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RESUMEN

Efecto de la relacion entre hongos micorricicos arbusculares y gramineas
forrajeras bajo defoliacion y distinto suministro de fosforo

La asociacion entre raices de plantas y hongos micorricicos arbusculares (HMA)
incrementa la absorcion de fosforo. Sin embargo, la defoliacion puede influenciar el
balance de la simbiosis y la recuperacion de las plantas. El objetivo de esta tesis fue
estudiar el efecto de la simbiosis micorricica y el suministro de fosforo, sobre el
crecimiento y la recuperacion post-defoliacion de gramineas forrajeras cultivadas. Para
esto, en primer lugar, se caracterizO la respuesta micorricica de seis especies de
gramineas (tres templadas (Cs): i) Dactylis glomerata, ii) Elymus elongatus y iii)
Schedonorus arundinaceus; y tres tropicales (C4): iv) Paspalum dilatatum, v) Panicum
coloratum y vi) Urochloa brizantha) creciendo en déficit nutricional. En estas
condiciones, las gramineas tropicales presentaron mayor respuesta micorricica que las
templadas. En segundo lugar, se estudio el rol de las micorrizas y el suministro de
fosforo sobre el crecimiento y la nutricion de E. elongatus y U. brizantha, dos especies
con respuestas micorricicas contrastantes. Al aumentar el suministro de fésforo, en E.
elongatus (especie con menor respuesta micorricica) y U. brizantha (especie con mayor
respuesta micorricica) el cambio en la produccion de biomasa, entre plantas inoculadas
y no-inoculadas, disminuy6. Sin embargo, mostraron diferencias en la eficiencia en el
uso del fosforo: U. brizantha hizo un mayor aprovechamiento del fosforo que E.
elongatus. Por tultimo, se caracterizaron respuestas de recuperacion post-defoliacion
bajo distinto suministro de foésforo. En E. elongatus en alto fosforo, hubo un efecto
parasitico de la micorriza sobre la recuperacion post-defoliacion. Por el contrario, en U.
brizantha no se detectdé un compromiso entre defoliacion y micorrizas. La informacion
generada en esta tesis servird de base para mejorar el conocimiento de aspectos basicos
de la relacién entre hongos micorricicos arbusculares y gramineas forrajeras, como
también, para establecer pautas de conservacion de las relaciones simbidticas en
sistemas pastoriles.

Palabras claves: Elymus elongatus, Urochloa brizantha, defoliacion, fosforo,
gramineas forrajeras, micorriza, simbiosis
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ABSTRACT

Effect of the relationship between arbuscular mycorrhizal fungi and forage grasses
under defoliation and different phosphorus supply

The association between plant roots and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) increases
phosphorus uptake. However, defoliation could affect the balance of the symbiosis and
plant recovery. The aim of this thesis was to study the effect of mycorrhizal symbiosis
and phosphorus supply on the growth and post-defoliation recovery of forage grasses.
For that, in first time, the mycorrhizal response of six grass species (three temperate
(Cs): i) Dactylis glomerata, ii) Elymus elongatus and iii) Schedonorus arundinaceus;
and three tropical (Cy): iv) Paspalum dilatatum, v) Panicum coloratum and vi) Urochloa
brizantha) growing nutritional deficit was characterized. Under these conditions,
tropical grasses showed greater mycorrhizal responsiveness than temperate grasses. In
the second time, were studied the role of mycorrhizae and phosphorus supply on growth
and nutrition of E. elongatus and U. brizantha, two species with mycorrhizal responses
contrasting. By increasing phosphorus supply, in E. elongatus (species with lower
mycorrhizal responsiveness) and U. Dbrizantha (species with higher mycorrhizal
responsiveness) the change in biomass production between inoculated and non-
inoculated plants decreased. However, they showed differences in the efficiency of
phosphorus: U. brizantha made better use of phosphorus than E. elongatus. Finally,
post-defoliation recovery responses under different phosphorus supply were
characterized. In E. elongatus under high phosphorus supply, there was a parasitic
effect from the presence of mycorrhizae on post-defoliation recovery. On the contrary,
in U. brizantha a trade-off between defoliation and mycorrhizae was not apparent. The
information generated in this thesis will be useful as for improvement of the knowledge
about basic aspects of the relationship between arbuscular mycorrhizal fungi and forage
grasses, as also, to establish conservation objectives about of symbiotic relations in
grassland ecosystems.

Keywords: Elymus elongatus, Urochloa brizantha, defoliation, forage grasses,
mycorrhiza, phosphorus, symbiosis
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CAPITULO1

Introduccion general



1.1. INTRODUCCION GENERAL

Las micorrizas arbusculares son asociaciones entre un grupo especifico de hongos del
phylum Glomeromycota (Schiifler et al. 2001) y raices de aproximadamente el 80% de
las plantas vasculares (Harley & Harley 1987; Wang & Qiu 2006; Akhmetzhanova et
al. 2012; van der Heijden et al. 2015). La denominacion “arbuscular” denota especies
de hongos que forman arbusculos (i.e. estructuras ramificadas que se generan en el
interior de las células corticales) sitio donde se realiza el intercambio de fésforo y de
otros nutrientes poco moviles en el suelo (e.g. amonio, zinc, cobre, entre otros) como
resultado de la simbiosis micorricica (sensu Smith & Read 2008). Ademas, por
ensanchamiento de las hifas suelen formarse vesiculas (i.e. estructuras circulares de
paredes finas que contienen lipidos con funcioén de reserva y nucleos) las que podrian
actuar como propagulos en el suelo cuando las raices mueren (Smith & Read 2008). Las
micorrizas arbusculares favorecen la capacidad de las plantas de adquirir nutrientes a
cambio de carbohidratos necesarios para el mantenimiento y crecimiento de las
estructuras fungicas. Se ha demostrado que pueden duplicar o triplicar la superficie de
absorcion de nutrientes y en consecuencia, el volumen de suelo explorado por las
plantas (Chapin et al. 2002). La red externa de hifas se extiende por fuera de la zona de
absorcion radical y a través de transportadores especificos, permite la captura de
nutrientes de la soluciéon del suelo, su conduccién hasta la interfase simbidtica
localizada en la corteza radical y su ingreso a la planta (Bucher 2007). El nutriente
mayormente implicado en este proceso es el fosforo, un elemento limitante de la
productividad forrajera de pasturas cultivadas y pastizales naturales, por lo que los
eventuales beneficios de las micorrizas son relevantes (Hartnett & Wilson 2002).

En general, la simbiosis micorricica ha sido descripta como beneficiosa en
términos de crecimiento, I.e. plantas micorricicas comparadas con plantas no
micorricicas bajo las mismas condiciones (Smith & Smith 2012). Sin embargo, se ha
demostrado que las micorrizas representan también un costo. Los hongos micorricicos
consumen entre el 4 y 20% de los fotoasimilados de la planta (Douds et al. 1988;
Jakobsen & Rosendahl 1990; Johnson et al. 2002), y entre un 5-8% en el caso de las
gramineas forrajeras (Grimoldi et al. 2006). Por esto, varios autores sugieren analizar el
funcionamiento de la simbiosis micorricica en un continuo mutualismo-parasitismo de
modo de evaluar los efectos positivos de los hongos provenientes del estado nutritivo y
los negativos resultantes del costo extra en términos de respiracion y crecimiento
(Eissenstat et al. 1993; Johnson et al. 1997; Grimoldi et al. 2005, 2006; Smith et al.
2009). En general, el costo en carbono del hongo es sobrecompensado por los términos
beneficiosos de la asociacion (Smith & Read 2008), aunque también se han registrado
relaciones parasiticas (e.g. Buwalda & Goh 1982; Gebbing et al. 2004). Algunos
autores postulan que bajo la combinacion de alta disponibilidad de fosforo y estrés de
carbono, el costo de mantenimiento de los hongos podria exceder -al menos
transitoriamente- los beneficios nutricionales de la micorriza (Koide 1991; Johnson et
al. 1997). Por ejemplo, estudios previos con especies de comunidades de pastizal
indican que el costo relativo generado por los hongos podria afectar negativamente el



crecimiento si las plantas son defoliadas intensamente o puestas en condiciones de
intensidad luminica y/o temperatura bajas (Hayman 1974; Harnett & Wilson 2002;
Smith et al. 2011). Hasta el momento, la literatura acerca de los efectos micorricicos,
defoliacién y cambios en el suministro de fosforo sobre el crecimiento de gramineas
forrajeras cultivadas es escasa, y no existe ningiin antecedente en el que se evaluen los
efectos interactivos de estos factores sobre el crecimiento de plantas individuales.

Dentro de las gramineas forrajeras cultivadas, las gramineas templadas (Cs) y
tropicales (C4) son dos grupos funcionales de plantas que ademas del sindrome
fotosintético difieren en varios aspectos de importancia ecofisioldgica, tales como su
respuesta a la temperatura, eficiencia en el uso del agua y nutrientes, y en particular en
su respuesta al establecimiento de la simbiosis con HMA. A nivel celular, el nitrégeno
es un componente estructural de proteinas, nucledtidos y clorofilas al igual que el
fosforo que participa en la formacion de enlaces de fosfato de alta energia (ATP),
fosfolipidos, acidos nucleidos, en la estructura del ADN y en la sefalizacion
intracelular. Por lo tanto, la variaciéon en la concentracion de estos nutrientes puede
alterar el funcionamiento del aparato fotosintético de las plantas. Estudios previos
demuestran que las gramineas tropicales (C4) son en general mas eficientes en el uso de
nutrientes minerales (€.g. nitrégeno y fosforo) que las templadas (Cs) ya que con menor
concentracion de nutriente en el tejido suelen tener altas tasas fotosintéticas y mayor
produccion de biomasa. Esta disparidad es atribuible principalmente a diferencias
anatomicas y bioquimicas (Osmond et al. 1982; Long 1983). Al respecto, durante la
fotosintesis las especies C4 acumulan CO, cerca del sitio de concentracion de la Rubisco
y por esto, alcanzan bajos puntos de compensacion de CO,. De igual manera, se sabe
que en condiciones de altas temperaturas presentan una fotorrespiracion despreciable
que resulta en tasas de fotosintesis neta mas altas, en comparacion con las especies Cs.
En particular, se ha demostrado que con menor concentracion de nitrégeno (Brown
1985) y de fosforo (Morris et al. 1982) en tejido las especies C,4 presentan tasas de
fotosintesis neta mas elevadas y eventualmente una mayor eficiencia en el uso de estos
nutrientes. Asimismo, es sabido que en condiciones de baja disponibilidad de fosforo en
el suelo las gramineas templadas y tropicales responden en forma diferencial al
establecimiento de la simbiosis con HMA: en general, las especies tropicales producen
mayor biomasa que las templadas (Hetrick et al. 1988; Hetrick, Wilson & Todd 1990;
Hetrick 1991; Wilson & Harnett 1998). En este contexto, cabe preguntarse si estas
respuestas diferenciales entre los grupos, en el uso del fosforo y los beneficios de la
simbiosis con HMA, podrian estar reguladas por las diferencias en la absorcién de
fosforo (i.e. funcionamiento del sistema radical) y/o en el uso del mismo en la
produccion de biomasa vegetal.

