos, se
cuantificd la porosidad de sus raices, el nimero y longitud de tallos y macollos, el
angulo de los macollos, la biomasa total y por 6rganos, la concentracion y uso de los
carbohidratos de reserva (solubles y almidon) de las coronas para L. tenuis, y de laminas
y vainas para P. dilatatum.

Porosidad

La porosidad de las raices se midio al final del periodo de inundacion, por picnometria
(Jensen ef al., 1969). La técnica consiste en registrar el incremento de peso que ocurre
cuando los espacios aéreos de los tejidos (aire intercelular y aerénquima) son
reemplazados por agua luego de la maceracion. El andlisis de porosidad permitid
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comparar la capacidad de aireacion interna desde los tallos hacia las raices entre las
plantas sujetas a los distintos tratamientos.

Numero, longitud de tallos/hojas y angulo de insercion de los macollos

Se contaron y midieron la longitud de tallos por planta al comienzo y al final del
experimento. La longitud de los tallos se expres6 como el promedio de los cinco (5)
tallos mas largos por planta. En el caso de P. dilatatum se midi6 ademas la longitud de
la ultima hoja expandida en cada uno de los 5 macollos elegidos por planta y el angulo
de insercion de cada uno de ellos. Dichas variables brindaron informacion acerca de la
estrategia desarrollada por las plantas en respuesta a los distintos grados de sumersion
(i.e. elongacion o no de sus 6rganos aéreos, cambio en el angulo de insercion de los
macollos).

Biomasa y contenido de clorofila

Se cuantifico la biomasa y el contenido de clorofila (estimada a través del verdor foliar
con SPAD) al comienzo y al final del experimento, usando ocho (8) individuos elegidos
aleatoriamente. Para determinar la biomasa, las plantas de L. tenuis fueron separadas en
hojas, tallos, corona y raices. Las plantas de P. dilatatum se separaron en laminas,
vainas y raices. La biomasa separada se secd en estufa a 80° C por 72 horas y se peso.
Ademas, se calcul6 la relacion de biomasa entre hojas y tallos, laminas y vainas, coronas
y biomasa total, vainas y biomasa total. Las relaciones hoja-tallo (Lotus) y lamina-vaina
(Paspalum) fueron de importancia en el tratamiento de sumersion completa para inferir
sobre el potencial fotosintético de los individuos sumergidos. Las relaciones coronas-
biomasa total (Lotus) y vainas-biomasa total (Paspalum) permitieron inferir sobre el uso
de reservas. La medicion de clorofila se hizo sobre hojas totalmente expandidas usando
un medidor de clorofila portatil (SPAD-502, Minolta, Ramsey, NJ, USA) y sirvié como
complemento para determinar el potencial de fijaciéon de carbono junto con la relacion
de biomasa hoja-tallo.

Analisis de carbohidratos

Con el objetivo de analizar el uso diferencial de reservas ante niveles crecientes de
inundacion, se determiné el contenido total y la concentracion de carbohidratos solubles
y almidon a partir de muestras de coronas de L. tenuis (2 cm de la zona de transicion
entre el tallo y la raiz, que funciona como tejido de reserva para el rebrote de la planta).
En P. dilatatum se tomaron como 6rganos de reserva las laminas y las vainas a partir de
un analisis exploratorio previo, donde se analizd la concentraciéon de carbohidratos
solubles y almidén de todos los compartimentos (ldminas, vainas y raices) y se vio que
las laminas y las vainas foliares son los principales 6rganos de reserva (ver anexo,
Cuadro 6.2). Dichas muestras se almacenaron en frio (4° C), se secaron en estufa a 80° C
por 72 horas y se registro el peso seco antes de realizar los andlisis. Una cantidad
minima de muestra (100 mg) se moli6é y se hizo una extraccion con etanol 80 % (v/v)
por 1 hora, se agitd y posteriormente se centrifugd por 5 minutos. El sobrenadante se
filtré dos veces, con 25 ml de agua destilada y se calentd a 60° C por una hora. Se llevo
a volumen final de 100 ml con etanol 80% y alicuotas de reactivo de antrona (200 mg de
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antrona en 75% (v/v) de H,SO4), se dejo reposar por 30 minutos, luego se agitd y
calentd por 10 minutos en un bafio térmico a 80° C (Yemm y Willis, 1954). La
absorbancia se registrd6 a 620 nm, y la concentracién de los carbohidratos solubles se
calcul6 mediante una curva de calibracion de glucosa. Para determinar la concentracion
de almidodn, el residuo remanente se secod en estufa a 37° C por 24 horas, se suspendio en
10 ml de agua destilada y se calentd en bafio térmico por 4 horas. El homogenato
resultante se incubd a 38° C toda la noche, con 0.7 ml de una solucién que contiene 18
unidades.ml” de amiloglucosidasa en un buffer de acetato con un pH 4.5. La cantidad de
glucosa liberada se analiz6é por el método de antrona tal como se describid antes. Tanto
el contenido de carbohidratos solubles como de almidon (mg por planta), se calcularon
como el producto entre la concentracién (mg g') y la biomasa de la corona (g) al
comienzo y al final del experimento, en L. tenuis. Para P. dilatatum, el contenido de
carbohidratos solubles y almidon se calcularon como el producto de su concentracion
(mg g y la biomasa de las laminas y vainas (g) al comienzo y al final del experimento.
La diferencia entre estos dos valores representa el cambio en el contenido de
carbohidratos solubles y almidon durante el curso de los 30 dias de experimento.

Analisis estadistico

Se analizaron los resultados separadamente para cada especie mediante una ANOVA de
una via con “niveles de sumersion” como factor principal. La significancia de las
diferencias entre los tratamientos se evalué con un test de Tukey (P<0.05). Previamente
se verifico la homogeneidad y normalidad de varianzas. Las variables que involucraron
proporciones fueron transformadas (arcsenVx) antes de realizar los analisis. Los analisis
se realizaron con el software estadistico InfoStat version 2010 (Grupo InfoStat, FCA,
Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina). Los resultados se presentaron como
valores promedio sin transformar =+ el error estandar.

B.3 RESULTADOS

Efectos de la inundacion sobre la aireacion del suelo y la disponibilidad de luz bajo el
agua

Durante el curso del experimento, la tasa de difusion de oxigeno (ODR) permanecid
constante bajo condiciones control, oscilando entre 74.3 a 78.3 x 10® g cm™ min™,
indicando buenas condiciones de aireacion del suelo. En el suelo anegado, esta variable
decrecid lentamente, incluso registrando valores de ODR reportados como no limitantes
para el crecimiento de las raices después de 6 dias de tratamiento (25.5 + 3.2 x 10® g
cm” min™). Sin embargo, los valores cayeron en el dia 10 a 1.5 + 0[7 x 107 g cm™ min™
y valores similares fueron registrados hasta el final del experimento. Finalmente, los
valores de ODR bajo condiciones de sumersion parcial y completa decrecieron
rapidamente de 77.3 +3.72 6.9 + 1.1 x 10® g cm™ min™ durante los primeros 3 dias, y
permanecieron cercanos a cero hasta el final del experimento como es esperado para un
suelo anaerobico. La irradiancia inmediatamente por encima del agua, superior a los
1250 pmol m™ s, disminuyé drastica y progresivamente conforme aument6 la
profundidad del agua hasta alcanzar valores de 650-700 pmoles m™ s™ a los 35 cm de
profundidad (Figura 3.1). Tales valores se pueden considerar relativamente altos para
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permitir sostener niveles apreciables de fotosintesis debajo del agua segin los datos
disponibles en la literatura (ver Mommer y Visser, 2005; Colmer y Pedersen, 2008).

Irradiancia
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Figura 3.1. Radiacion fotosintéticamente activa (PAR, umol m™ s™') medida desde la superficie (aire)
hasta la base de los tallos (bajo el agua) en las piletas donde se aplicaron los tratamientos. Las mediciones
se realizaron a 0, 3, 6, 12, 20, 24, 35 cm de profundidad. La linea discontinua indica los 6 cm de altura del
agua en el tratamiento de sumersion parcial.

Porosidad de las raices

Se encontr6 una baja porosidad (12.8%) en las raices de L. tenuis crecidas bajo
condiciones control con respecto a aquellas crecidas en suelo con exceso de agua
(P<0.05), donde la porosidad radical aumentd desde sumersion completa y suelo
saturado (21.6%) hasta sumersion parcial (32.5%; Cuadro 3.1). En las raices de P.
dilatatum el aerénquima constitutivo fue mayor que en L. fenuis (ca. 20%; Cuadro 3.1),
incrementandose a poco mds del doble de lo registrado en plantas control en los
tratamientos con exceso de agua, tanto bajo suelo saturado como en sumersion completa
de las plantas (Cuadro 3.1).

Cuadro 3.1. Porosidad de raices (%) medida por picnometria de raices de plantas de Lotus tenuis y
Paspalum dilatatum, creciendo por 30 dias bajo intensidades crecientes de inundacion.

Porosidad de Tratamientos
raices (%) Control Suelo saturado Sumersion Sumersion
parcial completa
L. tenuis 128+22¢ 27.9+3.1ab 325+29a 216+2.7b
197+2.0b 457+86a 424+4.1a 437+ 6.6a

P. dilatatum

Los valores representan el promedio de ocho plantas + el error estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos, basadas en el test de Tukey.
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Numero y longitud de los tallos de Lotus tenuis

Tal como se esperaba, el nimero de tallos de L. tenuis se incrementd durante el curso
del experimento, con excepcion de las plantas crecidas bajo condiciones de sumersion
completa (Figura 3.2). La magnitud de este incremento fue menor en condiciones de
sumersion parcial que bajo condiciones control y suelo saturado. Por lo tanto, el nimero
de tallos de las plantas parcialmente sumergidas fue 22.1% menor en comparacion con
las plantas crecidas en condiciones control y en suelo saturado (P<0.05; Figura 3.2).
Notablemente, en lugar de presentar una alta tasa de apariciéon de nuevos tallos, las
plantas parcialmente sumergidas priorizaron la elongaciéon de los tallos emergidos (una
respuesta tipica de plantas que desarrollan una estrategia de escape), tal como lo reveld
la longitud de los cinco tallos mas largos, que tuvieron una longitud un 30% mayor que
las plantas control y que las de suelo saturado (P<0.01; Figura 3.2). Por el contrario, las
plantas completamente sumergidas no mostraron un incremento en el nimero ni en la
longitud de sus tallos en relacion a los valores registrados el dia 0 (comparar C dia 0 vs.
SC dia 30; P>0.7 en ambos casos), aunque es importante destacar que todas las plantas
sobrevivieron los 30 dias de sumersion completa. El hecho de que estas variables
permanezcan sin cambios bajo la condicién de sumersion completa, fue la primer
evidencia del sindrome de quiescencia en plantas de L. tenuis.
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Figura 3.2. Numero (a) y longitud (b) de tallos de plantas de Lotus tenuis crecidas por 30 dias bajo
intensidades crecientes de inundacion. C: control; SS: suelo saturado; SP: sumersion parcial; SC:
sumersion completa. Las mediciones se hicieron al comienzo (dia 0) y al final del experimento (30).
Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos al dia 30, basadas en el test
de Tukey. Los valores corresponden al promedio de ocho plantas + el error estandar.

Numero, altura y angulo de insercion de los macollos de Paspalum dilatatum

El nimero de macollos se increment6 en las plantas control y bajo suelo saturado, con
respecto a la condicion inicial (P<0.05; Figura 3.3a). Aquellas plantas crecidas bajo
sumersion parcial y completa, no incrementaron el numero de macollos con respecto al
inicio de los tratamientos (P>0.05; Figura 3.3a). La longitud total de las hojas se
incremento al doble en aquellas plantas crecidas bajo suelo saturado y sumersion parcial
en relacion a aquellas crecidas bajo condiciones control (P<0.01; Figura 3.3b). A su vez,
las plantas sumergidas completamente no mostraron un incremento significativo en la
longitud de sus macollos respecto a la longitud inicial (P>0.05; Figura 3.3b).
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El angulo de insercion de los macollos se modifico en las plantas con sumersion
parcial (P<0.01) y completa (P<0.001) ya a los 7 dias de iniciados los tratamientos
(Figura 3.3c). Las plantas se tornaron mas erectas a medida que la profundidad de la
inundacion aument6 (de 33.8° a 56.7° para SP y de 29.5° a 69.3° para SC). Sin embargo,
bajo suelo saturado las plantas no mostraron cambios significativos en el angulo de
insercion de sus macollos a lo largo de todo el experimento (P>0.05; Figura 3.3¢). A
partir de la segunda semana de transcurridos los tratamientos, las plantas bajo sumersion
completa comenzaron a disminuir el d&ngulo de insercion de sus macollos producto del
inicio de su senescencia y posterior muerte hacia la tercer semana de iniciado el
experimento (Figura 3.3c). El cambio del angulo de insercion de los macollos y el
incremento en su longitud se tradujeron en un incremento significativo de la altura de las
plantas, tanto las crecidas en suelo saturado (33% maés altas que las plantas control)
como aquellas bajo sumersion parcial (54% mas altas que las plantas control; Figura
3.3d). Estos resultados serian un primer indicio de una respuesta de ‘“‘escape” a la
inundacion por parte de Paspalum.
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Figura 3.3. a) Numero, b) longitud, ¢) angulo de insercion y d) altura de macollos de plantas de Paspalum
dilatatum crecidas bajos intensidades crecientes de inundacion por 30 dias. O: Control; & :Suelo saturado;
V: Sumersion parcial; l: Sumersién completa. T indica que las plantas murieron antes de finalizar el
experimento. Los valores corresponden al promedio de ocho plantas + el error estandar.
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Biomasa de las plantas e intensidad de inundacion

El incremento en la intensidad de inundacion tuvo un efecto negativo sobre el
crecimiento de las plantas de L. tenuis (Figura 3.4). Al final del experimento, la biomasa
total de las plantas fue 30.3% y 64.4% menor en condiciones de sumersion parcial y
completa, respectivamente, con respecto a las plantas control y de suelo saturado
(P<0.05), cuya biomasa final fue similar (P=0.26, Figura 3.4). Como se esperaba para
plantas quiescentes, la acumulacion de biomasa durante el experimento fue despreciable
bajo condiciones de sumersion completa. Més aun, se observo una tendencia a reducir la
biomasa en las plantas completamente sumergidas (P=0.072; comparar dia 0 vs. dia 30
en Figura 3.4), relacionado con la intensa caida en los carbohidratos de las coronas (ver
seccion siguiente). La biomasa de los tallos fue progresivamente menor a medida que la
intensidad de inundacion aumento: las plantas crecidas bajo suelo saturado, sumersion
parcial y sumersion completa mostraron una biomasa de tallos que fue 21.7%, 33.5% y
64.3% menor que aquellas plantas crecidas bajo condiciones control, respectivamente
(P<0.05 para todos los casos, Figura 3.4).
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Figura 3.4. Biomasa de plantas de Lotus tenuis sujetas a tratamientos crecientes de inundacion. C: control
a capacidad de campo; SS: suelo saturado; SP: sumersion parcial; SC: sumersion completa. Las cosechas
se realizaron al comienzo y al final del experimento (dias 0 y 30, respectivamente). Letras distintas
indican diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos al dia 30 basadas en el test de Tukey. Los
valores son promedio de ocho plantas + el error estandar.