Uno de los modelos mas difundidos para interpretar la respuesta de plantas sin y
con micorrizas a la disponibilidad de fésforo, es el de respuesta sigmoidea propuesto
por Janos (2007) (ver Figura 1 a continuacion). Segin este modelo, en niveles muy
bajos (i.e. cercanos a 5-7 ppm) como en muy altos (i.e. mayores a 15 ppm) de fosforo
disponible, las plantas colonizadas por hongos micorricicos pueden presentar una



disminucién de su crecimiento en relacion a plantas no colonizadas. Existen muchas
evidencias que demuestran esta disminucién de crecimiento en condiciones de alta
disponibilidad de fosforo (Abbott & Robson 1984; Cooper 1984; Jakobsen 1999; entre
otros). La explicaciéon mas aceptada para ésta respuesta es que en esas condiciones no
existen limitaciones por fosforo y por ende, los hongos asociados representan una
pérdida de carbono para la planta (Jakobsen 1999). En cambio, poco se sabe acerca del
efecto negativo de las micorrizas en condiciones de bajo fosforo. Al respecto, se postula
que en condiciones extremas de baja disponibilidad de fosforo, los hongos no logran
compensar las demandas nutricionales de las plantas y en consecuencia, el consumo de
carbono supera al beneficio de la simbiosis (Tinker 1975a; Bolan et al. 1984a). Sin
embargo, en niveles intermedios (i.e.7-15 ppm) de fosforo en el suelo estos hongos son
beneficiosos (i.e. area comprendida entre los puntos de interseccion entre las curvas),
promoviendo el establecimiento de la simbiosis y consecuentemente, una mejora en el
estado nutricional de la planta.

I
! FAVORABLE

DESFAV.

DESFAV.

Tamaiio de planta

Concentracion de fosforo soluble en el suelo

Figura 1. Curvas hipotéticas de respuesta al fosforo para una planta con y sin micorrizas
(lineas llena y punteada, respectivamente). Las lineas verticales punteadas delimitan una
region “FAVORABLE” y dos regiones “DESFAVORABLES” segtn la micorriza resulte
en un beneficio neto positivo o negativo, respectivamente. Las lineas verticales llenas
representan la respuesta absoluta (R) de la planta a la micorriza para tres dosis de fosforo
(baja, media y alta). E1 Rmax. es la respuesta maxima absoluta a las micorrizas (refleja la
mayor diferencia positiva entre las dos curvas). Figura extraida de Janos (2007).

Conceptualmente, la respuesta micorricica involucra ambas curvas y es una
comparacion vertical en la que se analiza el efecto de las micorrizas, sobre el
crecimiento de las plantas, para un nivel de fosforo determinado (Janos 2007).
Numerosos estudios evidencian que la respuesta micorricica varia entre especies y
cultivares de plantas, con la arquitectura del sistema radical y la fertilidad actual del
suelo (Baylis 1970; Hayman 1983; Koide 1991; Johnson et al. 1997; Hartnett & Wilson
2002; Klironomos 2003; Hoeksema et al. 2010 entre otros). Ademas, se sabe que las
plantas difieren en su morfologia radical a nivel genético y la variacion en la



configuracion espacial de las raices (i.e. arquitectura radical) tiene un significado
funcional relacionado con la exploracion del suelo y absorcién de nutrientes (Lynch
1995). Al respecto, se ha demostrado que en especies de gramineas templadas los
sistemas radicales son muy ramificados y la superficie de absorcién es maximizada por
una predominancia de raices finas. En estas plantas el sistema radical no resulta
limitante para la toma de nutrientes, en consecuencia, la simbiosis es de menor utilidad
o contraproducente para el crecimiento de las mismas. Por el contrario, en especies
tropicales los sistemas radicales son poco ramificados, por lo que la morfologia de la
raiz limita la superficie de absorcion de nutrientes del suelo (Hetrick 1991). En ese
sentido, la simbiosis micorricica puede maximizar la superficie de absorcion de
nutrientes con una inversion relativamente menor en la produccion de raices y al mismo
tiempo, compensar la baja disponibilidad de nutrientes a través de la solubilizacién del
fosforo en el suelo (Baylis 1970; Fitter 1991; Hetrick 1991; Schellenbaum et al. 1991;
Hetrick et al. 1991; Lynch 1995; Smith & Read 2008). En este contexto, es de esperar
que especies con sistemas radicales poco ramificados (€.g. gramineas tropicales)
expresen mayor respuesta micorricica para la toma de fésforo que especies con sistemas
muy ramificados (e.g. gramineas templadas) (Koide 1991; Schweiger et al. 1995;
Hartnett & Wilson 2002). Si bien existen algunos trabajos previos en los que se estudia
la dinamica de micorrizacion y el efecto de la inoculacion con HMA ante distintas
ofertas de fosforo en gramineas forrajeras templadas (i.e. Covacevich et al. 2006;
Covacevich & Echeverria 2009), es plausible remarcar que la informacion experimental
para gramineas forrajeras cultivadas, tanto templadas como tropicales, es aiin escasa.

El efecto de la defoliacion, por parte del ganado doméstico, es el principal
agente de disturbio en ecosistemas naturales y pastoriles. La defoliacion reduce
dréasticamente la actividad fotosintética (hasta 100%) y remueve hasta 2/3 del nitrégeno
y el fosforo de la planta. En esas condiciones, procesos de diluciéon de carbono,
removilizacioén de nutrientes e incremento proporcional de la particion hacia estructuras
foliares contribuyen al reestablecimiento del canopeo fotosintético después de la
defoliacion (Richards 1993; Schnyder & de Visser 1999). Sin embargo, existe gran
variabilidad en la magnitud y el tipo de respuesta de las plantas a la defoliacion
reguladas principalmente por el tiempo de recuperacion considerado (Ferraro &
Oesterheld 2002) aunque en ciertos casos también por la intensidad de defoliaciéon y/o la
frecuencia de corte, disponibilidad de nutrientes en el suelo y la identidad de la especie
vegetal, entre otros factores. Asimismo, se sabe que las micorrizas proveen diversos
beneficios para las plantas (Selosse & Rousset 2011) y pueden cumplir un rol
importante en las interacciones planta-herbivoro, cambiar el crecimiento post-
defoliacion y/o las respuestas de resistencia de las plantas a la herbivoria (e.g. defensas
anti-herbivoros) (Goverdr et al. 2000; Koide 2000; Harnett & Wilson 2002). En general,
los efectos encontrados en relacion con la intensidad de defoliacion y arquitectura
radical, han sido contrastantes. Por ejemplo, en condiciones de baja disponibilidad de
fosforo e intensidades moderadas de defoliacion, la simbiosis micorricica en pastos con
sistemas radicales poco ramificados (i.e. gramineas tropicales) incrementd la capacidad



de crecimiento compensatorio de las plantas defoliadas (Harnett & Wilson 2002). En
cambio, Lolium perenne (graminea templada) mostré respuestas negativas de
crecimiento evidenciando un fuerte compromiso entre los simbiontes, en condiciones de
alta intensidad de defoliacion (Gebbing et al. 2004). La bibliografia existente sugiere
que los pastos, en simbiosis con hongos micorricicos, responden de manera diferente a
la defoliacion exhibiendo respuestas de crecimiento neutras o negativas, en aquellos con
sistemas radicales muy ramificados, y generalmente positivas, en pastos con sistemas
radicales poco ramificados (Allsopp 1998). Por lo expuesto, la defoliacion podria
influenciar el balance de la simbiosis y consecuentemente, la capacidad de recuperacion
de estos pastos (Allsopp 1998; Barto & Rilling 2010). Si bien existen estudios que
describen efectos de las micorrizas en algunas especies de gramineas forrajeras
(Grimoldi et al. 2006), el analisis y la interpretacion de las respuestas involucradas en la
recuperacion post-defoliacion requieren ser estudiados con mayor profundidad.

1.2. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es estudiar los efectos interactivos de la simbiosis
micorricica y los cambios en el suministro de fosforo, sobre el crecimiento de gramineas
forrajeras cultivadas y el impacto sobre la recuperacion post-defoliacion. Para ello,
deberan alcanzarse los siguientes objetivos parciales:

Objetivo 1: Evaluar el efecto de las micorrizas sobre el crecimiento de gramineas
forrajeras cultivadas templadas (i.e. Dactylis glomerata, Elymus elongatus y
Schedonorus arundinaceus) y tropicales (i.e. Paspalum dilatatum, Panicum coloratum y
Urochloa brizantha), en condiciones de déficit nutricional.

Objetivo 2: Caracterizar el efecto de las micorrizas en relacion al suministro de fosforo
sobre el crecimiento y la nutricion de gramineas forrajeras cultivadas con distinta
respuesta micorricica.

Objetivo 3: Describir respuestas de recuperacion post-defoliacion de especies de
gramineas forrajeras cultivadas, con distinta respuesta micorricica, en condiciones de
bajo y alto suministro de fosforo.

1.3. HIPOTESIS

Para lograr cada uno de los objetivos parciales se plantearon hipotesis de trabajo, sus
predicciones correspondientes y se disefio un experimento para ponerlas a prueba.

Con relacion al objetivo 1, se propuso la siguiente hipodtesis que se desarrollara en el
Capitulo II:



Hipotesis 1: En condiciones de déficit nutricional, la asociacion con hongos
micorricicos arbusculares (HMA) promueve el crecimiento de gramineas forrajeras
cultivadas. El grado de beneficio de la simbiosis difiere en especies templadas y
tropicales.

Prediccion 1.1: En plantas inoculadas la produccion de biomasa sera mayor respecto a
las no inoculadas. Asimismo, en especies templadas (i.e. Dactylis glomerata, Elymus
elongatus y Schedonorus arundinaceus) el beneficio de la simbiosis sera menor que en
especies tropicales (i.e. Paspalum dilatatum, Panicum coloratum y Urochloa
brizantha).

Para alcanzar el objetivo 2, se plante6 esta hipotesis que se abordara en el Capitulo I11:

Hipoétesis 2: Las especies templadas y tropicales muestran diferencias en el uso del
fosforo, provisto por la generacion de estructuras micorricicas (i.e. hifas y arbusculos),
que son moduladas por el suministro de fosforo.