Los compartimentos de los tallos fueron afectados de manera diferente por los
tratamientos, la biomasa foliar estuvo mas afectada que la de los tallos a medida que la
intensidad de inundacion aumentd. Respecto a esto, la relacion de biomasa entre hoja-
tallo fue menor en las plantas parcial y completamente sumergidas que en las control y
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en suelo saturado (P<0.05; Cuadro 3.2). Notablemente, las plantas completamente
sumergidas tuvieron menor relacién hoja-tallo y menor contenido de clorofila en las
hojas, tal como revelaron las mediciones de SPAD (verdor, Cuadro 3.2). Ambos
parametros (tallos con menor proporcion de hojas y hojas con menor contenido de
clorofila) sugieren fuertemente que el potencial fotosintético de las plantas sumergidas
estaria disminuido. La biomasa de las coronas al dia 30 fue menor en los tratamientos de
sumersion parcial y completa que en el resto de los tratamientos (33.3% y 81.3% menos
biomasa, respectivamente; P<0.05 en todos los casos; Figura 3.4). Sin embargo, las
diferencias mas importantes fueron encontradas entre los dos tratamientos en relacion a
los valores registrados al inicio y al final del experimento: la biomasa de coronas fue la
misma en las plantas parcialmente sumergidas mientras que fue significativamente
inferior bajo sumersion completa (comparar dia 0 vs. dia 30 en Figura 3.4). A su vez, la
reduccion de la biomasa de coronas de las plantas completamente sumergidas fue mas
que proporcional a la reduccion en la biomasa total, tal como lo indica la menor relacion
de biomasa corona-biomasa total (Cuadro 3.2). Es importante notar que la biomasa de la
planta en el dia 0 y en el dia 30 en este tratamiento se mantuvo en rangos similares de
tamanos, confirmando que la reduccién de la corona se debid principalmente a efectos
del tratamiento de sumersion. El consumo de las reservas de las coronas se relaciono
con la supervivencia de estas plantas, una respuesta asociada a la quiescencia de L.
tenuis bajo condiciones de sumersion completa. Al mismo tiempo, el crecimiento de las
raices estuvo diferencialmente afectado por los tratamientos: ces6 en las plantas parcial
y completamente sumergidas (P>0.25; comparar dia 0 vs. dia 30 en Figura 3.4), pero
continu6 en las de suelo saturado y control (Figura 3.4). Consecuentemente, al final del
experimento, las plantas parcial y completamente sumergidas tuvieron una biomasa de
raices que fue un 42.8% y 63.0% menor (respectivamente) que las plantas control y de
suelo saturado (P<0.05; Figura 3.4).

Cuadro 3.2. Relaciones de biomasa (g g') entre los diferentes compartimentos de plantas de Lotus tenuis
e indice de verdor (unidades Spad). Las plantas estuvieron 30 dias bajo intensidades crecientes de

inundacion.
Dia 0 Dia 30
Control Control Suelo saturado Sumerfion Sumersion
parcial completa

Relacion
hoja:tallo 0.41+0.04 0.43+0.04a 0.38 £0.03ab 0.34+0.02b 0.25+0.02¢c
g’
Relacion
corona:total  0.17+0.02 0.17+0.01 a 0.20£0.02a 0.19+£0.02a 0.10£0.01b
g’
Verdor
(unidades 446+1.2 463+19a 36.5£2.6b 33.0£19b 17.0+33¢
SPAD)

Los valores representan el promedio de ocho plantas + el error estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos, basadas en el test de Tukey.

En Paspalum dilatatum, el incremento en la intensidad de inundacion afectd el
crecimiento de las plantas s6lo bajo condiciones de sumersion completa (Figura 3.5.a).
Tanto la biomasa total, como la biomasa separada por compartimentos no se vio
modificada por el aumento en la intensidad de inundacién hasta niveles de sumersion
parcial en relacion a la condicion control (P>0.05; Figura 3.5a, b y ¢). A los 30 dias de



37

TESIS DOCTORAL
Biél. M.Sc. MILENA E. MANZUR

Biomasa (g planta™)

iniciado el experimento, la biomasa total de las plantas bajo sumersién completa fue un
70% menor que la biomasa total del resto de los tratamientos (Figura 3.5a). Al separar la
biomasa por compartimentos, se vio que la biomasa de la vaina fue la mas afectada por
la sumersion completa, siendo 6 veces menor que en el resto de los tratamientos (si se
comparan entre los valores promedios de todos los tratamientos y el de las plantas bajo
SC: 7.6 g vs. 1.3 g, respectivamente). Siguiendo esta misma estructura de comparacion,
para el caso de la biomasa de laminas, fue 3 veces menor bajo SC y el compartimento
menos afectado por este tratamiento fue la raiz, que solo fue 2 veces menor que el resto
de los tratamientos (Figura 3.5b).
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Figura 3.5. Biomasa total a), y separada por compartimentos: b) tallo y ¢) raiz, de plantas de Paspalum
dilatatum sujetas a tratamientos crecientes de inundacion. C: control a capacidad de campo; SS: suelo
saturado; SP: sumersion parcial, SC: sumersion completa. Las cosechas se realizaron al comienzo y al
final del experimento (dia 0 y 30 respectivamente). Letras distintas indican diferencias significativas
(P<0.05) entre tratamientos al dia 30 basadas en el test de Tukey. T indica que las plantas murieron antes
de finalizar el experimento. Los valores son promedio de ocho plantas + el error estandar.

El andlisis de las relaciones de biomasa entre los compartimentos, permite tener
una idea aproximada de los patrones de particion de biomasa dentro de la planta y
relacionarlo con el tipo de respuesta frente a intensidades de inundacion. Los resultados
mostraron que la biomasa de ldminas verdes disminuyd significativamente bajo
sumersion completa (P<0.05), al igual que sus niveles de clorofila (36.6 vs. 18.1
unidades SPAD; P<0.05; Cuadro 3.3). Tales respuestas sumadas a la falta de elongacion
de vainas y laminas (previamente comentadas), y a la caida en la relaciéon de biomasa
aérea y biomasa total sugieren que, bajo este escenario, P. dilatatum sufre un importante
estrés en su crecimiento (principalmente en la parte aérea), siendo incapaz de sustentar
una estrategia para sobrevivir ante un evento de sumersion completa. Asi, sus plantas
murieron luego de 20 dias bajo el agua.
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Cuadro 3.3. Relaciones de biomasa (g g') entre los diferentes compartimentos de plantas de Paspalum
dilatatum e indice de verdor (unidades Spad). Las plantas estuvieron 30 dias bajo intensidades crecientes
de inundacion.

Dia 0 Dia 30
Control Control Suelo saturado Sumerfion Sumersion
parcial completa

Relacion
lamina:vaina 020+1.3 025+1.1a 025+09a 0.17+10a
©g’)
Relacion
aérea:total 0.61+0.5 0.61+0.7a 060+1.0a 0.61+£09a
g’ 3
Relacion
vaina:total 051+1.1 049+0.7a 048+13a 0.52+1.0a
g’
Verdor
(unidades 42.1+0.6 36.6+09a 36.8t1.66a 36.8+19a
SPAD)

Los valores representan el promedio de ocho plantas + el error estandar. Letras distintas indican
diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos, basadas en el test de Tukey. T indica que las plantas
murieron antes de finalizar el experimento.

Carbohidratos solubles y almidon en coronas de L. tenuis

Los carbohidratos solubles y el almidon se acumularon en las coronas de las plantas
durante el curso del experimento en las plantas crecidas bajo condiciones control, suelo
saturado y sumersion parcial (Figura 3.6). La magnitud de la acumulacion difirio entre
los tratamientos para el contenido de carbohidratos solubles, pero no para el contenido
de almidon (Figura 3.6). En este sentido, las plantas control acumularon el doble de
carbohidratos solubles en sus coronas que aquellas crecidas en suelo saturado y en
sumersion parcial (P<0.01; Figura 3.6). Por el contrario, las plantas completamente
sumergidas mostraron una importante reduccion en los contenidos de carbohidratos
solubles y almidén con respecto a los valores registrados para el dia 0 (P<0.01; Figura
3.6), indicando una alta tasa de consumo de carbohidratos solubles y de catabolismo del
almidon bajo condiciones de anaerobiosis. Es importante destacar que, la sumersion
completa fue el Unico tratamiento que provocd reducciones en las concentraciones de
carbohidratos solubles y almidon (Figura 3.6). En este sentido, las plantas
completamente sumergidas tuvieron menores concentraciones de carbohidratos solubles
y de almidon (75% y 50% respectivamente) que las plantas sujetas a cualquier otro
tratamiento (P<0.05; Figura 3.6).
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Figura 3.6. Variacion en el contenido de carbohidratos solubles (CHS) y almidén (dia 30- dia 0) y
concentracion final en coronas de plantas de Lotus tenuis, sujetas a intensidades crecientes de inundacion.
C: control; SS: suelo saturado; SP: sumersion parcial; SC: sumersion completa. Letras distintas indican
diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos, basadas en el test de Tukey. Los valores
corresponden al promedio de ocho plantas + el error estandar.

Carbohidratos solubles y almidon en laminas y vainas de P. dilatatum

Tanto el contenido de carbohidratos solubles (mg g PS™) como el de almidon se
incrementaron en todos los tratamientos respecto a los valores iniciales (P<0.05; Figura
3.7, paneles izquierdos). Sin embargo, la magnitud del cambio en el contenido de CHS
fue significativamente inferior en aquellas plantas crecidas bajo sumersion parcial. Las
plantas crecidas bajo sumersion completa senescieron y murieron a los 20 dias de
tratamiento, por lo que a los 30 dias no se evalu6 el contenido ni la concentracién de
carbohidratos solubles y almidén sobre el tejido muerto. La concentracién en vainas y
laminas de carbohidratos solubles (CHS) fue menor bajo condiciones de sumersion
parcial con respecto al control (SP, P<0.05; Figura 3.7, panel superior derecho). La
concentracion de almidon en vainas también fue menor en las plantas de sumersion
parcial, mientras que en las laminas las concentraciones se mantuvieron como en el
control (P>0.05). Bajo suelo saturado las ldminas foliares mostraron una mayor
concentracion de almidon (Figura 3.7).



40
TESIS DOCTORAL
Biél. M.Sc. MILENA E. MANZUR

580r [ Lamina |
a a H Vaina 160

a

A CHS (mg g PS™)
5
o

(;.Sd B Bw) SHO

580F 45
440t 35
300+ 25

15

A Almidén (mg g PS™)
(;-Sd B Bw) uopiwy

&)

c ss sp sc C SS SPSC

Figura 3.7. Variacion en el contenido de carbohidratos solubles (CHS) y almidén (dia 30- dia 0) y
concentracion final en laminas y vainas de plantas de Paspalum dilatatum, sujetas a intensidades
crecientes de inundacion. C: control; SS: suelo saturado; SP: sumersion parcial; SC: sumersion completa.
Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos, basadas en el test de Tukey.
T indica que las plantas sujetas a SC murieron antes de finalizar el experimento. Los valores corresponden
al promedio de seis plantas + el error estandar.

En ambas especies se chequed la supervivencia y rebrote (aunque no se
cuantifico) de las plantas luego de finalizados los tratamientos, en especial el de
sumersion completa. Al respecto, se observo que luego de dos semanas de concluido el
experimento, ninguna planta de P. dilatatum que estuvo bajo sumersion completa
rebrotd ni produjo hojas nuevas, confirmando la muerte de las mismas en dicho
escenario estresante. Por el contrario, las plantas de L. fenuis si lograron rebrotar luego
de retirada el agua de sumersion, confirmando la supervivencia de las mismas
desarrollando una estrategia de quiescencia.
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B.4 DISCUSION

Los resultados revelaron que las plantas adultas de L. fenuis pueden adoptar una
estrategia de “escape”, basada en promover la elongacion del tallo sumergido o una
estrategia de quiescencia, basada en suprimir la elongacién y consumir las reservas
almacenadas en las coronas. Adoptar una u otra estrategia depende de si el tallo esta
parcial o completamente sumergido por el agua. Este es el primer registro que muestra
que individuos de una misma especie o ecotipo pueden responder con una u otra
estrategia dependiendo de las condiciones de inundacioén. La especie es, por lo tanto,
capaz de cambiar su estrategia de crecimiento dependiendo del nivel de sumersion. Por
su parte, las plantas de P. dilatatum son capaces de desarrollar una estrategia de
“escape” frente a una sumersion parcial, pero no pueden sobrevivir mas de 20 dias bajo
condiciones de sumersion completa, dado que no desarrollan una estrategia de
quiescencia e intentan “escapar” aun cuando la sumersion es completa y no logran
alcanzar la superficie. El resultado de esta respuesta es la muerte de la planta en la
tercera semana de tratamiento.

En condiciones de sumersion parcial, el crecimiento de las raices se detuvo en
las plantas de L. tenuis, y la particiéon de carbono se priorizd hacia el tallo sin consumir
exhaustivamente las reservas de carbohidratos (solubles y almidon). En las plantas de P.
dilatatum también cambid la particion de carbono hacia la parte aérea, mostrando vainas
de mayor longitud y una leve caida en la concentracion de carbohidratos solubles,
aunque la biomasa no se modificéd significativamente, pero el nlimero de macollos fue
menor que en los demas tratamientos. Resultados similares en relacion a los cambios en
la particion han sido descritos en otra graminea crecida bajo condiciones de sumersion
parcial, como Echinochloa haplocada (Oesterheld y McNaughton, 1991). Por el
contrario, tanto las plantas de L. tenuis como las de P. dilatatum que estuvieron
completamente sumergidas suspendieron su crecimiento, sin acumular biomasa, ni
produjeron nuevos tallos/macollos, ni hubo elongacion de los existentes, ni tampoco se
observaron cambios en la porosidad de los tejidos. Sin embargo, después de
aproximadamente 20 dias de sumersion completa, las plantas de P. dilatatum
comenzaron a senescer, por lo que no fueron capaces de sobrevivir hasta el dia 30,
momento en que finalizd el experimento. Este resultado indica que el cese del
crecimiento en P. dilatatum no responderia a una estrategia de quiescencia, como si se
observod en L. tenuis, sino mas bien fue producto del estrés generado bajo condiciones de
sumersion completa. La estrategia adoptada por L. fenuis (i.e. el cese del crecimiento y
sin cambios en la porosidad) implicé una mejora en las perspectivas de supervivencia,
que se asocia al conspicuo consumo de las reservas de carbohidratos solubles y almidon
almacenados en las coronas. Estas reservas le permitieron sostener los requerimientos
metabolicos bésicos en ausencia de cantidades presumiblemente significativas de
fotosintesis subacuatica neta (menor relacion hoja-tallo y menor cantidad de clorofila
foliar). El cambio de estrategia que puede explorar L. fenuis entre escapar del agua y
permanecer quiescente depende de la profundidad del agua. Esto permite explicar el
éxito de L. tenuis en ambientes sujetos a eventos de inundacion impredecibles y de
intensidad variable. Sin embargo, P. dilatatum también es una especie exitosa en estos
ambientes (Loreti y Oesterheld, 1996), condicién que podria relacionarse con su
capacidad de rebrote una vez reducida la altura de la inundacidon o bien con que en el
pastizal las inundaciones por lo general no necesariamente producen la sumersion total
de las plantas. La capacidad de rebrotar estaria relacionada con el desarrollo de los
rizomas, donde almacena la mayor cantidad de reservas de carbohidratos, tal como
sucede en otras especies de morfologia similar (4corus calamus, Schliiter y Crawford,
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2001; Potamogeton pectinatus, Summers y Jackson, 1994). En el presente experimento,
las plantas no contaron inicialmente con rizomas, dado que las plantas eran
relativamente jovenes, condicion que posiblemente pudo condicionar su supervivencia
bajo condiciones de sumersion completa.