Prediccidén 2.1: En condiciones de bajo suministro de fosforo, la presencia de micorrizas
promueve marcadamente la absorcion de fosforo y el crecimiento de Urochloa
brizantha. Por el contrario, plantas inoculadas de Elymus elongatus mostraran mayor
concentracion de fosforo en los tejidos, en comparacion con las plantas no inoculadas,
sin generar marcados cambios en la produccion de biomasa.

Predicciéon 2.2: En condiciones de alto suministro de fosforo, el incremento en

produccion de biomasa de plantas inoculadas, tanto de Elymus elongatus como de
Urochloa brizantha, es similar y la magnitud no difiere marcadamente de las plantas no
inoculadas.

Para alcanzar el objetivo 3, se propuso la siguiente hipdtesis que se desarrollara en el
Capitulo I'V:

Hipétesis 3: En plantas defoliadas se genera un compromiso entre el proceso de rebrote
y el mantenimiento de los hongos micorricicos. La magnitud del compromiso depende

de la respuesta micorricica de la especie y del suministro de fosforo.

Prediccién 3.1: En condiciones de bajo suministro de fosforo, especies con alta

respuesta micorricica (i.e. Urochloa brizantha) obtienen mayores beneficios de la
simbiosis y exhiben mayores tasas de crecimiento relativo, en relacién a especies con
baja respuesta micorricica (i.e. Elymus elongatus), atn en condiciones de defoliacion.



1.4. ORGANIZACION DE LA TESIS

Esta tesis contiene, ademas del presente capitulo introductorio, tres capitulos
experimentales (I, IIT y IV) y un capitulo de discusioén general (V). En el Capitulo II se
muestra la respuesta micorricica de seis especies de gramineas forrajeras, en condiciones
de déficit nutricional. Este andlisis brindé informacion imprescindible para la seleccion
de especies a utilizar en los experimentos sucesivos. En el Capitulo III, se evalta el rol
que juegan las micorrizas y el fosforo sobre el crecimiento y nutricion mineral de dos
especies de gramineas, con distinta respuesta micorricica. Por ultimo, en el Capitulo IV
se estudia el compromiso entre el proceso de rebrote y el mantenimiento de los hongos
micorricicos en gramineas forrajeras cultivadas. Para ello, se analizan respuestas de
recuperacion post-defoliacion sobre las especies utilizadas en el Capitulo III.
Finalmente, se presenta un capitulo de discusion general (Capitulo V) que versa sobre
las implicancias ecologicas y agronomicas de los resultados obtenidos en un marco
teorico general, y donde se comentan los aportes originales de esta tesis haciendo
explicitos los avances alcanzados con respecto al conocimiento previo de estos temas.



CAPITULO 11

Respuesta micorricica de gramineas forrajeras templadas y tropicales en
condiciones de déficit nutricional

* Cavagnaro RA, Oyarzabal M, Oesterheld M & Grimoldi AA. 2014. “Screening
of biomass production of cultivated forage grasses in response to mycorrhizal symbiosis
under nutritional deficit conditions”. Grassland Science 60: 178—184.
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2.1. INTRODUCCION

La simbiosis con hongos micorricicos arbusculares (HMA) es una relacion importante
en la mayoria de las especies de pasturas y pastizales naturales debido a que (i) las
plantas en general muestran valores altos de colonizacién micorricica en sus raices (ii)
la disponibilidad de nutrientes en el suelo es limitante y (iii) la red de micelio
micorricico no se interrumpe frecuentemente como en los cultivos anuales. La base
biologica principal de esta asociacion es la transferencia bidireccional de nutrientes: los
hongos proveen nutrientes poco modviles a las raices a cambio de fotoasimilados de la
planta (Smith & Read 2008). Se sabe que los hongos generan un costo menor, en
términos de carbono, por unidad de area de absorcion de las raices; y también permiten
una mayor exploracion del suelo que no podria ser logrado por las raices (Koide 1991).
Sin embargo, se conocen otros beneficios potenciales de la simbiosis micorricica tales
como, mejoras en las relaciones hidricas de las plantas, reducciones a las infecciones
patogénicas, promocion de la agregacion del suelo y efectos sinérgicos con otros
microorganismos (Bir¢6 et al. 2000; Newsham et al. 2005; Wilson et al. 2009; Osorio &
Habte 2013). Pero, las estructuras y propagulos micorricicos pueden ser afectados
negativamente por practicas de labranza, sobrepastoreo y/o aplicacion periddica de
productos quimicos, alterando los efectos principales de la simbiosis sobre los atributos
de la comunidad y el funcionamiento de los ecosistemas de pastizal (Gehring &
Whitham 1994, Helgason et al. 1998, van der Heidjen et al. 1998; Harnett & Wilson
2002; Fitter et al. 2004; Druille et al. 2013).

Es sabido que el éxito de esta asociacion simbiodtica es modulado por las
condiciones ambientales (Koide 1991; Janos 2007), la identidad de la planta
hospedadora (Klironomos 2003), las caracteristicas de los hongos (Munkvold et al.
2004), como también, por la interaccion entre ambos participantes de la simbiosis
(Jones & Smith 1994). Las condiciones ambientales son particularmente favorables para
la simbiosis micorricica en especies forrajeras debido a la baja disponibilidad de
fosforo en el suelo que limita la productividad de los pastizales (Harnett & Wilson
2002). No obstante, entre los principales grupos de especies forrajeras (i.e. leguminosas,
gramineas templadas y tropicales) hay diferencias importantes en la respuesta a las
micorrizas. En leguminosas, la mayoria de los estudios muestran efectos benéficos de la
simbiosis sobre el crecimiento de la planta y la absorcion de fosforo (Chalk et al. 2006),
como también, efectos sinérgicos en plantas inoculadas con bacterias fijadoras de
nitrogeno (Biro et al. 2000, Kaschuk et al. 2009). Para gramineas templadas y tropicales
(C;5 y C4 respectivamente), un meta-analisis de 616 estudios mostrd respuestas que van
de positivas a negativas con un efecto promedio positivo de la colonizacién micorricica
sobre el crecimiento de las plantas (Hoeksema et al. 2010). Asimismo, las gramineas
tropicales mostraron en promedio respuestas positivas, a la colonizacion con hongos
micorricicos arbusculares (HMA), mayores que las gramineas templadas. Este resultado
confirma el patron de respuesta a la simbiosis micorricica, para gramineas tropicales
comparadas con gramineas templadas, descripta en las Grandes Planicies de América
del Norte (Hetrick et al. 1988; Wilson & Harnett 1998). No obstante, esta informacion
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corresponde a especies de pastizal natural y es insuficiente para entender el efecto de las
micorrizas sobre el crecimiento individual de especies forrajeras cultivadas. En este
sentido, este capitulo evalua la respuesta potencial de la colonizacién micorricica sobre
el crecimiento de las plantas en especies de gramineas forrajeras cultivadas en
condiciones de déficit nutricional.

Conceptualmente, la expresion “respuesta micorricica” es usada para referirse a
los efectos de la simbiosis con HMA, sobre el crecimiento de la planta, en un nivel dado
de fosforo disponible (Janos 2007). En términos numéricos, puede medirse a partir de la
diferencia entre el peso seco de plantas micorricicas y plantas no-micorricicas, y el
peso de plantas no-micorricicas. Este valor relativizado, por el peso de plantas no-
micorricicas, permite la comparacion entre especies y refleja el incremento proporcional
en el crecimiento atribuible a las micorrizas. Estos resultados son apoyados por el
conocimiento de que la respuesta micorricica difiere entre los principales grupos de
gramineas forrajeras (Wilson & Harnett 1998; Hoeksema et al. 2010) en parte,
explicados por la filogenia y el contexto evolutivo de la poblacidon de plantas (Reinhart
et al. 2012) siendo el beneficio micorricico potencial modulado por la fertilidad del
suelo y la morfologia radical (Baylis 1972; Hetrick 1991; Newsham et al. 1995; Janos
2007). Por ejemplo, en condiciones de baja e intermedia disponibilidad de foésforo las
plantas micorricicas son mas colonizadas y generalmente tienden a presentar mejoras en
la nutricién fosforada y tasas de crecimiento mas altas que las plantas no-micorricicas
(Hetrick et al. 1990). Asimismo, especies con sistemas radicales poco ramificados,
hipotéticamente, son mas dependientes de la simbiosis micorricica para incrementar la
absorcion de nutrientes poco moviles; mientras que, especies con sistemas radicales
muy ramificados son consideradas menos dependientes a las micorrizas para la
exploracion del suelo y la absorcion de nutrientes (Baylis 1972; Hetrick 1991) y podrian
recibir otros beneficios micorricicos (Newsham et al. 1995).

Las gramineas forrajeras cultivadas son un grupo muy importante de cultivos
perennes debido a su alta produccion de biomasa disponible para el consumo de ganado
y su distribucion en la mayoria de las regiones del mundo. Sin embargo, no existe
ningun antecedente previo en el que se estudie simultaneamente la respuesta micorricica
de gramineas forrajeras cultivadas, templadas y tropicales, en condiciones controladas.
En este capitulo, se disefid un experimento manipulativo con tres especies templadas:
Dactylis glomerata, Elymus elongatus y Schedonorus arundinaceus; y tres especies
tropicales: Paspalum dilatatum, Panicum coloratum y Urochloa brizantha. Las especies
seleccionadas son comunmente utilizadas en pasturas perennes cultivadas. Para cada
una de ellas, algunas plantulas fueron inoculadas con una mezcla de hongos
micorricicos y otras crecieron sin inocular en un sustrato de arena estéril durante cinco
meses, en condiciones de déficit nutricional. Se examind el porcentaje de colonizacion
micorricica, la concentracion de fosforo en laminas, el numero de macollos, la
produccion de biomasa y la respuesta micorricica de seis especies de gramineas
forrajeras cultivadas. Este capitulo tiene como objetivo principal destacar el beneficio
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potencial de la simbiosis lo que seria un aporte importante al conocimiento del rol que
cumplen los hongos micorricicos en los ecosistemas de pastizal.