La aireacion interna de la planta es critica para el crecimiento y la supervivencia
bajo condiciones de suelo saturado y sumersion parcial (Armstrong, 1979; Vartapetian y
Jackson, 1997; Colmer, 2003a). El suelo saturado, como consecuencia del
encharcamiento, pareciera no comprometer la acumulaciéon de biomasa en ambas
especies, ya que la biomasa de los tallos y raices fueron similares a aquellas plantas con
un drenaje 6ptimo del suelo (Figuras 3.4 y 3.5). En este sentido, las plantas crecidas en
suelo saturado tuvieron todas sus hojas sobre el nivel del agua, sin ver perjudicada
potencialmente su fotosintesis ni captura de oxigeno atmosférico (Laan et al., 1990;
Grimoldi et al., 1999) para su transporte a través de raices con mayor porosidad (tejido
aerenquimatico; Cuadro 3.1). Bajo condiciones de mayor profundidad de agua (i.e.
sumersion parcial) parte del area foliar resultdé sumergida y las plantas mostraron un
incremento mayor en la porosidad de sus raices, lo cudl facilitaria aun mas el transporte
longitudinal de los gases y la provision de oxigeno al sistema radical inundado (Colmer,
2003a). Bajo estas condiciones, en L. tenuis la particion de carbono estuvo dirigida
exclusivamente hacia los tallos a expensas del crecimiento radical (Figura 3.4), mientras
que en P. dilatatum hubo cambios morfoldgicos pero sin modificaciones en la particion
entre biomasa aérea y radical (Figura 3.5). Los cambios morfoldgicos desarrollados por
Paspalum involucraron respuestas tendientes a incrementar la altura de las plantas y la
exposicion de las hojas por fuera del agua. Dichos cambios involucraron aumentos casi
inmediatos en el angulo de inserciéon de los macollos, seguidos por una mayor
elongacion de las vainas (Figura 3.3). En ambas especies, las respuestas descritas
concuerdan con la estrategia de ‘escape’ a la sumersion parcial y con lo reportado
previamente en trabajos relacionados (Grimoldi et al., 1999; Insausti et al, 2001;
Mollard et al., 2010). El disparador de la mayor elongacion de tallos (L. tenuis) y vainas
(P. dilatatum) podria estar asociado con el aumento en la acumulacion de etileno dentro
de las partes sumergidas, que promueve la extension de los tejidos activando la sintesis
de giberelinas e inhibiendo a su antagonista el acido abscisico (Voesenek et al., 1990,
2006; Fukao y Bailey-Serres, 2008; Jackson, 2008). Una alta tasa de elongacion de los
tallos y macollos mantiene una alta proporcion de area foliar fuera del agua (Laan ef al.,
1990; Grimoldi et al., 1999, Striker et al., 2005). Esto ademas, facilita la entrada de
oxigeno atmosférico, el mantenimiento de la fotosintesis (Insausti ef al., 2001; Striker et
al., 2005) y evita la senescencia foliar acelerada bajo el agua (amarillamiento) que se
atribuye también a la acumulacion de etileno en las hojas sumergidas (Jackson y Hall,
1987). En el caso de L. tenuis, la fotosintesis aérea de las plantas parcialmente
sumergidas parece contribuir de manera significativa con el crecimiento del tallo, tanto
en longitud como en biomasa, evitando el consumo exhaustivo de las reservas de
carbohidratos de las coronas (Figura 3.6). Esta idea se apoya en la relacion hoja-tallo y
el indice de verdor (i.e. clorofila) que tuvieron las hojas de las plantas parcialmente
sumergidas, que fueron ligeramente inferiores a las de los controles pero muy superiores
a las de las plantas completamente sumergidas (Cuadro 3.2). Trabajos anteriores de L.
tenuis donde las plantas fueron sumergidas parcialmente por 25 dias, mostraron que la
fotosintesis y la conductancia estomdtica se mantuvieron (Striker et al., 2005). En P.
dilatatum, la elongacion de las vainas pudo haber estado relacionada en mayor medida
con la fotosintesis actual a nivel de planta y, en menor medida, con el consumo de
carbohidratos solubles y almidén en dichos 6rganos. Esto se apoya en que las relaciones
de biomasa aérea-biomasa total y el verdor de las hojas se mantuvieron inalterados con
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respecto a los controles (Cuadro 3.3) y en que los niveles de almidon (y carbohidratos
solubles) en las vainas de P. dilatatum se redujeron pero en baja proporcion (Figura
3.7). En otras especies de ambientes inundables como Potamogeton pectinatus L., se vio
que la tasa de degradacion de almidon se mantiene constante cuando las plantas pasan
de un suelo aerdbico a uno anaerobico, lo que seria un factor clave para la supervivencia
de las plantas bajo estas condiciones (Dixon et al., 2006).

Las plantas sometidas a sumersion completa estuvieron intensamente estresadas.
Todas las hojas permanecieron sumergidas y por lo tanto limitadas en la captura de
dioxido de carbono y oxigeno necesario para sostener la fotosintesis y el metabolismo
aerobico. En esta situacion, las respuestas de L. tenuis estuvieron dirigidas a sobrevivir
en lugar de crecer (Figura 3.2), como se vio previamente en Rumex crispus (Laan y
Blom, 1990) y en los cultivares de Oryza sativa tolerantes a la sumersion (Setter y
Laureles, 1996). En L. tenuis se observo también una falta de elongacion de los tallos y
una caida en la acumulacion de biomasa bajo sumersion completa (Figuras 3.2 y 3.3). Se
ha demostrado que ambas respuestas son beneficiosas para la supervivencia de las
plantas bajo esta condicion. Setter y Laureles (1996) evaluaron seis cultivares de O.
sativa 'y demostraron que la supervivencia a 14 dias de sumersion completa se
correlacion6 con la ausencia de elongacion de los tallos. Ademas, los autores
propusieron que durante un mayor periodo bajo el agua, las plantas utilizarian
carbohidratos para sobrevivir y sostener la elongacion de los tallos. La respuesta de P.
dilatatum frente a la sumersion completa cuando pasa los 20 dias, indica que esta
especie no seria capaz de desarrollar una estrategia de quiescencia tal como lo hace L.
tenuis. Los resultados sugieren que, independientemente del nivel de sumersion, la
graminea P. dilatatum siempre muestra una respuesta de escape. Respuestas similares se
han observado en subespecies de arroz intolerantes a la sumersion completa, donde se
produce una elongacion de la parte aérea con un uso exhaustivo de reservas de
carbohidratos sin que la planta logre alcanzar la superficie (Bailey-Serres et al., 2010).
Probablemente, el ecotipo de P. dilatatum utilizado en este experimento, a pesar de
provenir de los bajos anegables (ver Mollard et al., 2008; 2010), no posea los
mecanismos de regulacion necesarios (como factores de respuesta al etileno: ERF, Xu
et al., 2006) que le permitan entrar en estado de quiescencia ante sumersion completa
como si se observo en L. fenuis. En este sentido, el manejo de la energia seria crucial
para la tolerancia a la sumersion completa (Fukao y Bailey-Serres, 2004). Es posible
que, al igual que en arroz, L. tenuis también tenga un gen equivalente a Sub/A (Fukao y
Bailey-Serres, 2008) que responde al etileno e induce quiescencia reprimiendo la accion
de otros genes sensibles a etileno. Ademas, los resultados encontrados para L. tenuis
sugieren que la energia utilizada por las plantas para sobrevivir 30 dias de sumersion
completa fue obtenida a partir del consumo de los carbohidratos solubles y la hidrdlisis
del almidoén presentes en las coronas (Figura 3.4), tal como se vio para las raices de
plantas de R. crispus sumergidas (Laan y Blom, 1990) y tallos de plantas de arroz
sumergidas (Ram et al., 2002). Mas aln, segun los resultados aqui descritos para L.
tenuis, la fotosintesis subacuatica pareciera ser incapaz de proveer cantidades
significativas de energia bajo condiciones de sumersion (Mommer y Visser, 2005), ya
que las plantas completamente sumergidas tuvieron la menor relacion de biomasa hoja-
tallo (Figura 3.4; para arroz ver Ella e Ismail, 2006) y las hojas mostraron un muy bajo
contenido de clorofila con respecto a los otros tratamientos (Cuadro 3.2; para arroz ver
Ella et al., 2003). Adicionalmente, trabajos recientes hechos en seis especies de
ambientes inundables mostraron que los valores de fotosintesis subacuatica de Acorus
calamus, una especie que sobrevive largos periodos de sumersion a expensas del
consumo de los carbohidratos almacenados en sus rizomas (Schliiter y Crawford, 2001),
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fueron tres veces menores que en las otras especies (Colmer y Pedersen, 2008).
Teniendo esto en cuenta, es posible especular que la capacidad para hacer fotosintesis
subacudtica decrece en aquellas especies que basan su supervivencia en el consumo de
carbohidratos cuando estan bajo condiciones de sumersion completa. Esta hipotesis y
sus implicancias ameritan futuras investigaciones.

Los carbohidratos se acumularon en las coronas de las plantas de L. fenuis en
crecimiento (control, suelo saturado y sumersion parcial), y fueron consumidas
solamente bajo sumersion completa, la condicion mas estresante del experimento. Estos
resultados coinciden con trabajos previos acerca del uso de los carbohidratos de reserva
en L. tenuis expuesto a condiciones extremas de deprivacion de carbono: plantas que
fueron sometidas simultaneamente a defoliacion intensa y sumersion parcial (Striker et
al., 2008). Las plantas de P. dilatatum no tuvieron ni desarrollaron rizomas durante el
transcurso del experimento, por lo que las reservas de carbohidratos solubles y almidon
fueron limitadas y se encontraron principalmente en las vainas (Figura 3.7). Esto podria
explicar en parte la senescencia a los 20 dias de las plantas sometidas a sumersion
completa, que no tuvieron reservas de carbohidratos y por lo tanto, fueron incapaces de
mantener su metabolismo basal bajo estas condiciones. El uso de los carbohidratos
solubles y del almidon de los 6rganos de almacenamiento, como fuente de energia para
el mantenimiento de los procesos asociados con la supervivencia de la planta, parece ser
critico cuando el tiempo de sumersion es prolongado (Crawford, 1992; Bailey-Serres y
Voesenek, 2008). La transformacion del almidoén en carbohidratos respirables bajo
condiciones de anoxia s6lo ocurri6 en las coronas de L. tenuis (Figura 3.4) y también se
sabe que ocurre en los rizomas de A. calamus (Schliiter y Crawford, 2001) y tubérculos
de Potamogeton pectinatus (Dixon et al., 2006). Probablemente, plantas de P. dilatatum
con rizomas desarrollados al momento de la sumersion completa, podrian sobrevivir este
periodo a expensas de las reservas de carbohidratos, una hipotesis plausible a ser
sometida a prueba en futuras investigaciones. A pesar de que las reservas de las coronas
le permitieron a L. tenuis sobrevivir a una sumersion completa prolongada, es necesario
un tiempo considerable de recuperacion para las reservas de la corona y para el
desarrollo de nuevas hojas funcionales después de una sumersion al momento de pensar
en estrategias de manejo de la especie en el pastizal. Adicionalmente, la produccién de
biomasa, el vigor y la persistencia de ambas especies en el pastizal podrian caer si las
plantas son defoliadas durante o inmediatamente después de la inundacion (ver Capitulo
4 de esta tesis).

Los resultados obtenidos en este experimento son relevantes para la ecofisiologia
y el manejo de estas especies forrajeras. Trabajos futuros que exploren las respuestas de
otros genotipos de L. tenuis y P. dilatatum (i.e. poblaciones naturales) podrian ser
interesantes para evaluar el grado de variacidon intraespecifica en la capacidad de las
plantas de ajustar su estrategia en funcion de la profundidad de inundacion demostrada
aqui para L. tenuis, o de evaluar dicha capacidad en otras poblaciones de P. dilatatum.
La estrategia de supervivencia Optima va a depender del régimen de inundacion de un
determinado ambiente en el que se desarrolle P. dilatatum y donde L. tenuis sea
incorporada como parte del recurso forrajero. En 4reas sujetas a inundaciones poco
profundas, tal como las comunidades localizadas a lo largo de posiciones topograficas
intermedias, las respuestas de las plantas estan orientadas a mantener las hojas por
encima del nivel del agua, de modo de permitir la captura de oxigeno y la fijacion de
carbono, lo que es suficiente para mantener el crecimiento y permitir la supervivencia de
las plantas. Por el contrario, en areas ubicadas en las posiciones topograficas mas bajas,
en las que las plantas pueden suftrir periddicamente condiciones que van desde suelo
saturado hasta la sumersién completa, L. tenuis demostrd la capacidad de ajustar su
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respuesta, suprimiendo la elongacion del tallo y adoptando una estrategia de
quiescencia. Esta plasticidad no habia sido reportada antes para plantas individuales.
Estudios previos so6lo demostraron coOmo diferentes especies o ecotipos poseen
estrategias contrastantes frente a niveles de inundacion, el mismo genotipo presenta
estrategia de escape o estrategia de quiescencia, pero nunca ambas (e.g. cultivares de O.
sativa, Setter y Laureles, 1996; R. crispus vs. R. palustris, Laan y Blom, 1990;
Voesenek ef al., 1990 y formas contrastantes de Ranunculus repens, Lynn y Waldren,
2003). El desarrollo de esta plasticidad de L. fenuis, donde plantas con el mismo
background genético pueden presentar ambas estrategias, contribuiria a explicar su
persistencia en ambientes con diferente intensidad de inundacion, donde otras especies
leguminosas no logran prosperar. Para P. dilatatum, si bien los resultados de este trabajo
indicaron que no tolera la sumersion completa mas de 20 dias, cabe destacar que es una
especie persistente y exitosa en los ambientes inundables de la Pampa Deprimida
(Chaneton et al., 1988; Insausti et al., 1999; Rubio et al. 1997, Striker et al., 2011). Esto
podria deberse a varios factores que debieran analizarse en el futuro, como la duracion
y/o el régimen de sumersion (ver Chen et al., 2011) que efectivamente enfrentan las
plantas a campo (que quizas sea de menor magnitud), o también que su éxito esté
relacionado con la capacidad de rebrotar una vez restablecidas las condiciones dptimas
de crecimiento, a partir del uso de las reservas presentes en sus rizomas y que no se ha
evaluado en esta tesis.
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Capitulo 4

EFECTOS DE LA FRECUENCIA DE DEFOLIACION SOBRE EL
CRECIMIENTO DE PLANTAS INUNDADAS DE Lotus tenuis y Paspalum
dilatatum. Morfologia, crecimiento y uso de carbohidratos de reserva.
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C.1 INTRODUCCION

La capacidad de las plantas de cambiar su morfologia en respuesta a la inundacion
puede verse afectada cuando se combina con eventos periddicos de defoliacién, como
consecuencia del pastoreo. La defoliacion provoca en las plantas cambios morfologicos
opuestos a los que genera la sumersion parcial (¢f. plantas inundadas de porte erecto vs.
plantas defoliadas de porte rastrero). Estos cambios incluyen la prioridad de particion de
carbono y nutrientes hacia la parte aérea para la reposicion de hojas, la movilizacion y
utilizacion de reservas, y una reduccion en altura, adoptando una forma de crecimiento
rastrera (McNaughton, 1983; Gautier et al., 1999). Como consecuencia, estas plantas
presentan un alto nimero de macollos/tallos cortos y la biomasa se localiza en los
estratos inferiores del canopeo (Gibson et al., 1992; Gautier et al., 1999). Estas
respuestas constituirian una estrategia de evasion al pastoreo, ya que una ubicacion
proxima a la superficie del suelo de los 6rganos aéreos (e.g. hojas, macollos) reduce la
biomasa que puede ser removida por los herbivoros (Westoby, 1980; Jaramillo y Detling,
1988; Matches, 1992) y disminuye la probabilidad de que sus meristemas apicales,
laterales e intercalares (de gramineas) sean pastoreados (Branson, 1953; Booysen et al.,
1963; Noy-Meir, 1978; Rosenthal y Kotanen, 1994; Lemaire y Chapman, 1996; Zheng
et al., 2010). Por el contrario, las plantas responden a la sumersion parcial incrementando
su altura y la proporcion de biomasa aérea ubicada en los estratos superiores del canopeo
(Van der Sman et al., 1991; Insausti et al., 1999, 2001; Striker et al., 2005; Pierik et al.,
2009), facilitando la captura de oxigeno atmosférico para la aireacién de los tejidos
sumergidos (Laan et al., 1990; Grimoldi et al., 1999; Colmer, 2003b; Colmer y Voesenek,
2009). De esta manera, se puede decir que la defoliacion y la inundacion desencadenan
respuestas morfologicas opuestas en la determinacion de la altura de las plantas que
podrian afectar la proporcion de tallos sumergidos/emergidos y, como consecuencia, su
acumulacion de biomasa (Striker ef al., 2008). En los pastizales de la Pampa Deprimida,
la defoliacion reiterada de la leguminosa Lotus tenuis y de la graminea Paspalum
dilatatum durante un periodo de inundacién es un evento de ocurrencia, ya que se trata
de especies muy preferidas por el ganado (Lemcoff et al., 1978; Agnusdei y Mazzanti,
2001). Mas aun, estas especies resultan de especial interés debido a que presentan
caracteristicas de rebrote diferentes. En las gramineas el crecimiento post-corte esta
sostenido principalmente por la asimilaciéon de carbono provista por el area foliar
remanente (Schnyder y de Visser, 1999; Lattanzi et al., 2005 para P. dilatatum) mientras
que las leguminosas con coronas, como Lotus, cuentan con la posibilidad de utilizar sus
carbohidratos de reserva para rebrotar (Smith, 1962; Striker et al., 2008). En este
capitulo se abordo el estudio de las respuestas morfoldgicas, de acumulacion de biomasa
y del uso de carbohidratos de reserva por parte de la leguminosa Lotus tenuis y de la
graminea Paspalum dilatatum bajo tratamientos que simularon una baja y una alta
frecuencia de defoliacion durante un periodo de inundacion de 40 dias durante su etapa
activa de crecimiento.

Los efectos de la frecuencia de defoliacion en leguminosas se han estudiado
principalmente en Medicago sativa (alfalfa), donde se ha visto que las reservas
organicas son criticas para el rebrote de la planta (Avice et al., 1997; Meuriot et al.,
2005; Teixeira et al., 2007). En particular, las reservas de carbono (solubles y almidon)
son las que estan directamente involucradas en sostener el metabolismo respiratorio
radical durante el inicio del rebrote (Avice et al., 1996). Se ha demostrado que la
contribucion de las reservas para el rebrote de la planta depende de la biomasa
remanente de hojas luego de la defoliacion (Meuriot ef al., 2004). Defoliaciones intensas
y/o frecuentes (i.e. baja altura de corte y un corto periodo de descanso entre
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defoliaciones, respectivamente) determinan un area foliar remanente reducida y, en
consecuencia, una mayor dependencia de las reservas para sostener el rebrote (Smith,
1962; Avice et al., 1996; Sinclair et al., 2007). También se ha visto que la capacidad de
usar las reservas para el rebrote luego de la defoliacion difiere entre las leguminosas
(Smith, 1962; Li et al., 1996). Al respecto, se ha sugerido que el rebrote de Lotus tenuis
es menos dependiente de sus reservas de corona que la alfalfa (Smith, 1962; Kallenbach
et al., 2001). Sin embargo, esta presuncion necesita ser cuidadosamente examinada,
dado que la biomasa removida con una misma altura de corte no es la misma en ambas
especies, ya que L. tenuis mantiene una morfologia postrada en condiciones de pastoreo.
Por lo tanto, el uso de reservas menos marcado que tiene L. fenuis puede simplemente
estar relacionado con la mayor area foliar remanente que tiene para el rebrote. Incluso,
se ha visto que L. tenuis es capaz de usar sus reservas de corona cuando la asimilacion
actual de carbono se restringe de manera marcada, como sucede en plantas bajo
sumersion completa (Striker et al., 2008). En gramineas, el efecto de las altas
frecuencias de defoliacion se han estudiado principalmente en Festuca arundinacea,
Dactylis glomerata y Lolium perenne, encontrandose diversas respuestas morfologicas
entre las especies. Altas frecuencias de defoliacion determinan plantas con un mayor
nimero de macollos, con menores angulos de insercion (i.e. plantas postradas/rastreras)
y la posicion mas baja de los meristemas de rebrote (Chapman y Lemaire, 1993). Sin
embargo, el presumible compromiso de respuesta por parte de las gramineas cuando
estan sometidas a un evento de defoliacion en presencia de suelo inundado ha sido un
topico escasamente estudiado (Echinochloa haplocada, Hypertelia dissoluta y Panicum
coloratum en Oesterheld y McNaughton, 1991; Deschampsia caespitosa en Merril y
Colberg, 2003; Bobloschoenus caldwelii, Schoenoplectus validus y Phragmites australis
en Hayball y Pearce, 2004), demostrando que esta combinacién de estreses tiene un
efecto mas negativo sobre el crecimiento de las especies que el efecto de cada uno de los
factores por separado. Actualmente, no existe ningun antecedente en la literatura, ya sea
para especies gramineas o leguminosas, que haya explorado los efectos de la defoliacion
reiterada (i.e. frecuencia de corte) sobre plantas inundadas, y menos atn haciendo foco
en la dindmica de reservas bajo dicha combinacion de factores de estrés. Por ello, en
este capitulo se estudid la dindmica del uso de reservas de carbohidratos de L. tenuis y
P. dilatatum ante el aumento en la frecuencia de defoliacion. La comprension y
cuantificacion del estado de las reservas bajo condiciones de estrés combinado en estas
especies forrajeras, puede ser util para definir una practica de manejo adecuada, con el
fin de mejorar la persistencia de estas especies de interés agrondmico en el pastizal.

Objetivo 3: Evaluar los efectos del aumento en la frecuencia de defoliacion sobre la
morfologia, acumulacion de biomasa y uso de carbohidratos de reservas de plantas de
Lotus tenuis y Paspalum dilatatum durante un periodo de inundacion.

Hipétesis C.1: La tolerancia a la accién conjunta de la inundacion y la defoliacion esta
relacionada con la expresion simultanea de caracteres asociados con la oxigenacion de
los tejidos sumergidos y la exposicion rapida de los 6rganos aéreos por encima del nivel
del agua.

Hipotesis C.2: El aumento en la frecuencia de defoliacion en plantas inundadas (de
mayor altura) genera un marcado compromiso en su crecimiento debido a la mayor
remocion de los tejidos aéreos. En tales condiciones, se afecta marcadamente el rebrote
de las plantas defoliadas e inundadas.
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Hipotesis C.3: La caida en el crecimiento de plantas inundadas frecuentemente
defoliadas, (debido a la mayor remocion de tejidos aéreos, mencionada en la Hipotesis
C.2), estaria condicionada al uso de carbohidratos de reservas para sostener el rebrote.

C.2 METODOLOGIA
Material vegetal

Las dos especies forrajeras utilizadas en este experimento son conspicuas de los
pastizales inundables de la Pampa Deprimida, que crecen sujetas a eventos periodicos de
inundacion. La especie Lotus tenuis Waldst. & Kit. (sin. Lotus glaber Mill.) es una
leguminosa perenne naturalizada en estos pastizales. Su estacion de crecimiento es
primavera-estivo-otofial. Usualmente presenta una corona bien desarrollada y una raiz
principal con numerosas raices laterales. Las hojas son pentafoliadas, con dos estipulas
en la base del peciolo. La segunda especie Paspalum dilatatum Poir. es una graminea
perenne nativa, con la misma estacion de crecimiento que L. tenuis. Las plantas adultas
pueden desarrollar rizomas, que funcionan como 6rgano de reserva de carbohidratos
para el rebrote primaveral (Kavanova y Gloser, 2005). Las vainas y la base de las
laminas foliares también pueden acumular este tipo de reservas que resultan
rapidamente utilizables para el rebrote dentro de la estacion de crecimiento. Ambas
especies son capaces de cambiar su habito de crecimiento en respuesta a condiciones
ambientales: crecen de forma postrada (orientacion plagiotropica de los macollos/tallos)
bajo condiciones de ausencia de sefales de sombreo en ambientes pastoreados (alta
relacion de luz roja:rojo lejano lateral), y pueden volverse erectas cambiando sus tallos
hacia una posicion ortotropica bajo canopeos cerrados o en condiciones de inundacion
(Gibson et al., 1992; Clua et al., 1996; Insausti et al., 2001; Striker et al., 2005; 2008).

Para llevar a cabo el experimento, se extrajeron plantas adultas de L. fenuis y P.
dilatatum del pastizal en momentos en los que no estuvo inundado, se transplantaron a
macetas de pléastico de 4 L con un sustrato de arena y suelo (1:1) del pastizal de la
Pampa Deprimida de manera similar a la descrita en el experimento correspondiente al
Capitulo 3.

Tratamientos de inundacion y frecuencias de defoliacion

Luego de 6 meses de aclimatacion, las plantas se sometieron a tratamientos combinados
de inundacion (dos niveles) y defoliacion (tres niveles): (i) Inundacion artificial por 40
dias con una altura del nivel del agua de 4 cm (Cuadro 4.1; Figura 4.1), que es un nivel
frecuente a campo (Paruelo y Sala, 1990) y usado en experimentos de simulacion de
inundacion en mesocosmos (Insausti et al., 1999, Striker et al., 2011); (ii) Defoliacion:
corte de la biomasa con tijera por encima de 4 cm (nivel de inundacién). Para simular
una baja frecuencia de defoliacion se realizé un solo corte al inicio del experimento (dia
0) y para simular un alta frecuencia de defoliacion se realizaron dos cortes, al inicio (dia
0) y en la mitad del periodo de inundacion (dia 20). El intervalo de corte elegido para
representar una alta frecuencia de defoliacion resulta consistente con lo observado para
plantas frecuentemente defoliadas a nivel de pastizal (Deregibus et al., 1982; Agnusdei
y Mazzanti, 2001). En cada caso la fraccién removida por defoliacion se secod y se peso
para luego agregarla a la biomasa de las plantas correspondientes. El ambiente
anaerobico edafico debido a la inundacion se caracterizé a través la medicion de la tasa
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de difusion de oxigeno en el suelo (5 cm prof.) utilizando microelectrodos de platino
con referencia a calomel (Letey y Stolzy, 1964; Fiedler ef al., 2007).

Cuadro 4.1. Combinacion de tratamientos de inundacion y defoliacion y sus niveles.

Tratamientos No inundado (NI)| Inundado (I)
No defoliado (ND) ND-NI ND-I
1 Defoliacién (1 Def) 1Def-NI 1Def-1
2 Defoliaciones (2Def) 2Def-NI 2Def-1

| |
0 20 40
< Inundacién (40 dias) >

Dia

Figura 4.1. Esquema donde se ilustra la secuencia de aplicacion de los tratamientos de inundacion por 40
dias y defoliacion en plantas de Lotus tenuis y Paspalum dilatatum. Las flechas indican los momentos
donde se realizo la defoliacion.

Porosidad, altura y biomasa

La porosidad de las raices se midio al final del experimento (dia 40), utilizando técnicas
picnométricas (Jensen et al., 1969), como se describi6 en el capitulo 3. Se registro la
altura de las plantas periddicamente para monitorear la capacidad de de-sumersion de las
plantas defoliadas e inundadas, y el incremento marcado en altura esperado en las
plantas solo inundadas. La biomasa se cosech6 al inicio del experimento (dia 0 sobre 10
individuos adicionales), a la mitad del periodo de inundacion (dia 20) y al final del
experimento (dia 40). La cosecha del dia 20 fue crucial para poner a prueba la hipotesis
C.2 (menor crecimiento de plantas frecuentemente defoliadas bajo inundacién por
mayor remocion de hojas en plantas inundadas de mayor altura). La biomasa aérea se
cosechd en dos estratos, por encima (> 4 cm) y por debajo del nivel de inundacion (0-4
cm) y se la separd en los siguientes compartimentos: hojas, tallos y coronas para L.
tenuis; laminas, vainas y raices para P. dilatatum. Cabe mencionar que las plantas de P.
dilatatum no poseian rizomas ni los desarrollaron durante el experimento. La biomasa
cosechada se sec6 en estufa a 80° C por 72 horas y se peso.

Analisis de carbohidratos

Se analiz6 el contenido de carbohidratos solubles y almidén en las estructuras de reserva
de cada especie: coronas en L. tenuis y en vainas en P. dilatatum, al inicio del
experimento, a los 20 y a los 40 dias de iniciado el experimento. Se utilizd el
procedimiento de anthrona descrito para el experimento correspondiente al capitulo 3
(Yemm y Willis, 1954).
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Analisis estadistico

La evolucion de la altura de las plantas para cada especie se evalué mediante un
ANOVA de mediciones repetidas de dos vias, con defoliacion e inundacién como
factores principales (Von Ende, 1993). Adicionalmente, se realizaron contrastes
ortogonales para comparar la altura de la planta entre inundadas y no inundadas dentro
de cada fecha y nivel de defoliacion. La biomasa, los carbohidratos solubles y el
almidon se analizaron mediante una ANOVA de dos vias para cada fecha de cosecha
(dias 0, 20 y 40). En el caso de haber interaccion entre factores, se realizd
posteriormente un test de Tukey para determinar el efecto de los tratamientos. La
normalidad y homogeneidad de varianzas fueron previamente verificadas. Las variables
que involucraron proporciones fueron transformadas (arcsenVx) antes de realizar los
analisis. Los andlisis se realizaron con el software estadistico InfoStat version 2010
(Grupo InfoStat, FCA, Universidad Nacional de Cérdoba, Argentina). Los resultados se
presentan como valores promedio + el error estandar.

C.3 RESULTADOS
Efectos de la inundacion sobre la aireacion del suelo

La tasa de difusion de oxigeno (ODR) en el tratamiento control permanecio entre 72.4 y
82.3 x 10® g cm™ min™', indicando una Optima oxigenacién del suelo. En el suelo
inundado, la tasa de difusion decrecié rapidamente de 78.3 +3.7a4.5+ 1.1 x 10® g cm’
> min” durante los primeros 4 dias, y permanecid cerca de cero hasta el final del
experimento, indicando condiciones de anaerobiosis en el suelo.

Porosidad de las raices

La porosidad constitutiva de las raices tanto de L. fenuis como de P. dilatatum fue
menor en las plantas no inundadas (13.4% y 21.1%, respectivamente) y mayor bajo
condiciones de inundacidén cuando fueron medidas al final del experimento (31.8% y
45.9%; P<0.001). Tales respuestas de aumento en la porosidad radical son comunes en
plantas tolerantes al anegamiento del suelo y se corresponden con la generacién de
tejido aerenquimatico en las raices (ver Capitulo 2).

Altura de las plantas y remocion de hojas

La altura inicial de las plantas de L. tenuis fue similar entre los diferentes tratamientos
(P=0.73). Consecuentemente, la proporcion de biomasa foliar removida por defoliacién
al dia 0 fue la misma entre las plantas asignadas a ambos tratamientos (inundado y no
inundado) (62 + 3.5%; P=0.64). Durante el curso del experimento, la altura de las
plantas dependié de la combinacién de los tratamientos de inundacion y defoliacion
(rmAnova, inundacion x defoliacion x tiempo: P<0.05, Figura 4.2). El incremento en la
frecuencia de defoliacion redujo la altura de las plantas, especialmente bajo condiciones
de no inundacion, mientras que la inundacioén incremento la altura de las plantas (F x D:
P<0.01). Por lo tanto, para la misma frecuencia de defoliacion, las plantas inundadas
fueron siempre mas altas que las no inundadas (P<0.01 en todos los casos, Figura 4.2).
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Este incremento en la altura de las plantas bajo condiciones de inundacion trajo
aparejado una alta proporcion de biomasa aérea por encima del nivel del agua, inclusive
en aquellas plantas que fueron defoliadas al inicio (51.7-59.7%; F x D: P<0.01; Figura
4.2). Como resultado, la segunda defoliacion (dia 20) provocod una mayor remocioén de
hojas en aquellas plantas inundadas que en las que no lo estuvieron (88.9 £+ 2.5% vs.
51.1 £ 3.2% de hojas removidas, respectivamente; P<0.001; ver inserto en Figura 4.2).
Por esta razdn, las plantas inundadas bajo tratamiento de alta frecuencia de defoliacion
(AF) comenzaron su periodo de recuperacion luego del segundo evento de corte con
mucho menos biomasa foliar remanente con respecto a aquellas plantas no inundadas
(biomasa remanente de hojas del 10% en plantas inundadas bajo doble corte vs. ca. 48%
en plantas no inundadas bajo doble corte).

No-defoliado Una defoliacion Dos defoliaciones

100" Remocién de
90+ hojas (%)

80r
70r
60r
50r
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T
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0O 10 20 30 4 0O 10 20 30 4 0 10 20 30 40
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i

Figura 4.2. Altura de las plantas de Lotus tenuis sujetas a tratamientos combinados de inundacion y
defoliacion. O: No inundado; B: Inundado. Las flechas indican cada evento de defoliacion. La linea de
puntos indica el nivel del agua (4 cm). El grafico inserto muestra la proporcion de biomasa de hoja
removida por la defoliacion (con respecto a la biomasa total de hojas de la planta) en el dia 0 y 20 bajo
condiciones de inundacién y no inundacion. Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05)
entre tratamientos (fecha e inundacion). Los valores son promedio de seis repeticiones + el error estandar.