2.2. MATERIALES Y METODOS

Se seleccionaron seis especies de gramineas cultivadas con alta calidad forrajera. Tres
gramineas templadas: (i) Dactylis glomerata L. cv. Porto; (i) Elymus elongatus (Host)
Runemark (=Agropyron elongatum); (iii) Schedonorus arundinaceus (Schreb.) Dumort.
(=Festuca arundinacea); y tres tropicales: (iv) Paspalum dilatatum Poir cv. Primo; (V)
Panicum coloratum var. coloratum (cv. Klein) y (vi) Urochloa brizantha (Hochst. ex A.
Rich.) R.D. Webster (=Brachiaria brizantha), fueron utilizadas como planta
hospedadora. Todas las especies son gramineas cespitosas cultivadas en pasturas para
pastoreo directo, produccion de heno y ensilado. Dos de las gramineas tropicales, P.
dilatatum y P. coloratum pueden ser cultivadas en zonas templadas, mientras que U.
brizantha sélo en latitudes mas bajas. Las semillas fueron lavadas durante 20 minutos
en NaCl (6% cloro activo) para la esterilizacion de la superficie y germinadas en cajas
de plastico, con papel absorbente saturado con agua, en incubadora (20-30°C). Luego de
4-5 dias, se trasplantaron 2 o 3 plantulas en macetas (26 cm de alto x 11cm de didmetro,
3kg de peso) y fueron ubicadas en un invernaculo de IFEVA (Facultad de Agronomia-
UBA). El sustrato para el crecimiento de las plantas fue arena esterilizada con pequenas
cantidades de roca fosforica, como fuente de fosforo de baja disponibilidad (171 mg
P,Os kgf1 arena, Grimoldi et al. 2005). En simultaneco, a la mitad de las macetas se les
agregd al sustrato una fuente de ino6culo después de su propagacion durante tres meses
en plantas de Zea mays, Lolium perenne y Trifolium repens como hospedadoras. A fin
de aumentar las posibilidades de colonizacion, en esta tesis se utilizé una mezcla de tres
especies exoticas de hongos micorricicos en iguales proporciones, las cuales son del
tipo ruderal —acorde a un agroecosistema pastoril con algun grado de disturbio— (sensu
Chagnon et al. 2013), generalistas y con difusiéon en agroecosistemas y/o ambientes
pastoriles. Las especies utilizadas fueron: Rhizophagus irregularis (Btaszk.,Wubet,
Renker & Buscot) C. Walker & A. Schiiller (=G. intrarradices BAFC 3108 provisto
por la Dra. Ana Menéndez, FCEyN-UBA), Simiglomus hoi (S.M. Berch & Trappe)
G.A. Silva, Oechl & Sieverd (=G. hoi BEG 104 provisto por el Dr. A Heinemeyer,
Grupo A. Fitter-University of York, UK) y Funneliformis mosseae (Nicol. & Gerd.) C.
Walker & Schuessler (=G. mosseae LPS SBI1 provisto por la Dra. Marta Cabello,
Instituto Spegazzini-UNLP). Para cada especie de in6culo (pocos dias antes del
comienzo del experimento) se realizaron aislamientos de esporas por tamizado en
himedo y decantacion (Gerdemann & Nicolson 1963) del sobrenadante de un gradiente
de sacarosa (Walker et al. 1982). Luego, se cuantifico el porcentaje de esporas viables
mediante tincion vital bromuro de tetrazolio (An & Hendrix 1988). El indculo formado
por raices colonizadas, micelio externo y esporas (ca. 100 esporas viables por 100 g de
inéculo seco), se aplicd a razén de 7 g por maceta y se mezcld con la arena para
asegurar el contacto entre las raices de las plantas y hongos micorricicos arbusculares.
Las macetas sin y con in6culo micorricico fueron ubicadas en cajones plasticos y
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mesadas separadas para prevenir la contaminacion de las plantas no-inoculadas. Dentro
de cada especie, las plantas fueron organizadas en un disefio aleatorio con cinco réplicas
por tratamiento (2 HMA x 5 réplicas x 6 especies= 60 plantas). Durante el experimento,
las macetas y cajones fueron rotados periddicamente, cada 7 siete dias, para asegurar
condiciones homogéneas de luz.

Para crear condiciones de déficit nutricional, la formula de la solucion de
Hoagland fue modificada. La solucion nutritiva resultante tuvo 90% menos de
nitrégeno, fosforo, potasio y calcio, y 70% menos de hierro y sodio, en relacion a la
original. La composicion de macroelementos (mM 1) fue: 0,3 KNOs, 0,4 Ca (NO3),,
0,1 MgS0y4, 0,1 KCI y la de microelementos (uM 1'1): 0,04 Fe-EDTA, 2,5 H3BO;, 0,2
MnCl, 0,2 ZnCl,, 0,05 CuCl,, 0,05 MoOs. Ademas, para facilitar la formacion de
micorrizas, a la solucion resultante se le agregd nitrato de amonio (0,11 mM 17). De esta
manera, la Unica fuente de fosforo fue la roca fosférica. Todas las plantas fueron
regadas diariamente a capacidad de campo con la solucion Hoagland modificada
(ca.50ml) durante todo el experimento. Para evitar la acumulacion de nutrientes en el
sustrato, una vez por semana, las macetas fueron lavadas con agua corriente; y a
posteriori, debido a que el sustrato era inerte, regadas nuevamente con solucion de
Hoagland modificada. Pasado un mes de crecimiento, se realiz6 un raleo de plantulas
dejando un individuo por maceta. Las plantas crecieron en inverndculo (durante 4
meses, Julio-Octubre) bajo condiciones controladas de temperatura. Durante las horas
cercanas al mediodia y en dias soleados, el flujo fotonico fotosintético (PPFD) fue de
1650 + 125 umol m™s'. La temperatura minima del invernaculo fue en promedio de
15,7°C, mientras que la temperatura maxima fue en aumento con la estacion con un
valor méaximo de 27,1°C en el mes de Julio llegando a 32,7°C a finales del mes de
Octubre. Estas condiciones resultaron adecuadas para el crecimiento de todas las
especies.

Al finalizar el experimento, cada planta fue cosechada y se separ6 la fraccion
aérea de la subterranea. Las raices se lavaron y se determind el peso fresco de las
mismas. Posteriormente, se separd una muestra de raiz de peso conocido para evaluar la
colonizacién micorricica. La biomasa aérea fue separada en macollos adultos (minimo
con una hoja totalmente expandida), macollos hijos (sin hojas totalmente expandidas) y
macollos reproductivos, los que fueron contados. El numero total de macollos fue la
suma de los tres tipos mencionados, previamente. Los macollos adultos fueron
disectados en laminas y vainas. El peso de macollos adultos fue estimado a partir de la
suma de la biomasa de laminas y vainas dividido por el nimero de macollos adultos.
Todas las muestras de biomasa se secaron durante 72hs a 80°C en estufa y
posteriormente, fueron pesadas.

La colonizacion micorricica fue determinada por la identificacién de estructuras
micorricicas (hifas, arbusculos y vesiculas) en la raiz después de tenidas (Phillips &
Hayman 1970). Brevemente, la muestra de material fresco de raiz fue clarificada en
KOH (10% p/v) durante 10 minutos a 90°C, acidificadas en HCl 5 minutos y luego,
tefiidas con Azul de Tripan (0,05% p/v) en glicerol durante 10 minutos a 90°C. No
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obstante, el protocolo de tincidon (tiempo y temperatura) para cada una de las especies
fue modificado adecuadamente en relacion al grosor de los tejidos radicales. Para
eliminar el excedente de colorante, las raices tefiiddas fueron sumergidas en agua
destilada; y luego, organizadas sobre un portaobjeto, separadas entre si y en forma
paralela, para crear una gradilla de identificacion. Posteriormente, se agregaron gotas de
gelatina-glicerol para sujetar las raices al portaobjeto y se las cubrio con el cubreobjeto
(Phillips & Hayman 1970). El porcentaje de raiz colonizada por hongos micorricicos
arbusculares (HMA) fue determinado de la observacion, de cien campos oculares al azar
por cada repeticion, con un aumento de 200x en el ocular del microscopio Optico
(McGonigle et al. 1990), un método adecuado para la comparacion entre especies (Sun
& Tang 2012).

La concentracion de fosforo se determind en muestras de 200 mg de lamina de
macollos adultos. Este material fue molido e incinerado en mufla. La ceniza resultante
fue digerida en HNO3/HCl y la cantidad de fosforo medida por el método colorimétrico
de Hanson (1950). Para chequear la exactitud de la digestion y el procedimiento
analitico, cada 15 muestras, se incluyd material homogéneo y de concentracion
conocida proveniente de otras gramineas como referencia.

Una manera sintética de evaluar la magnitud del crecimiento de la planta por la
inoculacién con hongos micorricicos arbusculares (HMA) es calcular la respuesta
micorricica de la planta hospedadora. Para cada una de las especies, la respuesta
micorricica se calculd de la siguiente manera: Respuesta micorricica (%) = [(biomasa
total de plantas inoculadas — biomasa total de plantas no-inoculadas)/biomasa total de
plantas no-inoculadas] x 100 (Baon et al. 1993; Cavagnaro et al. 2003). El error
estandar de la relacion fue obtenido a partir del método de propagacion de errores para
muestras independientes. Todas las variables fueron analizadas con ANOVA, de una
sola via, por especie con la inoculacion con HMA como factor principal (Steel & Torrie
1980). Previamente, se verificaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Para cumplir con los supuestos del ANOVA los datos de biomasa fueron
transformados (log X). Los analisis estadisticos fueron realizados con el software
Infostat (Grupo Infostat, FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina) y la
construccion de graficos, con el software GraphPad Prism 5.0 para Windows (GraphPad
Software, San Diego California, USA). Todos los resultados se expresan como
promedios =+ error estandar (ES) (n = 5).

2.3. RESULTADOS

2.3.1. Colonizacion micorricica y concentracion de fosforo en laminas

Todas las plantas mostraron valores promedio por encima del 50% de colonizacién
micorricica (Cuadro 2.1) detectada por el reconocimiento de estructuras fingicas (hifas,
arbusculos y vesiculas). En general, la colonizacion micorricica fue mayor para las
especies tropicales (Panicum coloratum, Urochloa brizantha y Paspalum dilatatum,
valor promedio 63 a 80%) que para las especies templadas (Schedonorus arundinaceus,
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Elymus elongatus y Dactylis glomerata, valor promedio 54 a 69%). En plantas no-
inoculadas, no hubo registros de colonizacidén por hongos micorricicos.

Cuadro 2.1. Colonizacién micorricica y concentracion de fosforo en laminas, de plantas no-
inoculadas (-Inoc.) e inoculadas (+Inoc.) con hongos micorricicos arbusculares de seis especies
de gramineas forrajeras creciendo en condiciones de déficit nutricional. Los valores son
promedios + error estandar (n = 5). Los asteriscos indican diferencias significativas (*, P <
0,05) entre tratamientos para cada especie.

Especie Colonizacion micorricica(%) Concentracion de P(mgP g')
+Inoc. -Inoc. +Inoc.

Dactylis glomerata 548+24 0,63 £ 0,02 0,70 + 0,03
Elymus elongatum 68,8 +4,7 0,71 +0,12 0,73 + 0,06
Schedonorus arundinaceus 59,2+9,5 0,61 +0,11 0,64 + 002
Paspalum dilatatum 80,4 +2,7 0,70 =005 0,71 + 0,06
Panicum coloratum 80,2 £ 4,6 0,74 + 0,01 0,77 = 0,04
Urochloa brizantha 63,4+35 0,38 001 0,44 +£0,01 *

La concentracion de fosforo en laminas fue baja (ca. 0,7 mg P g') para todas las
especies y tratamientos de inoculacidn (como referencia 1,5-3 mg P g™ es la [P] minima
para el crecimiento 6ptimo de plantas cultivadas segin Larcher 2003) (Cuadro 2.1).

La especie tropical U. brizantha fue la inica que mostr6é un incremento significativo (P
< 0,05), sobre la concentracion de fosforo, en respuesta a la inoculaciéon con HMA. Las
condiciones, alto porcentaje de colonizaciébn micorricica y bajo estado nutricional,
fueron confirmadas para todas las especies estudiadas al final del periodo experimental
(Cuadro 2.1).

2.3.2. Produccion de biomasa total

La inoculaciéon con hongos micorricicos arbusculares estimuld significativamente la
produccion de biomasa en cinco de las seis especies de gramineas cultivadas (P < 0,001;
Figura 2.1). El peso seco de las plantas inoculadas fue mayor que en las no-inoculadas
en un 202 y 206% para las especies tropicales U. brizantha y P. coloratum,
respectivamente, en un 98% para P. dilatatum y en un 69 y 54% para las templadas S.
arundinaceus y E. elongatus, respectivamente (Figura 1). Por lo tanto, las especies
tropicales (P. coloratum = U. brizantha > P. dilatatum) fueron mas sensibles a la
inoculacién que las especies templadas. Por el contrario, la graminea templada D.
glomerata fue la unica especie que no respondio significativamente (P = 0,22) a la
inoculacién con hongos micorricicos.
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Figura 2.1. Biomasa total de plantas no-inoculadas (-Inoc.) e inoculadas (+Inoc.) con
hongos micorricicos arbusculares y la respuesta micorricica (RM) £+ ES, indicada en
negrita en la parte superior de cada figura, de seis especies de gramineas forrajeras
cultivadas creciendo en condiciones de déficit nutricional. Las especies son: Dactylis
glomerata, Elymus elongatus, Schedonorus arundinaceus, Paspalum dilatatum, Panicum
coloratum y Urochloa brizantha. Los valores son promedios + error estandar (n = 5). Los
asteriscos indican diferencias significativas (***, P < 0,001) entre tratamientos para cada
especie. La respuesta micorricica (RM) fue calculada como: RM= [(biomasa total de planta
inoculada — biomasa total de planta no-inoculada) / biomasa total de planta no-inoculada] *
100.

La biomasa aérea y subterranea fue mayor en plantas inoculadas que en las no-
inoculadas en la mayoria de las especies estudiadas (P < 0,01; Cuadro 2.2). Esto
significa que ambos parametros explicaron los cambios observados en la produccion de
biomasa total (Cuadro 2.2). La graminea templada D. glomerata fue la unica especie
que no mostr6 diferencias entre los tratamientos de inoculacion (P > 0,05). En general,
el numero total de macollos por planta fue el factor principal que explicé los cambios
observados en la biomasa aérea (Cuadro 2.2).
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Cuadro 2.2. Biomasa aérea y subterranea y nimero total de macollos de plantas no-inoculadas
(-Inoc.) e inoculadas (+Inoc.) con hongos micorricicos arbusculares de seis especies de
gramineas forrajeras cultivadas creciendo en condiciones de déficit nutricional. Los valores son
promedios + error estandar (n = 5). Los asteriscos indican diferencias significativas (*, P < 0,05;
** P <0,01; *** P <0,001) entre tratamientos para cada especie y componente de la biomasa.

Especie Biomasa aérea(g) Biomasa subterranea(g) Num. total de macollos
-Inoc. +Inoc. -Inoc. +Inoc. -Inoc. +Inoc.

Dactylis glomerata 47+03 3,4+06 6,5+09 9,1+0,8 223+09 20,0=2,1
Elymus elongatus 1,7+0,2 2,5+£0,1 ** 23+02 3,7+£0,3 ** 13,0+0,7 17,7+15%
Schedonorus arundinaceus 2,9+0,1 3,8+£0,1 ** 3,0+0,6 6,3 +0,3 %* 10,8+ 1,1 153+0,7*
Paspalum dilatatum 1,1£0,1 1,9+£0,2 ** 1,2+0,1 2,5+0,2 ¥** 6,2+0,5 7,0+0,5
Panicum coloratum 1,6 £0,1 4,2 +0,3 %% 1,0+0,1 35+02%%*  11,0+£04 155+29%
Urochloa brizantha 1,9+0,1 4,8 £ 0,4 *kx 1,7+£0,1 6,1 £0,3 *** 3.8+0,5 7.4 £ 0,2 *¥**

En la graminea tropical U. brizantha, el numero total de macollos por planta mostré el
mayor incremento debido a la inoculacion con HMA (100%: Cuadro 2.2). En P.
dilatatum, no se registraron cambios en esta variable; mientras que, ¢l peso individual
de macollos adultos increment6 significativamente con la inoculacion (-HMA: 0,17 +
0,02 vs. tHMA: 0,25 + 0,02 g macollo™; P = 0,01). En el resto de las especies, el peso
individual de macollos adultos fue similar entre los tratamientos de inoculacion (P >
0,05; los datos no se muestran). Cabe destacar, que las plantas inoculadas de la
graminea tropical P. coloratum fueron la unicas que presentaron macollos reproductivos
(15% del namero total de macollos; datos no mostrados).

2.4. DISCUSION

En condiciones de déficit nutricional, la simbiosis micorricica fue beneficiosa para el
crecimiento de la mayoria de las especies de gramineas forrajeras. Sin embargo, en la
literatura hay evidencias de un alto grado de variaciéon en el efecto funcional de la
simbiosis en relacion a la identidad de los simbiontes involucrados (Munkvold et al.
2004; Smith et al. 2004; Reinhart et al. 2012). En este sentido, ademas de la respuesta
positiva general se observd que las especies difieren notablemente en su respuesta
micorricica (Figura 2.1). Las especies tropicales (i.e. P. coloratum, P. dilatatum y U.
brizantha) fueron altamente sensibles a las micorrizas en comparacion a las templadas
(i.e. S. arundinaceus y E. elongatus) (Cuadro 2.1, Figura 2.1). No obstante, D.
glomerata fue la unica especie que no respondié significativamente a la simbiosis
micorricica. En este sentido, estos resultados para especies de gramineas forrajeras
cultivadas coinciden completamente con los obtenidos para especies de pastizal natural
(Hetrick et al. 1988; Wilson & Harnett 1998; Hoeksema et al. 2010) donde las
gramineas tropicales mostraron respuestas positivas (98, 202 y 206%) a la simbiosis
micorricica de mayor magnitud que las gramineas templadas (54 y 69%; respuesta
neutra en D. glomerata). En particular, se vio que las gramineas tropicales Panicum
virgatum (Wilson & Harnett 1998) y Urochloa brizantha (Kanno et al. 2006) fueron
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mas sensibles a la simbiosis en comparacién a la mayoria de las gramineas templadas
evaluadas (Hetrick 1988; Wilson & Harnett 1998). Para P. dilatatum, se ha demostrado
que la especie es altamente colonizada bajo condiciones naturales en pastizales de la
Pampa Deprimida (Grigera & Oesterheld 2004). Sin embargo, no hay informacion
disponible de la respuesta de esta especie a la simbiosis micorricica; como tampoco,
para especies del mismo género. Por lo tanto, estos resultados son la primera evidencia
de su respuesta micorricica. En general, se especula que un sistema radical poco
ramificado caracteristico de las gramineas tropicales podria estar asociado con una alta
respuesta a la formacion de micorrizas (Baylis 1972; Hetrick 1991; Newsham et al.
1995) pudiendo favorecer la absorcion de nutrientes poco moéviles. Sobre la base de
nuestras observaciones visuales, las tres gramineas tropicales utilizadas en este
experimento presentaron sistemas de raices profundas poco ramificadas. Sin embargo,
no encontramos literatura especifica del patron de ramificacion radical de estas especies.
Notablemente, en nuestro estudio la inoculacion con HMA tuvo un rol positivo
significativo sobre el crecimiento de las gramineas templadas (i.e. E. elongatus y S.
arundinaceus) que coincidié con lo evidenciado previamente por Covacevich &
Echeverria 2009 a pesar de utilizar distintas especies de hongos. De igual manera, esta
respuesta también se observo en algunos cultivos de cereales (Smith & Smith 2011) y
en diferentes géneros de gramineas templadas cultivadas (Powell & Daniel 1978; Hall et
al. 1984; Grimoldi et al. 2005) creciendo en condiciones variables de estrés en el suelo.
Se ha demostrado que la mayoria de las especies de pastizal que forman
simbiosis con hongos micorricicos arbusculares muestran efectos positivos sobre
componentes de la biomasa de la planta (Harnett & Wilson 2002; Hoeksema et al.
2010). Generalmente, el efecto en la absorcion de fosforo sobre el éxito de la planta
hospedadora es considerado el beneficio mas importante de la simbiosis micorricica
(Koide 1991; Smith & Read 2008). Asimismo, se ha demostrado que las plantas
inoculadas tuvieron mayores concentraciones internas de fosforo en la parte aérea
(Stribley et al. 1980) (en este trabajo, la graminea U. brizantha) y/o incrementaron la
produccion de biomasa; en consecuencia, el contenido de fésforo aumentd a nivel de
planta entera (todas las especies analizadas, excepto la graminea templada D.
glomerata). Para gramineas cespitosas, el incremento en la produccion de biomasa de
las plantas debido a cambios nutricionales es principalmente explicado por variaciones
en la iniciaciéon de yemas y por lo tanto, al nimero de macollos maduros por planta
(Chapman & Lemaire 1993). Esta relacion es particularmente fuerte para gramineas
templadas pero puede diferir en gramineas tropicales (Williamson et al. 2012). En este
trabajo, para la mayoria de las especies el aumento en la biomasa aérea de plantas
inoculadas fue explicado por incrementos en el nimero total de macollos (Cuadro 2.2)
mientras que P. dilatatum increment6 notablemente el peso seco individual de macollos
adultos. Asimismo, plantas inoculadas de P. coloratum, la especie con la mayor
respuesta micorricica, alcanzaron el tamafio suficiente para generar macollos
reproductivos. Por el contrario, plantas no-inoculadas de la graminea templada D.
glomerata tuvieron mayor produccion de biomasa en relacion a plantas no-inoculadas
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de las demas especies analizadas. Es decir, que en condiciones de déficit nutricional,
mostré un mejor comportamiento independientemente del tratamiento de inoculacion.
Por lo tanto, el alto grado de colonizacién registrado en esta especie podria ser
explicado por otros efectos benéficos sobre el crecimiento de la planta, tales como la
proteccion contra patogenos (Newsham et al. 1995) o que la relacion costo-beneficio
podria ser evidente en niveles mas altos de fosforo disponible (Janos 2007). En
consecuencia, para dilucidar el rol de la simbiosis micorricica en esta ultima especie se
necesita trabajo de investigacion adicional, en diferentes condiciones de estrés y/o
mayores dosis de fertilizacion fosforada.