La altura de las plantas de Paspalum fue similar entre los tratamientos al inicio del
experimento (P>0.05). La biomasa removida por efecto del corte inicial en las plantas
sujetas a tratamientos de defoliacion fue de 67-71 + 3.1% para ambos tratamientos de
inundacion (P>0.05; inserto Figura 4.3). El efecto de la inundacion sobre la altura sélo
se observo a partir de los 20 dias de tratamiento en las plantas que no fueron defoliadas
(inundacién x defoliacién x tiempo: P<0.05; Figura 4.3). La defoliacion determind que
las plantas sean de menor altura que las nunca defoliadas, encontrandose diferencias
significativas en la altura de las plantas inundadas vs. las no inundadas a lo largo del
experimento cuando fueron defoliadas solo una vez (P=0.009; Figura 4.3). Como
resultado, una segunda defoliacion removi6 la misma cantidad de biomasa (50-52 =+
2.6%) en plantas inundadas que en aquellas creciendo bajo condiciones control (P>0.05;
inserto Figura 4.3). Sin embargo, con alta frecuencia de defoliacion (corte al dia 0 y 20),
las plantas que estuvieron inundadas no sobrevivieron a la combinacién de tratamientos
y murieron, mientras que las no inundadas rebrotaron y continuaron la elongacion de los
macollos (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Altura de plantas de Paspalum dilatatum sujetas a tratamientos combinados de inundacion y
defoliacion. [I: No inundado; B: Inundado. Las flechas indican cada evento de defoliacion. T indica el
momento de muerte de las plantas. La linea de puntos indica el nivel del agua (4 cm). El grafico inserto
muestra la proporcion de biomasa aérea removida por la defoliacion (con respecto a la biomasa total aérea
de la planta) en el dia 0 y 20 bajo condiciones de inundacion y no inundacion. Letras distintas indican
diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos (fecha e inundacion). Los valores son promedio de
seis repeticiones = el error estandar.

Efecto sobre la biomasa en Lotus tenuis

En el tratamiento de suelo sin inundar, un evento de defoliacion inicial (BF; Figura 4.4)
no alterd la acumulacion de biomasa en relacion a aquellas plantas no defoliadas. Sin
embargo, una alta frecuencia de defoliacion (AF) afectdé negativamente el crecimiento
de las plantas reduciendo su biomasa final un 27.9% con respecto a las no defoliadas o
aquellas defoliadas una vez (BF; Figura 4.4). Esta baja biomasa fue el resultado de una
baja acumulacion de biomasa en tallos y raices (Figura 4.4). Por el contrario, en el
tratamiento de inundacion, la defoliacion inicial fue suficiente para generar un efecto
negativo sobre la acumulacion de biomasa ya evidente al dia 20 del experimento (F x D:
P<0.05; Figura 4.4). En esa fecha (dia 20), la biomasa total de plantas defoliadas e
inundadas fue 22.3% menor que en el resto de los tratamientos, como resultado de una
menor biomasa de tallos y de coronas (ver panel izquierdo en Figura 4.4). Durante los
siguientes 20 dias, las plantas sometidas a una sola defoliacion (BF; Figura 4.4)
continuaron creciendo a una tasa que les permitio mantener las diferencias en biomasa
generadas en los primeros 20 dias con respecto a las plantas no inundadas (25.6% menor
biomasa que las control al dia 40, ver panel derecho en Figura 4.4).

Bajo condiciones de inundacion, una segunda defoliacion intensificé el efecto
negativo sobre el crecimiento de las plantas (F x D: P<0.05; Figura 4.4). Por lo tanto,
las plantas inundadas sujetas a alta frecuencia de defoliacién (AF) registraron la menor
acumulacion de biomasa: 56.6% menos que las plantas no defoliadas (P<0.05; Figura
4.4). Esta respuesta fue producto de la reducida biomasa de tallos, coronas y raices con
una minima tasa de crecimiento de cada compartimento a lo largo de todo el
experimento (comparar dia 0 vs. dia 40 en la Figura 4.4). Estas respuestas coinciden con
los que se esperaria encontrar en plantas con una minima proporcion de hojas
remanentes (ca. 10% hojas remanentes, ver inserto en Figura 4.2) y con escasas reservas
en sus coronas (Figura 4.4). Cabe destacar que, en ausencia de defoliacion, la
inundacidon no provoco reducciones significativas en la biomasa final de las plantas,
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aunque la particion de biomasa cambid favoreciendo el crecimiento de la parte aérea en
detrimento de las raices, como una respuesta tipica a la inundacion (Figura 4.4).

Efecto sobre la biomasa en P. dilatatum

Al dia 20 de iniciado los tratamientos, hubo una reduccién en la acumulacidén de
biomasa total en aquellas plantas de Paspalum que fueron defoliadas al inicio del
experimento (BF, dia 0), tanto en las inundadas como en las no inundadas (P<0.05;
Figura 4.5). Dicha reduccion estuvo asociada a una baja acumulacion de biomasa en
macollos y en raices. Durante los siguientes 20 dias que duraron los tratamientos, las
plantas que solo fueron defoliadas una vez (BF) y que no estuvieron inundadas, se
recuperaron logrando una acumulacion de biomasa similar a las plantas control (ND;
Figura 4.5). Por el contrario, aquellas plantas inundadas y defoliadas inicialmente (BF)
no lograron equiparar la biomasa de los controles hacia el final del experimento (Figura
4.5) registrando una reduccion del 55% de biomasa total, explicada por una menor
biomasa principalmente de macollos y en menor medida de raices.

Un segundo evento de defoliacion al dia 20 (AF), provocd una marcada
reduccion en la biomasa total, siendo el efecto mas pronunciado en aquellas plantas
inundadas, quienes no sobrevivieron a la doble defoliacion bajo inundacion (P<0.05;
Figura 4.5). Al igual que lo observado para Lotus, una baja frecuencia de defoliacion no
afecta la acumulacion de biomasa de la planta si no hay inundacioén (Figura 4.5). Sin
embargo, cuando las plantas son inundadas y no son defoliadas (ND), tienden a
acumular mas biomasa aérea por encima de los 4 cm que aquellas no inundadas (Figura
4.5), aunque no se observo un cambio en la particion de biomasa en la planta hacia
menor biomasa de raices, como si sucedi6 en Lotus (Figura 4.4).



TESIS DOCTORAL

Biél. M.Sc. MILENA E. MANZUR

Biomasa de corona (g planta™) Biomasa aérea (g planta™) Biomasa total (g planta™)

Biomasa de raices (g planta ™)

8.0

6.5

5.0

3.5

2.0

0.5
5.0

4.1

3.2

2.3

14

0.5
2.0
1.7
14
11
0.8
0.5
0.2

2.0
17
14
11
0.8
0.5
0.2

55

Dia 0 Dia 20 Dia 40
a
L L a a
I £ I
r M b
a a a b
i H . i
I 1 >4cm I
L Il O-4cm L
a a a
a @ a b b
b c
a a
r a
ra T a T
L A a
r ab b
ﬁ
F ra
T
- H | ab
i I b
i a ab 1 by
b ab c
ND ND BF ND BF ND BF AF ND BF AF
No-inundado  Inundado No-inundado Inundado

Figura 4.4. Biomasa de plantas de Lotus tenuis sujetas a una combinacion de tratamientos de inundacion
y defoliacion. Las cosechas se realizaron al comienzo (dia 0), en el medio (dia 20) y al final del
experimento (dia 40). La biomasa removida en cada momento fue sumada a su correspondiente fraccién
de tallo de la capa superior. Abreviaturas: ND, no defoliado; BF, baja frecuencia de defoliacion (remocidon
solo al dia 0); AF, alta frecuencia de defoliacion (remocion al dia 0 y al dia 20). Letras distintas indican
diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos dentro de cada fecha basadas en el test de Tukey.
Los valores son el promedio de seis repeticiones =+ el error estandar.
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Figura 4.5. Biomasa de plantas de Paspalum dilatatum sujetas a una combinacion de tratamientos de
inundacion y defoliacion. Las cosechas se realizaron al comienzo (dia 0), en el medio (dia 20) y al final
del experimento (dia 40). La biomasa removida en cada momento fue sumada a su correspondiente
fraccion de biomasa aérea de la capa superior. Abreviaturas: ND, no defoliado; BF, baja frecuencia de
defoliacion (remocidn solo al dia 0); AF, alta frecuencia de defoliacion (remocion al dia 0 y al dia 20).
Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos dentro de cada fecha basadas

en el test de Tukey. T indica que las plantas de ese tratamiento estaban muertas al momento de determinar
la biomasa. Los valores son el promedio de seis repeticiones + el error estandar.

Numero de tallos

Al comienzo del experimento, las plantas de Lotus asignadas a los diferentes
tratamientos presentaron similar numero de tallos (P>0.72; Cuadro 4.2). Luego de 20
dias de experimento, la defoliacion inicial increment6 el numero de tallos un 20.4% en
plantas crecidas bajo condiciones de no inundacion; mientras que la inundacion, ya sea
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como un factor simple o combinado con defoliacion, no modific6 este parametro
(interaccion F x D: P<0.05). Cuando este parametro fue evaluado al final del
experimento, las plantas sujetas a una alta frecuencia de defoliacion sin inundaciéon (AF;
Cuadro 4.2) mostraron un incremento significativo en el numero de tallos (28.6% mas
que las plantas no defoliadas; P=0.035), una respuesta que no se observo bajo
condiciones de inundacion (interaccion F x D: P<0.05). Como resultado, en el escenario
mas estresante (una alta frecuencia de defoliacion en suelo inundado), se observo el
menor nimero de tallos por planta. Aqui, las plantas alcanzaron un nimero final de
tallos que no difirié del observado para el dia 0 (P=0.24).

Cuadro 4.2. Numero de tallos de plantas de Lotus tenuis sujetas una combinacion de tratamientos de
inundacion y defoliacion al comienzo (dia 0), a la mitad (dia 20) y al final del experimento (dia 40).
Abreviaturas: ND, no defoliado; BF, baja frecuencia de defoliacién (dia 0); AF, alta frecuencia de

defoliacion (dia 0 y 20).
Ntmero de tallos No inundado Inundado
(planta™) ND BF AF ND BF AF
Dia 0 314+19a 329+22a 320+2.1a 323+22a 321+1.8a 329+1.8a
Dia 20 376 +22b 449+19a 457+2.1a 356+23b 349+2.0Db 347+£1.7Db
Dia 40 4294+21c 499+27b 552+19a 41.6+19¢ 386+2.1c 285+3.0d

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos dentro de cada fecha,
basadas en el test de Tukey. Los valores son el promedio de seis plantas + el error estandar.

Numero de macollos

El nimero de macollos no se afectd con el aumento en la frecuencia de defoliacion en
condiciones de controles no inundados, no respondiendo como tipicamente podria
preverse frente al corte (P>0.05; Cuadro 4.3). En condiciones de inundacion, tanto en
baja (BF) como en alta frecuencia (AF) de defoliacion, el nimero de macollos se redujo
significativamente (P<0.05; Cuadro 4.3). Interesantemente, la inundacién como Unico
factor de estrés (sin defoliacién) no afectd el macollaje, de manera que las plantas solo
inundadas tuvieron la misma cantidad de macollos que las plantas control (no inundadas
ni defoliadas, Cuadro 4.3), tal como se podia esperar para una especie tolerante a la
inundacion como P. dilatatum.



58
TESIS DOCTORAL

Biél. M.Sc. MILENA E. MANZUR

Cuadro 4.3. Numero de macollos de plantas de Paspalum dilatatum sujetas una combinacion de
tratamientos de inundacion y defoliacion al comienzo (dia 0), a la mitad (dia 20) y al final del
experimento (dia 40). Abreviaturas: ND, no defoliado; BF, baja frecuencia de defoliacion (dia 0); AF, alta
frecuencia de defoliacion (dia 0 y 20).

Numero de No inundado Inundado

macollos

(planta'l) ND BF AF ND BF AF

Dia 0 120+1.8a 102+1.1a 11.0+13a 125+£09a 103+x10a 102+1.0a
Dia 20 16.0+£2.6a 147+08a 135+14a 16.7+£1.6a 100+14D 92+14b
Dia 40 183+29a 16.0+1.0a 173+24a 157+13a 8.7+1.0b +

Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos dentro de cada fecha,
basadas en el test de Tukey. Los valores son el promedio de seis plantas + error estandar. 1 indica que las
plantas de ese tratamiento estaban muertas al momento de determinar el nimero de macollos.

Carbohidratos solubles y almidon en las coronas de Lotus tenuis

En el tratamiento de suelo no inundado, la defoliacidn inicial determind una reduccion
en los carbohidratos solubles y almidon de las coronas, ya evidente a los 20 dias del
experimento. En esa fecha, las plantas defoliadas mostraron una caida en las
concentraciones de carbohidratos solubles y de almidon, equivalentes a un 23.4% y
35.5% menos que las no defoliadas, respectivamente. Cuarenta dias después de la
defoliacion, las plantas que solo estuvieron sujetas a una defoliacion (BF; Figura 4.6)
recuperaron los niveles de carbohidratos solubles pero no los de almidon. En las plantas
sujetas a una segunda defoliacion (AF; Figura 4.6), el consumo de las reservas persistio
de manera que las concentraciones finales de carbohidratos solubles y almidén fueron
un 37.8% y 57.3% menores que en las plantas no defoliadas, respectivamente (Figura
4.6). Es importante destacar que, después de cada evento de defoliacion, las plantas
consumieron progresivamente sus reservas de almidon, pero nunca recuperaron sus
niveles iniciales.

En el suelo inundado, el uso de las reservas de las plantas defoliadas fue
significativamente mayor que en aquellas creciendo en suelo no inundado (F x D:
P<0.05; Figura 4.6). Al dia 20, las plantas defoliadas crecidas bajo inundacion tuvieron
una menor concentracion de carbohidratos solubles y almidon que las plantas no
defoliadas (52.7% y 69.1%, respectivamente). Las plantas inundadas sujetas a un
segundo evento de defoliacion (AF; Figura 4.6) mostraron una drastica caida en las
reservas de las coronas, tal como lo reflejaron las bajas concentraciones de
carbohidratos solubles y almidon en la medicion final. Consecuentemente, las plantas
sujetas a una alta frecuencia de defoliacion tuvieron una concentracion de carbohidratos
solubles un 72.2% menor y una concentracion de almidon un 90.9% menor que las
plantas no defoliadas (Figura 4.6). Cabe destacar que la inundacion sin defoliacion no
provocod cambios en la concentracion de carbohidratos solubles ni de almidon, en
ninguno de los momentos en que se realizaron las mediciones, tal como era esperable
para una especie tolerante a la inundacién como L. fenuis (Figura 4.6).
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Figura 4.6. Concentracion de carbohidratos solubles y almidon en coronas de plantas de Lotus ftenuis
sujetas a tratamientos combinados de inundacion y defoliacion. Las mediciones se llevaron a cabo al
comienzo (dia 0), en el medio (dia 20) y al final del experimento (dia 40). Abreviaturas: ND, no
defoliado; BF, baja frecuencia de defoliacion (remocion solo al dia 0); AF, alta frecuencia de defoliacion
(remocion al dia 0 y al dia 20). Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05) entre
tratamientos dentro de cada fecha basadas en el test de Tukey. Los valores son el promedio de seis
repeticiones + el error estandar.

Carbohidratos solubles y almidon en vainas de Paspalum dilatatum

A los 20 dias de iniciados los tratamientos, no se detectaron efectos de la defoliacion ni
de la inundacion sobre la concentracion de los carbohidratos solubles (CS) presentes en
las vainas. Por el contrario, la concentracion de almidon disminuyd (P<0.05) en aquellas
plantas inundadas que fueron defoliadas al dia O (Figura 4.7). Hacia el final del
experimento (dia 40), se observd una caida significativa (P<0.05) en la concentracion de
carbohidratos solubles en aquellas plantas no inundadas con alta frecuencia de
defoliacion, mientras que en las inundadas hubo una reduccioén de ca. el 50% en las
plantas con una sola defoliacion. Si bien los niveles de almidon no se mantuvieron hacia
el final del experimento, no hubo un efecto significativo de los tratamientos (P>0.05;
Figura 4.7). En las plantas inundadas y sujetas a dos defoliaciones no se determind la
concentracion de carbohidratos solubles ni almidon, dado que no sobrevivieron hasta el
final del experimento. Aqui, al igual que en Lofus, la inundacion en ausencia de
defoliacion no provocod cambios en las concentraciones de los carbohidratos solubles
como asi tampoco en los niveles de almidon (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Concentracion de carbohidratos solubles (CS) y almidén en vainas de plantas de Paspalum
dilatatum, sujetas a tratamientos de inundacion y defoliacion durante 40 dias. Las mediciones se
realizaron al comienzo (dia 0), en el medio (dia 20) y al final del experimento (dia 40). Abreviaturas: ND,
no defoliado; BF, baja frecuencia de defoliacion (remocion solo al dia 0); AF, alta frecuencia de
defoliacion (remocidn al dia 0 y al dia 20). f indica que las plantas estaban muertas al momento de tomar
las muestras. Letras distintas indican diferencias significativas (P<0.05) entre tratamientos dentro de cada
fecha basadas en el test de Tukey. Los valores corresponden al promedio de seis repeticiones + el error
estandar.