Para resumir, en primer lugar los resultados de este trabajo muestran que la
simbiosis micorricica fue beneficiosa para cinco de las seis especies analizadas. En mi
conocimiento, este es el primer estudio descriptivo de la respuesta individual de
gramineas forrajeras cultivadas a la simbiosis micorricica, bajo condiciones de déficit
nutricional. En segundo lugar, se encontr6 que las especies respondieron
diferencialmente a la simbiosis micorricica: las especies tropicales (P. coloratum = U.
brizantha > P. dilatatum) mostraron mayor sensibilidad que las especies templadas (S.
arundinaceus, E. elongatus y D. glomerata). Estas respuestas podrian tener
implicancias importantes para el crecimiento individual de las especies; como asi
también, para su incorporacion en suelos con diferentes condiciones nutricionales. Por
lo tanto, se especula que la mayor respuesta micorricica, registrada en gramineas
forrajeras tropicales, podria ser un posible mecanismo que explica su habilidad para
crecer en suelos deficitarios en nutrientes. En conclusion, este trabajo es particularmente
relevante ya que provee informacion novedosa y util que podria ser usada en la
seleccion de especies modelo, con distinta respuesta micorricica, para estudiar la
simbiosis; como también, para optimizar la producciéon de forraje en pastizales y
pasturas sujetas a condiciones de déficit nutricional.
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Diferencias en la dinamica de crecimiento de Elymus elongatus y Urochloa
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3.1. INTRODUCCION

El fosforo es un nutriente esencial para todos los organismos, incluyendo plantas y
hongos, pero dificil de obtener debido a su poca movilidad en el suelo (Nye &Tinker
1977; Schachtman et al. 1998; Smith & Smith 2011a). Las micorrizas son asociaciones
simbidticas entre raices de plantas y hongos del suelo, a partir de las cuales las plantas
incrementan la absorcion del fosforo. Se sabe que entre especies vegetales existe un
amplio rango de concentraciones internas de fosforo que resultan suficientes para
promover el crecimiento de las plantas (Fitter & Hay 1987; Fohse et al. 1988). En un
sentido general, la demanda de fosforo por las plantas se relaciona con las tasas actuales
de crecimiento y la concentraciéon minima de fosforo en tejido requerida para sostener
dicho crecimiento (Koide 1991). En condiciones 6ptimas, las especies pueden presentar
diferencias en sus tasas potenciales de crecimiento y conforme a estas, son sus
demandas de fosforo (i.e. tasas de absorcion). A su vez, especies con altos
requerimientos internos de fosforo tienen demandas mas altas que especies con baja
concentracion de este nutriente en los tejidos (Koide 1991). Al respecto, se especula que
las diferencias en la relacion entre demanda de fosforo y el crecimiento de las plantas
entre especies podrian estar reguladas por parametros fisioldogicos y/o por la
dependencia de las plantas a las micorrizas.

Dentro de las gramineas forrajeras cultivadas, las gramineas tropicales (C4) son
en general mas eficientes en el uso del fosforo que las templadas ya que con menor
concentracion de nutriente en el tejido suelen tener altas tasas fotosintéticas y mayor
produccion de biomasa (Halsted & Lynch 1996; Nanamori et al. 2004; Rao 1996b).
Ademas, se sabe que durante el proceso de fotosintesis las especies C4, acumulan CO,
cerca del sitio de concentracion de la Rubisco y por esto, alcanzan bajos puntos de
compensacion de CO; y una fotorrespiracion despreciable que -en condiciones de alta
temperatura- resulta en tasas fotosintéticas mas altas que en las especies C;. Asimismo,
se sabe que las micorrizas a través de incrementos en la absorcion de fosforo pueden
aumentar el crecimiento de las plantas. Se ha demostrado que en gramineas tropicales la
respuesta micorricica es mayor que en las templadas (Hetrick et al. 1988, Wilson &
Hartnett 1998, Hoeksema et al. 2010). Coincidentemente, en el Capitulo II de esta tesis
(i.e. Cavagnaro et al. 2014) encontré que las gramineas forrajeras tropicales (P.
coloratum = U. brizantha > P. dilatatum) tuvieron mayor respuesta al establecimiento
de la simbiosis con HMA que las templadas (S. arundinaceus, E. elongatus y D.
glomerata). Estas diferencias en parte, pueden ser explicadas por la morfologia radical y
la habilidad de las especies para adquirir el fésforo (Hetrick et al. 1988). También, se
sabe que la respuesta micorricica de las plantas puede variar con la disponibilidad de
fosforo en el suelo (Janos 2007). En condiciones de baja (menores a 10 ppm) e
intermedia (10-15 ppm) disponibilidad de fosforo, las plantas son mas colonizadas por
hongos micorricicos y generalmente, tienden a aumentar la tasa de absorcion de fosforo
y muestran tasas de crecimiento mas altas que las no colonizadas (Hetrick et al. 1990,
Hoeksema et al. 2010). Estos resultados coinciden con los reportados para gramineas
forrajeras tropicales (Mosse 1972; Siqueira et al. 1990; Souza 1999; Kanno et al.
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2006); como también, para algunas gramineas templadas (Grimoldi et al. 2005). Sin
embargo, no existe ningin antecedente en el que se evaliien en forma comparativa los
efectos del suministro de fosforo (i.e. por micorrizas y/o fertilizacion) sobre la dinamica
de crecimiento de gramineas forrajeras, con distinta respuesta micorricica.

En este contexto, el objetivo principal de este capitulo fue estudiar el rol de las
micorrizas y el suministro de fosforo sobre la dinamica de crecimiento de gramineas
forrajeras, con distintos requerimientos internos de fosforo y respuestas micorricicas
contrastantes. Se llevd a cabo un experimento manipulativo con dos especies: una
graminea templada (Cs) (i.e. Elymus elongatus) y una tropical (C4) (i.e. Urochloa
brizantha) con baja y alta respuesta micorricica, respectivamente. Las especies fueron
seleccionadas en base a los resultados obtenidos en el Capitulo II de esta tesis. Para cada
especie, la mitad de las plantulas fueron inoculadas con una mezcla de hongos
micorricicos arbusculares (HMA) y el resto crecieron sin inocular, en un sustrato de
arena estéril con distintas dosis de fésforo durante tres meses. Al finalizar el
experimento, se examind el porcentaje de colonizacion micorricica, la concentracion de
fosforo, la produccion de biomasa, el contenido de fosforo y la eficiencia en la
utilizacion del fosforo en relacion al tamafio de planta.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Material vegetal y disefio experimental

En base a los resultados descriptos en el Capitulo II, se seleccionaron dos especies de
gramineas forrajeras cultivadas: i) Elymus elongatus (Host) Runemark y ii) Urochloa
brizantha (Hochst. ex A. Rich.) R.D. Webster, con baja y alta respuesta micorricica,
respectivamente. Para cada una de ellas, se emple6 un disefio factorial completamente
aleatorizado con dos factores principales: 1) inoculacion con hongos micorricicos
arbusculares (-Inoc. y +Inoc.) y 2) suministro de fosforo soluble (tres niveles: bajo,
intermedio y alto). El experimento se realizo en un inverndculo de IFEVA (Facultad de
Agronomia-UBA). Brevemente, las plantas fueron producidas a partir de semillas
germinadas en incubadora (20-30°C) y trasplantadas en macetas (20 cm de alto x 10 cm
de diametro, 1 kg de peso). El sustrato para el crecimiento de las plantas fue arena
esterilizada con pequefias cantidades de roca fosforica, como fuente de fosforo de baja
disponibilidad (171 mg P,Os kg ' arena; segtin Grimoldi et al. 2005). La inoculacion se
realizd con una mezcla de tres especies exdticas de hongos micorricicos: Rhizophagus
irregularis (Btaszk., Wubet, Renker & Buscot) C. Walker & A. Schiiller (=G.
intrarradices BAFC 3108), Simiglomus hoi (S.M. Berch & Trappe) G.A. Silva, Ochl &
Sieverd (=G. hoi BEG 104) y Funneliformis mosseae (Nicol. & Gerd.) C. Walker &
Schuessler (=G. mosseae LPS SB1). Dichas especies fueron seleccionadas teniendo en
cuenta que son especies comunes en agroecosistemas y que se ha demostrado su
capacidad de colonizar especies herbaceas, en particular gramineas forrajeras cultivadas
(ver mas detalle, en la seccion de Materiales y Métodos del Capitulo II de esta tesis). El
inéculo formado por raices colonizadas, micelio externo y esporas (ca. 100 esporas
viables por 100 g de in6culo seco), se aplico en el momento del trasplante a razén de
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4,29 g por maceta y se mezcld con la arena para asegurar el contacto entre las raices de
las plantas y los hongos micorricicos arbusculares. Las macetas sin y con inoculo
micorricico fueron ubicadas en cajones pléasticos y mesadas separadas para prevenir la
contaminacion de plantas no-inoculadas. Dentro de cada especie, las plantas fueron
organizadas en un disefio aleatorio con cinco réplicas por tratamiento (2 HMA x3 P x 5
réplicas = 30 plantas por especie). Durante el experimento, las macetas y cajones fueron
rotados periodicamente, cada 7 siete dias, para asegurar condiciones homogéneas de luz.

Los niveles de fosforo soluble fueron aplicados mediante el riego con soluciones
de Hoagland modificadas, variando la concentracion de KH,PO4: nivel bajo (0,02 mM),
intermedio (0,1 mM) y alto (1 mM). En todos los tratamientos la composicion de
macroelementos (mM l'l) fue: 1,5 KNOs, 2,0 Ca (NOs),, 0,5 MgSO4 y la de
microelementos (uM l'l) fue: 0,125 Fe-EDTA, 0,0125 H3;BOs, 0,001 MnCl,, 0,001
ZnCl,, 0,00025 CuCl,, 0,00025 MoOs. El suministro de potasio se mantuvo constante
modificando la concentracion de KCl, proporcionalmente. Ademas, se agregd nitrato de
amonio (2,5 mM I™") para facilitar la generacion de micorrizas. Mediante la realizacion
de un ensayo preliminar, se verific6 que las soluciones y condiciones ambientales
fueran adecuadas para el crecimiento de las plantas. Al inicio del experimento, todas las
plantas fueron regadas diariamente a capacidad de campo con la solucion de bajo
fosforo (ca. 25ml), durante 5 semanas. Luego de este periodo, los tratamientos de
suministro de fosforo fueron asignados al azar y hasta finalizar el experimento (11
semanas mas) las plantas fueron regadas con soluciones de tres niveles de fosforo
soluble: bajo (0,02 mM), intermedio (0,1 mM) o alto (ImM), segun la metodologia
antes implementada. Las plantas crecieron en inverndculo (durante 4 meses, Marzo-
Junio) bajo condiciones controladas de temperatura. En horas cercanas al mediodia y
dias soleados el flujo foténico fotosintético (PPFD) fue mayor a 1300 pmol m™s”. La
temperatura minima del invernaculo fue en promedio de 17°C, mientras que la
temperatura maxima fue disminuyendo levemente con la estacién con un valor maximo
de 28°C para el mes de Marzo oscilando en valores maximos cercanos a los 25-27°C en
los meses siguientes. Estas condiciones resultaron adecuadas para el crecimiento de las
dos especies analizadas.

3.2.2. Protocolo de cosecha, colonizacion micorricica y analisis quimico de fésforo
Al finalizar el experimento, cada planta fue cosechada y se separ6 la fraccion aérea de la
subterranea. Las raices se lavaron y se determind el peso fresco de las mismas.
Posteriormente, se separé una muestra de raiz de peso conocido para evaluar la
colonizacién micorricica. Todas las muestras de biomasa se secaron durante 72hs a
80°C en estufa y posteriormente, fueron pesadas.

La colonizacidon micorricica total se calculé mediante la observaciéon con microscopio
optico de estructuras micorricicas (hifas, arbusculos y vesiculas) en raices previamente
tefiidas, segin la metodologia propuesta por Phillips & Hayman (1970). Para cada
especie, se cuantifico el porcentaje de raiz colonizada en funcion del total de raices
observadas y el porcentaje de vesiculas y arbusculos en relacion al nimero de raices
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efectivamente colonizadas. A partir de estos valores, se calculd también la relacion A/V
como un parametro general que denota el estado funcional de la simbiosis (i.e. altos
valores en A/V indicaria una relacion simbidtica activa mientras que, bajos valores en
A/V representarian una simbiosis pasiva destinada al almacenamiento). Para esto, se
observaron cien campos oculares por cada repeticion con un aumento de 200x en el
ocular (McGonigle et al. 1990)

La concentracion de fosforo en parte aérea y subterranea se determiné a partir de
la digestion con HNO3;/HCl y la cantidad de fésforo fue medida por el método
colorimétrico de Hanson (1950). La concentracion de fosforo total se obtuvo a partir de
la concentracion del nutriente relativizado por la biomasa de cada uno de los
compartimentos vegetales. Para chequear la exactitud de la digestion y el procedimiento
analitico del fosforo, cada 15 muestras, se incluyd material homogéneo y de
concentracion conocida proveniente de otra especie de graminea como referencia. El
contenido de fosforo para cada especie y tratamiento se calculd a partir de la biomasa
cosechada, tanto en parte aérea como subterranea, y de la concentracion del nutriente en
cada compartimento. A partir de dichos valores, se obtuvo el contenido total del
nutriente acumulado por planta. Para evaluar el rol de las micorrizas sobre la dindmica
del fosforo absorbido se analiz6 la relacion entre eficiencia en la utilizacion del fosforo
(EUF) y tamafio de planta, como indicadores de crecimiento. La eficiencia en la
utilizacion del fosforo (EUF) se calcul6 a partir del cociente entre el peso seco de las
plantas y el contenido de fosforo en el tejido vegetal (Koide 1991). A su vez, para
discutir el uso y grado de limitacion de fosforo en las dos especies evaluadas se aplico
el modelo conceptual de James et al. 2005 para cada una de las dosis de fosforo
planteadas en el experimento. Este modelo se basa en relacionar los cambios relativos
que se producen en la concentracion de fésforo total y produccion de biomasa de las
plantas, como resultado de la adicion de nutrientes al sistema (en este caso, fosforo via
micorrizas y/o fertilizacion), tomando las variaciones porcentuales de las variables en
relacion con el tratamiento testigo (plantas no-inoculadas) para cada nivel de suministro
de fosforo.

3.2.3. Analisis estadistico

Para cada especie, se evaluaron diferencias en el porcentaje de colonizacién micorricica,
estructuras fingicas (hifas, vesiculas y arbtsculos) y en la relacion arbusculos/vesiculas
de plantas inoculadas entre los diferentes tratamientos de suministro de fosforo,
mediante ANOVA de una sola via. El resto de las variables (produccion de biomasa,
concentracion y contenido de fosforo en parte aérea, subterranea y total) se analizaron a
través de ANOVA factorial (Steel & Torrie, 1980). Los factores principales fueron
inoculacién con hongos micorricicos arbusculares (-Inoc. y +Inoc.) y suministro de
fosforo soluble (tres niveles: 0,02mM; 0,ImM y 1mM). En todos los casos, las
diferencias entre medias se analizaron mediante el test de LSD de Fisher (P < 0,05) y
previamente, se comprobaron los supuestos de normalidad y homogeneidad de las
varianzas. Para cumplir con los supuestos del ANOVA los datos de biomasa fueron
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transformados (log X). Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa
INFOSTAT (Grupo Infostat, FCA, Universidad Nacional de Coérdoba, Argentina).
Todas las variables se expresan como promedios + 1 error estandar (ES).

3.3. RESULTADOS

3.3.1. Colonizacion micorricica y concentracion de fosforo en planta

Todas las plantas mostraron valores promedio por encima del 40% de colonizacion
micorricica (Cuadro 3.1). Sin embargo, la colonizacién disminuyé significativamente
con el aumento en el suministro de fosforo (P < 0,05). En los niveles de bajo e
intermedio suministro de fosforo, para las dos especies se registraron valores entre 71 y
77% de colonizacion micorricica; mientras que en alto fosforo la colonizacion fue
menor (Cuadro 3.1). De igual manera, en E. elongatus en condiciones de alto fosforo se
detectd una disminucién en el porcentaje de vesiculas, y la relacion arbusculos/vesiculas
aument6 en comparacion con los demas tratamientos. En esta especie, el suministro de
fosforo no tuvo efectos significativos sobre el porcentaje de arbusculos (P = 0,173);
como tampoco, en U. brizantha para ninguna de estas variables (P > 0,05). En plantas
no-inoculadas, no hubo registros de colonizacion por hongos micorricicos.

Cuadro 3.1. Colonizacion micorricica en plantas inoculadas (+Inoc.) con hongos micorricicos
arbusculares de Elymus elongatus y Urochloa brizantha creciendo bajo distinto suministro de
fosforo durante 4 meses. La colonizacion micorricica se expresa en relacion al total de raices
observadas (RC) y la presencia de vesiculas (V) y arbusculos (A) en funciéon de raices
colonizadas. A partir de estos valores, se calculd también la relacion de arbusculos y vesiculas
(A/V). Los valores son promedios = 1 ES (n = 5). Letras distintas indican diferencias
significativas (LSD Fisher; P < 0,05) entre tratamientos para cada una de las especies.

Especie Nivel P Colonizacion micorricica

(mM) RC (%) A (%) V (%) AV

E. elongatus 0,02 77+5a 49+5a 42+4a 1,2+02b
0,1 71+3ab 35+7a 37+5a 1,0+£0.2b
1 55+6b 31+7a 10+£1b 3,1+09a

U. brizantha 0,02 73+3a 24+4a 25+1la 1,0+02a
0,1 77+3a 30+t1la 24+5a 1,1+03a
1 45+11b 8+1la 17+8a 0,6+04a

En las dos especies, la concentracion de fosforo de plantas no-inoculadas e inoculadas
incrementd con el suministro de fésforo en todos los compartimientos analizados
(Cuadro 3.2). En E. elongatus hubo interaccion entre factores sobre la concentracion de
fosforo en parte aérea, subterranea y total (P < 0,05; Cuadros 3.2 y 3.3). En los niveles
de bajo e intermedio suministro de fosforo, la presencia de hongos micorricicos (+Inoc.)
no modificé la concentracién de fosforo en parte aérea; mientras que en la parte
subterranea se incrementd en relacion a plantas no-inoculadas (-Inoc.). Como resultado
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de ello, la concentracion de fosforo total de plantas inoculadas fue mayor que en las no-
inoculadas (Cuadro 3.2). Contrariamente, en alto fosforo la inoculacion con HMA
disminuy6 un 14% la concentracion de fosforo en parte aérea y un 18% en subterranea,
que se tradujo en una menor concentracion de fosforo total.

Cuadro 3.2. Concentracion de fosforo en plantas no-inoculadas (-Inoc.) e inoculadas (+Inoc.)
con hongos micorricicos arbusculares de Elymus elongatus y Urochloa brizantha creciendo bajo
distinto suministro de fosforo durante 4 meses. Los valores son promedios + 1 ES (n = 5).
Letras distintas indican diferencias significativas (LSD Fisher; P < 0,05) entre tratamientos.

Especie Nivel P Concentracion de P (mg P g)
(mM) Aérea Subterranea Total
-Inoc. +Inoc. -Inoc. +Inoc. -Inoc. +Inoc.

0,02 0,65+0,05¢e 0,77+£0,07de 0,56+ 0,06 d 0,80 +£0,05de 0,61 +£0,06¢e 0,78+0,02d
E. elongatus 0,1 0,96+0,04cd 1,17+0,07¢c 0,68 +0,04de 098+0,10cC 0,85+0,04d 1,09+ 0,04 ¢
1 573+£030a 495+0,31b 357£0,07a 291£0,02b 5,18+ 0,26 a 4,36 £0,24 b

0,02 0,84 +0,09 ¢ 0,56 +0,08d 0,45+£0,05bc 0,45+£0,05bc 0,67£0,04bc 0,52+0,05¢
U. brizantha 0,1 0,95+0,08 ¢ 0,70+ 0,05cd 0,42+0,05¢c 0,55+0,04b 0,76 + 0,06 b 0,65 + 0,05 bc
1 386+0,17a  3,52+0,07b 0,84+0,02a 088+0,04a 2,69+0,06a 2,59+0,13a

En cambio, en la especie U. brizantha, no hubo interaccion entre los factores
sobre la concentracion de fosforo en parte aérea, subterranea y total (P > 0,05; Cuadro
3.3). En general, la concentracion de fésforo aumentd como resultado de la adicion de
este nutriente (P < 0,001) y disminuyé en presencia de micorrizas (P < 0,05). Plantas en
condiciones de alto suministro de fosforo, registraron en promedio mayor concentracion
de fosforo en parte aérea y subterranea en comparacion con los demds tratamientos.
Esto coincidid con un aumento del 320% en la concentracion de fosforo total. La
inoculacién con HMA, en cambio disminuyd significativamente la concentracion de
fosforo en parte aérea (P < 0,001) y se tradujo en una menor concentracion de fosforo
total (P <0,05).