C.4 DISCUSION

El rebrote de las plantas esta condicionado por los eventos repetidos de defoliacion
bajo condiciones de inundacion

Este capitulo aporta evidencias novedosas que indican la existencia de una relacion de
compromiso entre incrementar la altura — lo que le permite a las plantas emerger del
agua — versus reducir la parte aérea expuesta a los herbivoros para minimizar asi los
efectos de subsecuentes defoliaciones. Bajo condiciones de inundacion, el incremento en
la altura de las plantas les permite exponer mas hojas sobre el nivel del agua (ver Striker
et al., 2005; 2008; Colmer y Voesenek, 2009 y referencias alli citadas). En cambio,
cuando las plantas son defoliadas bajo condiciones de no inundacidon, una baja
proporcién de hojas estan localizadas sobre el nivel de corte, como resultado de la
reducida altura y numero de tallos que la planta alcanza, dos respuestas asociadas a
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evadir el pastoreo (McNaughton, 1983; Briske y Richards, 1995; Lemaire y Chapman,
1996; Zheng et al., 2011). Cuando estos dos factores fueron combinados en la
leguminosa Lotus tenuis, prevalecio la respuesta inducida por la inundacion; y la de-
sumersion de los tallos (aumento de altura de las plantas) continu6 a expensas del
consumo de reservas de las coronas sin aumentar el namero de tallos (Figuras 4.2 y 4.6).
Como consecuencia, debido a que las plantas inundadas fueron mas altas, la mayoria de
las hojas fueron removidas por el segundo evento de defoliacion (Inserto Figura 4.2). De
este modo, cuando la frecuencia de defoliacion se incrementd, el rebrote de las plantas
de Lotus bajo condiciones de inundacion estuvo limitado tanto en términos de
acumulacion de biomasa (Figura 4.3) como en la aparicion de nuevos tallos (Cuadro
4.2). Hasta el momento, este es el primer antecedente que demuestra dicha relacion de
compromiso en una leguminosa, que utiliza las reservas de las coronas para el rebrote.
Esta idea habia sido establecida previamente solo para especies gramineas con rebrote
dependiente de la asimilacion actual, y sujetas a un Unico evento de defoliacion bajo
inundacion (ver Oesterheld y McNaughton, 1991 para Echinochloa haplocada,
Hypertelia dissoluta y Panicum coloratum; Merril y Colberg, 2003 para Deschampsia
caespitose; Hayball y Pearce, 2004 para Bolboschoenus caldwelii y Striker et al., 2008
para Paspalum dilatatum).

Por su parte, las plantas de Paspalum dilatatum no lograron incrementar su
altura, ni su numero de macollos, ni acumular biomasa en condiciones de defoliacion
reiterada combinada con inundaciéon (Figura 4.3; ver también Figura 5.2), de manera
similar a lo observado para esta misma especie en condiciones de sumersion completa
(sin defoliacion) ya discutido en el Capitulo 3 de esta tesis. En ambos casos, la
sumersion completa de las plantas, ya sea por una alta frecuencia de corte o por una
inundacion intensa, determind la muerte de los individuos sin rebrote posterior. En esta
especie dicho resultado fue el producto de efectos propios de estrés marcado para las
plantas y no de una estrategia de quiescencia como la descrita en el Capitulo 3 para L.
tenuis bajo sumersion completa (ver también Manzur ef al., 2009). Bajo condiciones de
no inundacidn la defoliacion no afectd la generacion de nuevos macollos (comparar dias
0, 20 y 40 en Cuadro 4.2) pero tampoco promovio el macollaje, una respuesta comun al
pastoreo (Deregibus ef al., 1983; Skalova y Krahulec, 1992; Kebrom et al., 2010). Esta
falta de respuesta al corte podria estar relacionada con una dificultad en la llegada de la
sefial luminica — alta relacion de luz roja:rojo lejano (R:RL) — a la base de las plantas
que desencadena el macollaje (Casal et al., 1990; Gibson et al., 1992). Tal dificultad en
la percepcion de la sefial de R:RL pudo deberse a la morfologia inicial de las plantas, ya
que presentaban macollos grandes de porte relativamente erectos y ‘apretados’ en la
base de las plantas. Por otro lado, es importante remarcar que en el tratamiento de
defoliacion unica inicial sobre plantas creciendo en suelo inundado se registraron
resultados similares a los registrados previamente por Striker et al., (2008) para esta
graminea en cuanto a la dificultad para emerger fuera del agua y a la consecuente caida
en la acumulacion de biomasa (aérea y radical) de las plantas. A pesar de ello, se debe
notar que P. dilatatum es capaz de tolerar un evento de defoliacién bajo anegamiento
(Loreti et al., 1994; Striker et al., 2008).

En todos los tratamientos de defoliacion, la continua emergencia del agua de los
tallos de Lotus le permiti6 a sus plantas restablecer rapidamente el contacto con el
oxigeno atmosférico (Laan et al, 1990; Grimoldi et al., 1999; Striker et al., 2005;
Bailey-Serres y Voesenek, 2008; Colmer y Voesenek, 2009), permitiéndole capturar y
(presumiblemente) transportar el oxigeno desde la parte aérea hacia las raices de alta
porosidad (i.e. alto porcentaje de tejido aerenquimatico) a través de difusion pasiva
(Colmer, 2003a). Esta respuesta de de-sumersion de los tallos, que es una respuesta
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relevante en determinar la tolerancia a la inundacion en plantas que han sido defoliadas
una sola vez (ver Striker ef al., 2008 para L. fenuis), tuvo un impacto muy negativo en
las plantas de Lotus sujetas a una alta frecuencia de defoliacion (Figura 4.4). En esta
situacion, la fotosintesis aérea a nivel de planta parecio limitar el rebrote de las plantas
bajo condiciones de inundacién y doble defoliacion, ya que las plantas tuvieron una
minima biomasa residual de hojas (10% del peso seco) después del segundo evento de
defoliacion, que ademads estaban completamente sumergidas. Ademas, es conocido que
el rebrote de L. fenuis luego de una defoliacion se circunscribe principalmente a las
yemas axilares de los tallos mas viejos (Smith, 1962). Por consiguiente, plantas con una
pequeiia cantidad de biomasa foliar rebrotando (la mayoria sumergidas) desde las yemas
basales, parecieran haber sido incapaces de capturar el didéxido de carbono y el oxigeno
suficientes para sostener una tasa fotosintética y un metabolismo aerobico que favorezca
la refoliacion rapida luego del corte (Kozlowski y Pallardy, 1984). Por ello, el uso
intensivo de las reservas (que se discute en la siguiente seccion) parecio ser la principal
fuente de carbono para iniciar el proceso de refoliaciéon y de-sumersion de los tallos
luego de cada defoliacion (Figura 4.6). En esta especie, la fuente alternativa de provision
de energia bajo sumersion completa, que es la fotosintesis subacuatica (Mommer y
Visser, 2005; Pedersen y Colmer, 2008), parece no tener mayor relevancia. Esta idea se
basa en la reducida biomasa residual de hojas sumergidas en las plantas sujetas a una
alta frecuencia de defoliacion y en el acelerado amarillamiento de las hojas sumergidas
(probablemente mediado por etileno, Jackson, 2008), registrado en el capitulo anterior.

La acumulacién de biomasa en las plantas de P. dilatatum disminuyd como
consecuencia de la defoliacion, tanto en plantas inundadas como en las no inundadas,
efecto que se pudo observar ya a los 20 dias de transcurridos los tratamientos (Figura
4.5, paneles izquierdos). Al dia 40, aquellas plantas defoliadas que no estuvieron
inundadas recuperaron su biomasa a valores similares al control no defoliado
probablemente asociado a la generacion de nuevos macollos (Cuadro 4.3). Esta alta
capacidad de recuperacion de Paspalum frente a una defoliacion Unica, cuando se le
otorga un tiempo de descanso superior al mes de duracion y bajo 6ptimas condiciones de
drenaje del suelo, es coincidente con lo previamente reportado para esta graminea por
Loreti et al., (1994), Loreti y Oesterheld, (1996) y por Striker et al., (2008). Sin
embargo, cuando la defoliacion inicial se realizd en suelo inundado, las plantas
registraron una reduccion en la biomasa final equivalente al 50% de los controles
(Figura 4.5), la cuél casi duplica la caida en biomasa informada para esta especie en un
trabajo previo (25-30% menor biomasa; Striker et al., 2008). Dicha menor biomasa final
estaria explicada en este experimento por la muerte de macollos resultante del estrés
combinado por corte e inundacion (ver reduccion temporal de esta variable bajo este
tratamiento en Cuadro 4.3), una respuesta que difiere de lo reportado en el citado trabajo
y que estaria relacionada con la mayor duracion del periodo de estrés por inundaciéon en
el presente experimento (40 dias vs. 15 dias de inundacién en Striker ef al., 2008). Mas
aun, un segundo evento de defoliacion en las plantas inundadas fue crucial y suficiente
para generar la senescencia y muerte de los macollos remanentes de la primera
defoliacion, dado que las plantas no tenian rizomas (potenciales estructuras de reservas
de carbohidratos) y se quedaron sin biomasa aérea emergente capaz de fijar carbono
atmosférico por fotosintesis. Como resultado, las plantas sujetas a alta frecuencia de
defoliacion e inundadas por 40 dias no lograron sobrevivir. Este hecho debiera ser
tenido en cuenta para el manejo del pastoreo del pastizal inundado, ya que puede
trasladarse a una disminucién de la poblacion de plantas de esta especie, que es deseable
como forrajera en el pastizal (Quinos et al., 1998; Couso et al., 2010), tal como se
discute en la ultima seccion de la discusion de este Capitulo.
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Cabe destacar que L. tenuis responde diferente a la sumersion completa si €sta es
debida a un aumento en la profundidad del agua (i.e. alta intensidad de inundacion,
Capitulo 3 de esta tesis) o si es causada por defoliacion (como los resultados que aqui se
muestran). Las plantas completamente sumergidas como resultado de un aumento en la
profundidad del agua, adoptan una estrategia de quiescencia (sin crecimiento del tallo)
(Manzur et al., 2009), mientras que las plantas sumergidas debido a la defoliacion
muestran una respuesta de escape a la sumersion (como los resultados que aqui se
muestran), similar a la estrategia desarrollada por plantas que crecen bajo sumersion
parcial (Manzur et al., 2009). Existen dos razones, no mutuamente excluyentes, que
permitirian explicar esta respuesta diferencial: (i) las sefales del ambiente y la energia
necesaria disponible para sostener la elongacion de los tallos y (ii) los cambios
hormonales que pueden ocurrir en respuesta a la combinaciéon de inundacion-
defoliacion. Primero, es esperable que el ambiente sea mdas estresante para el
crecimiento de la planta con niveles elevados de agua (i.e. plantas sumergidas a mas de
20 cm) que a niveles superficiales (i.e. plantas sumergidas a causa de una defoliacién a
una profundidad de 4 cm). Esto se debe a que en niveles muy profundos de agua, la
disponibilidad de luz (y en menor grado la disponibilidad de oxigeno disuelto) es
significativamente menor (Jackson y Ram, 2003). Asi, podria esperarse que el escape de
la planta mediante la elongacion de los tallos ocurra mas facilmente en condiciones de
poca profundidad de agua (Colmer y Voesenek, 2009). Segundo, la defoliacion podria
elevar los niveles de giberelinas bioactivas (ver Morvan-Bertrand et al., 2001) que, en
combinacion con una caida en los niveles enddgenos de acido abscisico debido a la
acumulacion de etileno en los tejidos sumergidos (Visser y Voesenek, 2004; Jackson,
2008; Chen et al., 2010), podrian promover la elongacion de los tallos. Estas hipotesis
merecen futuras investigaciones, dado que pueden revelar los mecanismos involucrados
en las respuestas de escape de las plantas inundadas y defoliadas por accion del
pastoreo.

Reservas de carbohidratos y rebrote de las plantas bajo condiciones de inundacion y
defoliacion

En condiciones de no inundacion y con baja frecuencia de defoliacion, L. tenuis fue
capaz de recuperar su produccion de biomasa hasta el final del experimento usando los
carbohidratos solubles y el almidon almacenado en las coronas (Figuras 4.3 y 4.4),
resultado que coincide con trabajos anteriores (Smith, 1962; Kallenbach et al., 2001;
Striker et al., 2008). Este resultado indica que el uso de las reservas de carbono de las
coronas le permitid a las plantas compensar la pérdida de las hojas por la defoliacion
como se vio en Medicago sativa cv. Lodi con baja frecuencia de defoliacion (45 dias
entre defoliaciones; Avice et al., 1997). Por el contrario, en el tratamiento de alta
frecuencia de defoliacion, las plantas no fueron capaces de mantener su acumulacion de
biomasa a pesar del uso persistente de las reservas de las coronas. En este caso, la
biomasa remanente de hojas luego de la segunda defoliacion (inserto en la Figura 4.2)
no fue suficiente para compensar los dos eventos de defoliacion durante los 40 dias. El
segundo evento de defoliacion, hecho sobre plantas que estuvieron mas postradas
(Figura 4.2) y con una mayor proporcion de biomasa aérea debajo de la linea de corte,
provoco la remocion de las hojas jovenes (en los estratos superiores del canopeo),
mientras que la biomasa de hojas remanentes estuvo compuesta principalmente por
hojas mas viejas y con menor potencial fotosintético para el rebrote (ver Boller y
Nosberger, 1985; Lemaire et al., 2009). Por lo tanto, la acumulacion de biomasa
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decrecid ligeramente bajo alta frecuencia de defoliacion, aun bajo condiciones de no
inundacion (Figura 4.4). En todos los casos, debe destacarse que tanto las plantas
defoliadas una vez como aquellas defoliadas dos veces, no pudieron recuperar
totalmente sus niveles de almidon (i.e. periodos de descanso de 40 y 20 dias,
respectivamente). Estos resultados estan en linea con las caracteristicas conocidas sobre
la dindmica estacional de las reservas de corona de Lotus, que luego del rebrote
primaveral y cuando esta sujeta a pastoreo, mantiene bajos los niveles de carbohidratos
en coronas durante la estacion de crecimiento hasta que vuelve a recuperarlos hacia
fines del otono siguiente (Smith, 1962; Li ef al., 1996).

En el caso de Paspalum, la inundacién per se no determind una reduccion en la
concentracion de carbohidratos solubles (CS) ni de almidoén, lo cuél indica su tolerancia
al anegamiento, en términos de biomasa y fijacién de carbono, probada en experimentos
anteriores sobre individuos procedentes de poblaciones del mismo sitio y bajo similar
duracién del periodo de exceso hidrico (30-45 dias; Insausti ef al., 2001; Mollard et al.,
2008; 2010). Sin embargo, las plantas si utilizaron las reservas de carbohidratos en
vainas foliares (tendencia en CS y reduccion en concentracion de almidon) para sostener
su metabolismo cuando fueron inicialmente defoliadas en combinacién con inundacion
(Figura 4.7). Esta respuesta estaria relacionada con la reduccion del abastecimiento de
carbono por fotosintesis (McNaughton, 1983; Oesterheld y McNaughton, 1991;
Oesterheld, 1992; Agnusdei, 1999) como consecuencia de la pérdida del 50-55% del
area foliar producto del tratamiento de corte (Inserto en Figura 4.3). De manera similar,
es decir una reduccion en la concentracion de carbohidratos de reserva en hojas, fue
observada en trabajos recientes en la graminea C4 Hemarthria altissima sujeta a estrés
de carbono, no por corte sino por sombreo de las plantas combinado con inundacién del
suelo (Luo et al., 2009; 2011). Ademas, cabe recordar que cuando las plantas de
Paspalum fueron sometidas a una segunda defoliacion en presencia de inundacion y que
ademas no tuvieron ni generaron estructuras de almacenamiento de reservas de carbono
(rizomas), no pudieron sobrevivir por mas de 20 dias. En este sentido, la supervivencia
que pudieron haber desarrollado plantas de P. dilatatum con rizomas bien provistos de
reservas de carbohidratos no puede ser respondida por los resultados de este
experimento. Sin embargo, se podria especular que los resultados no serian
necesariamente demasiado distintos a los obtenidos si se tiene en cuenta que P.
dilatatum presenta una alta dependencia de fotosintesis actual del area foliar remanente
para sostener el rebrote luego de cada corte (Lattanzi et al., 2005); y que los rizomas
serian mas importantes en proveer carbohidratos y nitrogeno para sostener el primer
rebrote de la estacion de crecimiento (a la salida del invierno) y menos importantes para
la refoliacion luego de eventos de defoliacion (ver Kavanova y Gloser, 2005 para la
graminea rizomatosa Calamagrostis epigejos).

La respuesta de L. tenuis ante las reiteradas remociones de hojas (i.e. alta
frecuencia de defoliacion) que derivo en ciclos de sumersion/de-sumersion de las
plantas involucré un intenso estrés para esta especie. En este caso, la ganancia de
biomasa fue minima (cf. dia 0 vs. dia 40 en Figura 4.3), y la elongacion de los tallos
estuvo destinada principalmente a la supervivencia. Los resultados que aqui se presentan
sugieren que la energia usada por las plantas para sostener la respiracion y la elongacion
de los tallos bajo este tratamiento se obtuvo del consumo de las reservas de
carbohidratos solubles y almidon presentes en las coronas (Figura 4.6), tal como se vio
en las raices de plantas sumergidas (no defoliadas) de Rumex crispus (Laan y Bloom,
1990) y en los tallos de plantas de Oryza sativa (Ram et al., 2002). Estas respuestas no
han sido reportadas previamente para una leguminosa forrajera capaz de tolerar largos
periodos de inundacion como L. tenuis. Los resultados también demuestran que la
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privacion extrema de carbono atribuible a la repetida defoliacion bajo inundacion, lleva
a las plantas a utilizar mas reservas que las esperadas simplemente por la adicion de
cada uno de los factores (Figura 4.2; Interacciéon F x D: P<0.05). Curiosamente, cabe
sefialar que la inundacidon per se no indujo a las plantas a utilizar sus reservas,
sugiriendo que este factor no provoca un estrés importante para esta especie tolerante a
la inundacioén, tal como se corrobora con la biomasa de las plantas y el nimero de tallos
(Figura 4.3 y Cuadro 4.2; ver también Striker et al., 2005, 2008). Por lo tanto, la
defoliacion repetida pareciera provocar una deprivacion importante de carbono cuando
la planta esta sumergida (Figura 4.2), obligdndola a consumir sus reservas de
carbohidratos y almidon de sus coronas, tal como lo revel6 la caida de las reservas luego
de cada evento de defoliacion (Figura 4.4). La capacidad de L. tenuis de usar las
reservas almacenadas en situaciones extremas (cuando la ganancia de carbono por
fotosintesis es despreciable) ya se demostré en el Capitulo 3 de esta tesis, para plantas
creciendo bajo sumersion completa por 30 dias. Ademds de las reservas de carbono
analizadas en este Capitulo, se sabe que las reservas de nitrogeno también tienen un rol
importante en el rebrote de las leguminosas (Avice et al., 1996; Meuriot et al., 2004).
Por consiguiente, la dinamica del uso de reservas de nitrégeno en plantas sometidas a
estrés combinado de inundacion y defoliacion seria un tema interesante para ser
explorado en futuras investigaciones.

Consideraciones para el manejo del pastoreo sobre Lotus tenuis y Paspalum dilatatum
en dreas de pastizal sujetas a inundaciones

Los resultados obtenidos en este capitulo proveen informacion significativa en términos
de la ecofisiologia y el manejo de estas especies forrajeras. La estrategia Optima de
pastoreo dependeria del régimen de inundacion del ambiente especifico en que L. tenuis
y P. dilatatum forman parte del recurso forrajero. En areas que raramente se inundan,
Lotus pareciera ser capaz de tolerar frecuentes defoliaciones razonablemente bien,
disminuyendo su altura e incrementando el niimero de tallos, dos respuestas tipicas al
pastoreo. Por el contrario, en areas mas bajas, donde las plantas periddicamente se
enfrentan a eventos de inundacion, los resultados que aqui se muestran, sugieren que la
defoliacion podria estar limitando el crecimiento de las plantas durante/después de la
inundacion y que es necesario un periodo mas extenso para que las plantas recuperen sus
reservas. En el caso de Paspalum y segun los resultados aqui encontrados, seria capaz de
tolerar s6lo un evento de defoliacion en presencia de inundaciéon. Sin embargo, en un
escenario de defoliaciones frecuentes, si las plantas de esta graminea son jovenes y aun
no han desarrollado rizomas, un segundo evento de defoliacién bajo estas condiciones,
condicionaria la supervivencia de las plantas en el pastizal, segiin los resultados
encontrados en esta tesis. Por lo tanto, y al igual que en Lotus, seria prudente extender el
periodo de descanso entre defoliaciones en el caso de haber inundaciones mas
prolongadas. Consecuentemente, estos resultados que describen el efecto a corto plazo
de la alta frecuencia de defoliacion bajo condiciones de inundacion deberian tenerse en
cuenta para el manejo de los regimenes de pastoreo ya que pueden tener efectos de largo
plazo sobre la productividad y la persistencia de estas especies forrajeras deseables en
los pastizales anegables de la Pampa Deprimida. Cabe destacar también que los
resultados de este capitulo experimental estan limitados a estas dos especies y que para
planificar el manejo de los recursos forrajeros de todo el pastizal es necesario tener en
cuenta los demds factores que afectan su funcionamiento y la interaccidon con las demas
especies que alli habitan.
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Esta tesis tuvo tres objetivos principales que sirvieron de guia a cada uno de los
capitulos experimentales. El primer objetivo fue estudiar el crecimiento de raices, en
términos de longitud, en medio anaerdbico de especies graminoides (Paspalidium
geminatum y Cyperus eragrostis) y dicotiledoneas (Lotus tenuis y Rumex crispus)
herbaceas de pastizal con relacion a su capacidad de generar aerénquima, la pérdida
radial de oxigeno, y las caracteristicas de las capas externas de la corteza (i.e. deposicion
de suberina). Los resultados obtenidos apoyaron las hipotesis planteadas para todas las
especies estudiadas, mediante las cuales se propuso que (i) ante aumentos en la
proporciéon de tejido aerenquimatico, las especies graminoides aqui estudiadas
mantienen su tasa de elongacion en sus raices adventicias bajo condiciones anaerobicas
de crecimiento, mientras que en las especies dicotiledoneas se reduce. Esto se debe a la
menor pérdida radial de oxigeno (ROL) que tienen las graminoides con respecto a las
dicotileddneas; y que (i) las especies capaces de mantener su tasa de elongacion radical
bajo condiciones anaerobicas de crecimiento (las graminoides) son aquellas que tienen
mayor deposicidon de suberina en la exodermis, y por lo tanto, limitan la pérdida radial
de oxigeno hacia la rizosfera [Capitulo experimental 2]. El segundo objetivo de la tesis
fue estudiar las estrategias de crecimiento (elongacidén vs. quiescencia) que pueden
presentar plantas de una misma especie frente a intensidades crecientes de inundacion
(desde suelo saturado hasta la sumersion completa de las plantas. Para ello se utilizaron
dos especies conspicuas forrajeras del pastizal: la graminea Paspalum dilatatum y la
dicotiledénea leguminosa L. tenuis. La hipotesis planteada propuso que plantas de una
misma especie son capaces de cambiar su estrategia de crecimiento dependiendo de la
intensidad de inundacion (i.e. grado de sumersion de la planta). Se postuld que frente a
estrés por sumersion parcial las plantas crecen elongando activamente sus tallos (vainas
y laminas en gramineas) con un minimo uso de carbohidratos de reservas, mientras que
bajo sumersion completa permanecen quiescentes, sin acumular biomasa ni generar
nuevos tallos, sobreviviendo a expensas del consumo intenso de los carbohidratos de
reserva. Los resultados a los que se arribd sustentan la hipdtesis planteada sélo para
Lotus tenuis y no asi para P. dilatatum, quien no sobrevivid a la sumersion completa y
siempre intent6 utilizar la estrategia de elongacion para emerger del agua. El tercer
objetivo de la tesis fue examinar los efectos del aumento en la frecuencia de defoliacion
sobre la morfologia, acumulacion de biomasa y uso de carbohidratos de reservas de
plantas de L. tenuis y P. dilatatum durante un periodo de inundacidon. Aqui, los
resultados obtenidos apoyan las hipotesis, mediante la cual se argument6 que el aumento
en la frecuencia de defoliacion en plantas inundadas (de mayor altura) genera un
marcado compromiso en su crecimiento debido a la mayor remocion de los tejidos
aéreos. En tales condiciones, se afecta marcadamente el rebrote de las plantas defoliadas
e inundadas. En el caso de L. fenuis el compromiso fue menor que en el caso de la
graminea P. dilatatum, la que no sobrevivio a los eventos de defoliacion sucesiva bajo
suelo inundado, por lo que se comprometio su supervivencia.

A continuacidén se comentan brevemente los principales resultados obtenidos,
presentando para ello dos esquemas que ilustran las principales respuestas encontradas
en los experimentos realizados. Luego se presentan los aportes originales derivados de
esta tesis y finalmente una seccion en la cual se formulan nuevos interrogantes que
surgen a partir de esta tesis. Cabe destacar en este punto que las conclusiones obtenidas
a partir del estudio de las especies aqui utilizadas no son extrapolables de una manera
directa a lo que podria observarse en la poblacion del pastizal en su conjunto. El alcance
de los resultados es limitado y debe ser tenido en cuenta para el futuro manejo del
pastizal como recurso forrajero.
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La figura 5.1 resume graficamente los principales resultados obtenidos en el Capitulo 2
de la tesis. Alli se encontré que la tasa de elongacion de las raices bajo condiciones de
inundacion difirid entre las especies graminoides y dicotiledoneas estudiadas. El
esquema propone que las especies graminoides logran mantener la tasa de elongacion de
las raices adventicias y que en las dicotiledoneas la tasa de elongacion disminuye. Esto
estaria relacionado con que las graminoides poseen una menor pérdida radial de oxigeno
(ROL) con respecto a las dicotiledoneas y, en consecuencia, tienen una conduccion
longitudinal del oxigeno mas eficiente, logrando (presumiblemente) una mayor
disponibilidad de oxigeno en el apice de las raices. A su vez, dicho menor ROL estaria
asociado en las graminoides con una mayor proporcion de suberina en las capas externas
de la corteza radical con respecto a las dicotiledoneas, funcionando como una barrera
fisica a la pérdida radial de oxigeno desde las raices hacia la rizdsfera. Las
dicotiledoneas presentarian una baja proporcion de suberina en la corteza externa a lo
largo de toda la raiz y por lo tanto presentarian una pérdida de oxigeno (ROL)
significativa desde la base hacia el dpice de las raices, a los que le llegaria poco oxigeno.
En las graminoides la pérdida de oxigeno solo seria de magnitud considerable en el
apice, manteniendo una rizosfera oxidada alrededor de dicho meristema sensible a iones
potencialmente toxicos. En ninguin caso se propone en este esquema que la generacion
de aerénquima es un limitante para la conduccion de oxigeno, ya que todas las especies
(graminoides y dicotileddneas) generaron alta proporcion de aerénquima en sus raices.
Resta atn dilucidar qué papel puede tener el diferente arreglo espacial del aerénquima
entre las especies con distinta topologia (ver secciébn de nuevos interrogantes mas
adelante).
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Figura 5.1. Esquema del raices adventicias de una especie dicotiledonea y una graminoide. Se indica con
flechas negras el movimiento del O, desde la parte aérea dentro de la raiz y hacia la rizosfera y los
factores que estan condicionando la llegada de este gas al apice de las raices. El espesor de cada cuadro de
texto/flecha esta indicando la magnitud del efecto.
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El segundo esquema presentado (Figura 5.2) pretende ilustrar de manera
combinada los principales resultados de los experimentos correspondientes a los
Capitulos 3 y 4 de la tesis. Los resultados mostraron que las especies difirieron en las
estrategias de crecimiento luego del estrés provocado por las diferentes intensidades de
inundacion. La dicotiledonea leguminosa L. tenuis fue capaz de desarrollar dos
estrategias de crecimiento en funcién de la intensidad de inundacién. Desarrollé una
estrategia de “escape”, sin utilizar los carbohidratos de reserva, elongando los tallos
cuando la sumersion fue parcial. Por el contrario, cuando la sumersion fue completa,
adoptd una estrategia de “quiescencia”, con consumo de los carbohidratos de reserva,
cesando el crecimiento de toda la planta. A pesar de que las reservas de las coronas le
permitieron a L. tenuis sobrevivir a una sumersion completa prolongada, seria necesario
un tiempo considerable para la recuperacion de dichas reservas y el desarrollo de nuevas
hojas funcionales al momento de pensar en estrategias de manejo de esta especie en el
pastizal. En cambio, la estrategia de P. dilatatum fue siempre la misma: bajo cualquier
intensidad de inundacion aument6 el dngulo de insercion de los macollos y elong6 las
vainas intentando “escapar” de la sumersion. Bajo condiciones de sumersion parcial,
esta respuesta es beneficiosa para la planta, ya que le permite exponer mayor biomasa
foliar por encima del nivel del agua (Laan ef al., 1990, Grimoldi et al., 1999, Striker et
al., 2005), y por ende presumiblemente aumentar la captura de O, (aireacion de tejidos
sumergidos) y la fijacion de CO,; (crecimiento de las plantas) (Koslowski y Pallardy,
1984; Colmer y Voesenek, 2009). Sin embargo, tener este tipo de respuesta cuando la
sumersion es completa y el nivel del agua se encuentra muy por encima de la altura de la
planta, no seria una estrategia apropiada, segun los resultados encontrados en esta tesis.
En este caso, las plantas de Paspalum no lograron alcanzar la superficie y murieron a los
20 dias de aplicados los tratamientos. Sabiendo que el crecimiento en las gramineas
depende mayormente de la fijacion actual de carbono (Lattanzi et al., 2005), es posible
que las plantas de Paspalum no hayan podido satisfacer las demandas energéticas bajo
estas condiciones de estrés, dado que hubo baja biomasa de las ldminas foliares y que a
su vez, estaban cloroticas. Esto se vio reflejado en el amarillamiento significativo de las
laminas foliares hacia la tercera semana de crecimiento y una relativa baja
disponibilidad de radiacion fotosintéticamente activa (PAR) para una especie C4 a
medida que la columna de agua se incremento.

Seguidamente se abordaron las respuestas de estas especies frente a la
combinacion de dos factores de estrés: inundacion y defoliacion reiterada simulando el
pastoreo, como otro disturbio tipico de los pastizales inundables de la Pampa Deprimida
(Soriano, 1991). Brevemente, se vio que Lofus bajo inundacion priorizé siempre la
exposicion de los drganos aéreos por encima del nivel del agua y que cada vez que fue
defoliado emergid utilizando progresivamente sus reservas en coronas (carbohidratos
solubles y almidon), lo que significaria un compromiso en el rebrote post-estrés en las
plantas de esta leguminosa a nivel de pastizal. En cambio, en el caso de P. dilatatum la
respuesta, si bien es en el mismo sentido (emerger del agua), es de diferente magnitud
ya que no compromete tanto su biomasa aérea ante un segundo evento de defoliacion
(dado que expone fuera del agua un 40% menos que L. tenuis, ver también Striker et al.,
2008). A pesar de ello, un segundo corte bajo anegamiento produce la sumersion
(artificial por defoliacion) de las plantas condicionando su supervivencia y el rebrote
luego de retirado el estrés. Finalmente, ambas especies pueden tolerar por separado la
inundacion y la defoliacion tal como se conocia de trabajos previos (Rubio et al., 1995;
Loreti y Oesterheld, 1996; Vignolio et al., 1999; Insausti et al., 2001; Striker et al. 2005;
2008). Para el caso de Paspalum se desea aclarar que es una especie frecuente y exitosa
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en los pastizales inundables de la Pampa Deprimida, lo cual no concuerda con los
resultados encontrados en esta tesis para un escenario de inundacion profunda (Capitulo
3) y para la combinacién de alta frecuencia de defoliacion e inundacion (Capitulo 4).
Probablemente esto esté relacionado con que las inundaciones mas frecuentes en el
pastizal no sean necesariamente tan severas (en intensidad y duraciéon) y que la mayoria
de las veces esta especie cuenta con estructuras de almacenamiento de reservas
(rizomas) que le permiten rebrotar luego de eventos de defoliacion. Esto podria explicar
por qué Paspalum es una especie exitosa en el pastizal, ain cuando en los experimentos
llevados a cabo en esta tesis no sobrevive mas de 20 dias de estar sumergida
completamente (por altura de la inundacion o por corte reiterado de la biomasa aérea).

l Figura 5.2. Esquema donde se muestran las principales respuestas observadas en plantas de Lotus
tenuis 'y Paspalum dilatatum cuando son sometidas a intensidades crecientes de inundacion y a la
combinacion de estrés por defoliaciones sucesivas en presencia de inundacion.
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Aportes originales derivados de esta tesis

El desarrollo de los capitulos de esta tesis aportd informacion novedosa relacionada con
las respuestas de las plantas que habitan el pastizal inundable frente a factores de estrés
a los que estan habitualmente sujetas en el ambiente donde crecen y se desarrollan.
Estos factores son la inundacion y la defoliacion reiterada, principalmente (Sala et al.,
1986; Soriano, 1991; Insausti et al., 1999; Escaray et al., 2011; Striker et al., 2011).

En una primera aproximacion (Capitulo 2), a nivel de 6érgano y con un relativo
buen nivel de detalle, se investigaron la respuestas anatomicas (deposicion de suberina,
porcentaje de aerénquima a lo largo de la raiz) y fisiologicas (pérdida radial de oxigeno
hacia la rizosfera) relacionadas con la elongacion de raices adventicias de graminoides y
dicotiledoneas en condiciones anaerdbicas que simularon un suelo anegado. Hasta el
momento, los estudios relacionados con estos aspectos habian estado circunscriptos en
su gran mayoria a especies graminoides, especialmente a variedades del cultivo de arroz
(Oryza sativa) y a las especies silvestres Phragmites australis y Typha latifolia (Colmer
et al., 1998; McDonald et al., 2002; Colmer, 2003b; Soukup et al., 2007; Kotula et al.,
2009; Shiono et al., 2011). En esta tesis se pudo establecer una comparacion en la
capacidad de crecimiento bajo anaerobiosis de raices de graminoides y de dicotiledoneas
herbaceas del pastizal representativas de los cuatro tipos principales de aerénquima
reconocidos en la literatura internacional (Justin y Armstrong, 1987; Seago et al., 2005;
Striker et al., 2007). Es la primera vez que se realiza una caracterizacion de la mayor
tolerancia al anegamiento, en términos de la tasa de elongacion radical, de las
graminoides con respecto a las dicotiledoneas, utilizando una aproximacion que
involucro6 la integracion de parametros anatémicos especificos y fisioldgicos (medicion
de ROL con microelectrodos de O, de alta capacidad de deteccion y resolucion espacial
y temporal). Esto permitio caracterizar e identificar a la suberina como uno de los
componentes presumiblemente principales de la barrera a la pérdida radial de oxigeno
(i.e. suberina) en un andlisis semi-cuantitativo. Quedan a su vez, interrogantes abiertos
que ameritan ser investigados y que se plantean explicitamente en la proxima seccion.

En un segundo experimento (Capitulo 3), se abordé el andlisis de las estrategias
de crecimiento que podian desarrollar Lotus tenuis y Paspalum dilatatum frente a
intensidades crecientes de inundacién, que provocan sumersion parcial o sumersion total
de las plantas. En este sentido, se conocia la existencia de dos estrategias, al parecer
mutuamente excluyentes, frente a la sumersion de plantas: ‘escape’ del agua mediante la
elongacion de los drganos aéreos (peciolos, vainas, tallos) y ‘quiescencia’ con consumo
de carbohidratos para sobrevivir la sumersion, y luego retomar el crecimiento (Bailey-
Serres y Voesenek, 2008; 2010; Manzur et al., 2009-capitulo 3 de esta tesis; Hattori et
al., 2010). Plantas con genotipo similar reaccionaban frente a la sumersion, ya sea
parcial o completa, siempre de una manera (‘escape’) o de la otra (‘quiescencia’). Al
respecto, se habia informado acerca de cultivares/accesiones de arroz capaces de elongar
sus entrenudos frente a sumersion completa (accesiones Liaogeng, IR42 y M202) y
otros que realizan quiescencia (accesion FR13) (ver Fukao et al., 2006; Fukao y Bailey-
Serres, 2008), ecotipos silvestres de Rumex crispus (Laan y Blom, 1990; Voesenek et
al., 1990) y de Ranunculus repens que hacen elongacion (i.e. escape) o, por el contrario,
quiescencia (Lynn y Waldren, 2003) y especies como Alternanthera phyloxeroides que
utiliza la estrategia de escape, mientras que Hemarthria altisima permanece en estado de
quiescencia cuando estd completamente sumergida (Luo et al. 2010). En esta tesis se
encontrd por primera vez que plantas con un mismo background genético, en este caso
de la especie L. tenuis cv Pampa INTA, eran capaces de desarrollar una u otra estrategia
dependiendo del nivel de sumersion de las plantas (Manzur et al., 2009). En este caso,
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plantas similares de Lotus utilizaron la estrategia de ‘escape’ frente a sumersion parcial
(presumiblemente para evitar quedar totalmente sumergidas si el nivel del agua se
incrementara), o estuvieron quiescentes cuando estuvieron completamente sumergidas.
Estos resultados constituyen el primer reporte internacional en la literatura acerca de que
las estrategias no son necesariamente excluyentes en plantas con un mismo background
genético (L. tenuis cv. Pampa INTA). Mas atn, sobre la base de estos resultados se
abren nuevos interrogantes que seguramente traten de dilucidar de qué manera L. tenuis
es capaz de sensar la profundidad de sumersion de las plantas, y asi, desarrollar una u
otra estrategia (ver hipotesis citadas por Bailey-Serres y Voesenek, 2010 sobre la base
de lo reportado en esta tesis y en Manzur ef al., 2009).

En una tercera aproximacién experimental (Capitulo 4) se abordo el estudio de la
interaccion entre la inundacion y la frecuencia de defoliacion sobre plantas de L. fenuis
y P. dilatatum, haciendo especial énfasis en el rol de los carbohidratos de reserva para
sostener el rebrote. Esta combinacion de factores (inundacion y defoliacion) habia sido
abordada en no mas de 4-5 trabajos en la literatura, en su mayoria para especies
graminoides y sujetas a un unico evento de corte durante la inundacion (Echinochloa
haploclada, Hypertelia dissoluta y Panicum coloratum en Oesterheld y McNaughton,
1991a; Deschampsia caespitose en Merril y Colberg, 2003; Bolboschoenus caldwelii en
Hayball y Pearce, 2004 y L. tenuis y P. dilatatum en Striker et al., 2008). En la mayoria
de los estudios citados, se habia encontrado un compromiso en el crecimiento de las
plantas debido a la caida en la acumulacion de biomasa de plantas defoliadas al inicio de
los experimentos y que luego debian crecer en condiciones de anegamiento
(exceptuando en Oesterheld y McNaughton, [1991a] donde defoliaron a la mitad del
periodo de anegamiento). En un trabajo reciente del grupo de trabajo en el que se
enmarca esta tesis, se encontro por un lado que L. tenuis tuvo la capacidad de tolerar un
evento inicial de defoliacién bajo inundacion, sin disminuir marcadamente su rebrote en
concomitancia con una caida en la biomasa de coronas presuntamente asociada al uso de
reservas (no se midieron en esa oportunidad carbohidratos de reserva). Por otro lado, se
vio que P. dilatatum disminuy6 un 32% la acumulacion de biomasa de las plantas que
crecieron inundadas luego de una defoliacion inicial (Striker et al., 2008). Este capitulo
aporta nueva informacion que complementa lo informado anteriormente y pone de
manifiesto la importancia del tiempo de recuperacion luego del estrés por eventos de
defoliacion en las plantas (ver Oesterheld y McNaughton, 1991b “Effect of stress and
time for recovery on the amount of compensatory growth after grazing”). En particular,
se encontrd que la presunta tolerancia de L. fenuis a la combinacion de defoliacion e
inundacion no lo es tal si se reitera la defoliacion sobre plantas inundadas (de mayor
altura por efecto de la inundacion). Esto se debe a que el agotamiento de las reservas de
corona, para emerger del agua y tolerar asi el primer evento de corte, implica una muy
pobre capacidad de recuperacion si se aplica un segundo corte sobre ellas (ya con pocas
reservas en coronas). Mas aun, en el caso de la graminea P. dilatatum un segundo
evento de defoliacion en la mitad del periodo de inundacion determiné la muerte de las
plantas (sin rebrote posterior observada dos semanas posteriores de retirada el agua). Por
lo tanto, esta nueva informacion podria ser tenida en cuenta a fines practicos de manejo
del pastoreo en el pastizal inundado, ya que seria factible la pérdida de plantas de la
graminea Paspalum y una pobre recuperacion de la dicotiledonea leguminosa Lotus,
ambas preferidas y frecuentemente defoliadas por el ganado (Lemcoff et al., 1978;
Agnusdei y Mazzanti, 2001), y por ello, con alta probabilidad de sufrir dicha
combinacion de corte y anegamiento.
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Nuevos interrogantes que surgen a partir de la tesis

A partir de los resultados de cada uno de los capitulos experimentales que componen
esta tesis, surgen nuevas preguntas que ameritan futuras investigaciones.

Del primer capitulo experimental, relacionado con el crecimiento radical, la oxigenacion
de las raices y la anatomia, seria interesante determinar ;Cual es el efecto de la tipologia
del aerénquima (arreglo espacial del aerénquima), que se desarrolla bajo condiciones de
anaerobiosis, sobre la pérdida radial de oxigeno (ROL)? Esta idea se basa en que la
superficie de intercambio de oxigeno de la raiz con la rizésfera podria variar segin la
disposicion espacial de las lagunas aerenquimaticas en la corteza radical de las raices
adventicias, ante igual porcentaje de aerénquima. En la Figura 5.4 se muestran
diagramas con los distintos arreglos espaciales de aerénquima y valores aproximados
relacionados con el area de contacto entre las lagunas aerenquimaticas y el medio
externo de la raiz. Dicho valor puede obtenerse a partir del calculo (en porcentaje) de
cuantos milimetros del perimetro total de la raiz estarian interrumpidos por diferentes
porciones de lagunas aerenquimaticas (perimetro de la porcion de laguna aerenquimatica
que estaria en contacto con la exodermis). Cuanto mayor sea esta relacion, mayor va a
ser la superficie de contacto y de intercambio de oxigeno con el medio externo de la
raiz. Sin embargo, este intercambio va a estar condicionado por la barrera fisica a la
pérdida radial de oxigeno, constituida principalmente por la deposicion de suberina en la
exodermis.
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Aerénquima: 30-40%
Perimetro raiz:  5Smm

Perimetro lagunas: 0.5mm
Relacion: 10%

Aerénquima: 30-40%
Perimetro raiz:  Smm
Perimetro lagunas: 0.8mm
Relacion: 16%
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Figura 5.3. Esquemas de los cuatro tipos de arreglo aerenquimatico de las especies estudiadas en esta
tesis. (a) Paspalidium geminatum: raiz tipo graminacea; (b) Cyperus eragrostis: raiz tipo ciperacea; (c)
Rumex crispus: raiz tipo Rumex y (d) Lotus tenuis: raiz tipo Apium. Se muestra el porcentaje de
aerénquima, el perimetro de las raices, el perimetro de todas las lagunas aerenquimaticas que estaria en
contacto con exodermis (indicado con flechas) y el porcentaje de la relacion, calculado como el porcentaje
del perimetro de la raiz que se encuentra interrumpido por las lagunas aerenquimaticas.
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Otro interrogante estd relacionado con los cambios que generan en la rizésfera las
especies que liberan oxigeno (alto ROL), y cual es el valor umbral de pérdida radial de
oxigeno a partir del cual se inducen cambios en el potencial redox suficientes para
mantener los compuestos potencialmente toxicos reducidos como el Fe, Mn™y H,S en
sus formas oxidadas (no toxicas) alrededor de las raices. A nivel de planta (y tal vez de
poblacion), y teniendo en cuenta el funcionamiento de las especies dentro del Pastizal,
seria interesante estudiar el efecto de tener una u otra estrategia (perder mas o menos
ROL hacia la rizosfera) y como condicionaria al funcionamiento del pastizal cuando las
especies graminoides y dicotiledoneas coexisten bajo condiciones de suelo anoxico.

Del segundo capitulo experimental relacionado con las estrategias de las especies
tolerantes a la inundacion cuando éstas son sometidas a inundaciones de distinta
intensidad, desde la sumersion parcial hasta la completa, surgen saber ;Como seria la
respuesta frente a distintas intensidades de inundacion de ecotipos de Paspalum
dilatatum y Lotus tenuis provenientes de regiones topograficamente distintas? ;Como se
afectan estas respuestas segun el estadio ontogénico en que se encuentran las plantas?
(En qué medida la fotosintesis aérea y subacuatica aportan a los requerimientos
energéticos de las distintas especies cuando se encuentran bajo las distintas intensidades
de inundacion? ;Estd condicionado dicho aporte por la presencia de estructuras de
reserva de carbohidratos?

Del tercer capitulo experimental, donde se combinaron dos factores de estrés de
ocurrencia frecuente en el pastizal inundable, las preguntas que surgen estan
relacionadas principalmente con lo que ocurre a nivel de planta, como por ejemplo:
(Cuadles son los mecanismos fisioldgicos involucrados en las respuestas que desarrollan
las distintas especies frente a la ocurrencia de defoliaciones sucesivas en presencia de
las inundaciones? ;Como seria la respuesta de las plantas si ademds de someterlas a
altas frecuencias de defoliacién e inundacion, la columna de agua donde en la que se
encuentran sumergidas es significativamente mas alta que las plantas? ;Qué variabilidad
de respuestas existe dentro de las especies tolerantes a cada uno de estos factores por
separado?

El disefio de experimentos que permitan responder a estos interrogantes, seria un
paso importante a seguir, dado que aportarian mas resultados para poder mejorar la
comprension de las respuestas de las especies que viven en estos sistemas, que
periodicamente estan sujetos a estrés por inundacion y pastoreo frecuente.
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Figura 6.1. Valores promedio de precipitaciones anuales en la Depresion del Salado. Los circulos indican
los afios en que se registraron inundaciones. Tomado de Canziani et al., 2001

Evolucion de las estrategias en plantas vasculares (sensu Grime, 1977)

Los factores externos que limitan la biomasa de la planta en un ambiente determinado
pueden ser clasificados en dos categorias. La primera, llamada estrés, se refiere a las
condiciones que restringen la produccion (e.g. baja disponibilidad de luz, agua,
nutrientes y temperaturas subdptimas). La segunda, llamada disturbio, esta asociada con
la destruccion total o parcial de la biomasa de la planta y proviene de la accion de los
herbivoros, patégenos, antropica, y de otros fendmenos como el dafio por el viento,
congelamiento, desecacion, erosion del suelo y fuego.

De la combinacion de los niveles de estas dos categorias, es evidente que solo
tres de ellas son ambientes viables para las plantas (Cuadro 6.1). Esto es asi, ya que en
un ambiente altamente disturbado, un estrés severo impide la recuperacion o el
restablecimiento de la vegetacion. Esto sugiere que cada una de las tres combinaciones
restantes ha estado asociada con la evolucioén de un tipo distinto de estrategia, es decir,
bajo estrés con bajo disturbio (plantas competitivas), alto estrés con bajo disturbio
(plantas tolerantes al estrés), y bajo estrés y alto disturbio (plantas ruderales). Estas tres
estrategias son, por supuesto, ‘extremos’ dentro de un gradiente de
posibilidades/combinaciones. Los genotipos de la mayoria de las plantas representan
compromisos entre las presiones de seleccion resultantes de las combinaciones
particulares de competencia, estrés y disturbio.
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Cuadro 6.1. Bases de la evolucion de las tres estrategias en plantas vasculares
Intensidad del estrés

Intensidad del disturbio Bajo Alto
Bajo Estrategia Competitiva Estrategia Tolerante al Estrés
Alto Estrategia Ruderal Estrategia No Viable

Cuadro 6.2. Concentraciones de carbohidratos solubles y almidon (mg.g'PS) + EE, en laminas,
vainas y raices de plantas de Paspalum dilatatum.

Compartimento Carbohidratos solubles Almidon (mg.g'PS)
(mg.g"'PS)

Lamina 539+69a 555+11.2b

Vaina 572+25a 912+£119a

Raiz 27.0+£130b 220+43¢

Los valores representan el promedio de seis plantas + el error estandar. Letras distintas indican diferencias
significativas (P<0.05) entre compartimentos, basadas en el test de Tukey.