3.3.2. Produccion de biomasa y contenido de fosforo en planta

En las dos especies, el aumento en el suministro de fosforo incrementé la produccion de
biomasa total de las plantas (Figura 3.1). Sin embargo, la respuesta de las plantas a la
inoculacion con HMA fue distinta entre las especies y tratamientos de suministro de
fosforo. En E. elongatus hubo interaccion entre factores sobre la produccion de biomasa
total (P < 0,05; Cuadro 3.3). En bajo fosforo, la inoculacion con HMA incrementd
significativamente la biomasa total de plantas inoculadas respecto a las no-inoculadas
(Figura 3.1).
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Figura 3.1. Biomasa total (a) y contenido de fosforo (b) en Elymus elongatus y Urochloa
brizantha creciendo bajo distinto suministro de fosforo durante 4 meses. Las plantas son
no-inoculadas (-Inoc.) e inoculadas (+Inoc.) con hongos micorricicos arbusculares. Los
valores son promedios + error estandar (n= 5). Letras distintas indican diferencias
significativas (LSD Fisher; P < 0,05) entre tratamientos para cada una de las especies. En
el cuadro 3.3 se detallan los resultados de los ANOVA para cada especie y componente de
la biomasa.

La biomasa aérea mostré una tendencia a aumentar (las diferencias no llegaron a ser
estadisticamente significativas); por lo tanto, los cambios observados en la biomasa
total de plantas inoculadas fueron mayormente explicados por incrementos en la
biomasa subterrdnea. Para esta especie, en los demdas tratamientos de fosforo la
inoculacién no tuvo efectos sobre ningiin componente de la biomasa. En la especie U.
brizantha también hubo interaccion entre factores (P < 0,05; Cuadro 3.3). La biomasa
total de plantas inoculadas increment6 significativamente segiin el suministro de fosforo
(Figura 3.1). En bajo fosforo, las plantas inoculadas tuvieron mayor produccion de
biomasa aérea y subterranea en relacion a las no-inoculadas, en el nivel intermedio de
suministro de fosforo se detectaron incrementos en la biomasa aérea, y alto fésforo no
se evidenciaron cambios (Figura 3.1). Es importante destacar que la produccion de
biomasa total alcanzada por U. brizantha fue superior a la de E. elongatus.

En la especie E. elongatus, el contenido de fosforo total en plantas inoculadas
incremento6 segun el nivel de fosforo (P < 0,05; Cuadro 3.3). En bajo fosforo, las plantas
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inoculadas acumularon mas fosforo que las no-inoculadas, producto de la combinacién
de una mayor produccion de biomasa subterranea con alta concentracion de fosforo en
los tejidos (Figura 3.1; Cuadro 3.1). En el nivel intermedio de fosforo, en cambio, las
plantas inoculadas también acumularon mas fosforo en la parte subterranea pero sin
generar cambios en biomasa. A diferencia de E. elongatus, en U. brizantha no hubo
interaccion entre factores (P > 0,05; Cuadro 3.3). Sin embargo, los tratamientos de
inoculacion con HMA y de mayor suministro de fosforo incrementaron
significativamente el contenido de fosforo en parte aérea, subterranea y total. Las
plantas con mayor suministro de fosforo mostraron un aumento en la acumulacioén de
fosforo resultado de una mayor produccion de biomasa con alta concentracion de
fosforo en los tejidos. La inoculacion con HMA en cambio, solo incrementd la biomasa
aérea. Por lo tanto, el aumento en la acumulacion de fosforo en plantas inoculadas fue
resultado de una mayor produccion de biomasa aérea con baja concentracion de fosforo
(Figura 3.1; Cuadro 3.3).
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Cuadro 3.3. Resultados de los ANOVA factorial para los tratamientos de inoculacion con hongos micorricicos arbusculares (HMA) y suministro de fosforo
sobre la concentracion de fosforo, produccion de biomasa y contenido de fosforo en plantas de Elymus elongatus y Urochloa brizantha.

Especie Concentracion de P (mgP g') Produccién de biomasa (g planta™) Contenido de P (mg P planta™)
Aérea Subterranea Total Aérea Subterranea Total Aérea Subterranea Total

E.elongatus Nivel de P 516,05%** 1019,3%x** 750,31%*%* 225 15%** 35,58*** 300,92%** 1295,33%** 776,T7%** 1917,33%**

HMA 0,0012™ 0,51™ 6,20™ 0,42™ 4,86* 5,24* 0,86™ 33,30%** 29,80%**
P x HMA 4,36* 36,01*** 10,85%* 0,77"™ 3,27™ 5,47* 1,12™ 1,12™ 8,79%*
CM error 0,17 0,28 0,19 1,29 0,59 0,19 0,38 0,11 0,20
U. brizantha Nivel de P 564,05%** 47,92%%%  613,63%F* 244, 13%** 183,72%** 345,76%** 9324,28***  409,16%** 2357,56%**
HMA 13,54+ 2,71™ 5,15% 36,03 %** 2,05™ 15,04 11,25%* 24,21 %% 24,39
P x HMA 0,08™ 1,18™ 0,08™ 7,01%* 3,15% 3,77* 0,37™ 1,77 1,60™
CM error 0,04 0,01 0,02 0,02 0,14 0,52 0,11 0,01 0,02

En el cuadro se presentan valores de F y de los cuadrados medios del error (CM error). Las diferencias significativas se indican como (*, P < 0,05; **, P <
0,01; *** P < 0,001 y ns, P > 0,05) para cada una de las especies. Los grados de libertad para P, HMA, P x HMA vy error experimental son 2, 1,2y 19
respectivamente.
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3.4. DISCUSION

3.4.1. Efectos de la fertilizacion sobre la colonizaciéon micorricica

En las dos especies, el grado de colonizacién micorricica fue menor en condiciones de alto
suministro de fosforo (Cuadro 3.1). Esta respuesta es muy frecuente en suelos con alta
fertilidad y también ha sido documentado en experimentos manipulativos de fertilizacion
fosforada (Peng et al. 1993; Covacevich et al. 1995; Bi et al. 2003; Grimoldi et al. 2005;
Raiesi & Ghollarata 2006; Okon et al. 2007). Para algunos autores, el estatus de fosforo en
la planta es el parametro indicador que controla el establecimiento y funcionamiento de las
micorrizas; asi, como consecuencia de la fertilizacion, las plantas mejoran su nutriciéon por
lo que generan un mecanismo de represion de la colonizacién micorricica (Abbott &
Robson 1982; Barea 1991; Covacevich et al. 1995). Los resultados obtenidos por
Covacevich et al. 2007 apoyan esta idea. En ese trabajo los autores han demostrado que la
colonizacion micorricica de una graminea templada como es el trigo (Triticum aestivum)
disminuy6 notablemente debido a altos niveles de fosforo en el suelo. Sin embargo, el
efecto nutricional de las micorrizas no se relaciona en forma lineal con el grado de
colonizacion de las raices, ya que también depende de la especie de planta hospedante, del
hongo presente y de la actividad relativa de las estructuras fungicas (Monzon & Azcon
1996). Se ha postulado que valores altos en la proporcion de arbusculos se correlacionan
positivamente con los beneficios proporcionados a las plantas, mientras que la proporcion
de vesiculas indica almacenamiento y por lo tanto, un mayor beneficio relativo para los
hongos (Johnson 1993; Kiers & Denison 2008). Nuestros resultados muestran que al
aumentar el suministro de fosforo, los pardmetros de colonizacion micorricica de las
especies estudiadas responden en forma contrastante: en E. elongatus disminuyé el
porcentaje de vesiculas y la relacion arbusculos/vesiculas; mientras que en U. brizantha no
hubo efectos significativos para ninguna de estas variables. Para E. elongatus, los
resultados podrian indicar que en estas condiciones, los hongos micorricicos reciben
relativamente menor proporcion de carbono proveniente de las plantas y por ende, su
crecimiento esta limitado viéndose reflejado a través de la caida en la presencia de
vesiculas. No obstante, valores altos en la relacion arbusculos/vesiculas denotan que la
simbiosis micorricica estd activa. En cambio, se sabe que la especie U. brizantha tiene
mayor sensibilidad para la formacion de micorrizas que E. elongatus razon por la cual se
mantiene la estructura de los hongos micorricicos aun en condiciones de alto suministro de
fosforo.

3.4.2. Respuestas diferenciales en produccion de biomasa y absorcion de fosforo

En ambas especies, la fertilizacion promovi6 el crecimiento de las plantas, sin embargo, el
cambio en la produccion de biomasa entre plantas inoculadas y no-inoculadas disminuy6
ante el aumento en el suministro de fosforo (Cuadro 3.1; Figura 3.1). Por lo tanto, los
resultados coinciden plenamente con el modelo de respuesta sigmoidea propuesto por Janos
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(2007) (ver Capitulo I, Figura 1.1), pero el patron de respuesta en funcion del fosforo
disponible fue distinto para cada una de las especies evaluadas. Segun este modelo, a
medida que aumenta el nivel de fosforo disponible en el suelo, las plantas micorricicas
pueden presentar una disminucion paulatina de su crecimiento en relacion a las plantas no
micorricicas. Incluso, se ha demostrado que en condiciones extremas de alto fosforo los
hongos asociados pueden representar un efecto de parasitismo para la planta (Johnson et al.
1997). Pero, en condiciones de baja e intermedia disponibilidad de fosforo las plantas
micorricicas son mas colonizadas y generalmente, incrementan la concentracion de fosforo
interna y tienen tasas de crecimiento mas altas que las plantas no micorricicas (Hetrick et
al. 1990). En mi trabajo de tesis, cuando el suministro de fosforo fue bajo, en E. elongatus
las micorrizas aumentaron la concentracion de fosforo total y la produccion de biomasa (i.e.
un 29% mas de biomasa total) que se tradujo a un mayor contenido de fosforo en planta
(Figura 3.1). Este resultado coincide con trabajos previos en los que se reportan
incrementos significativos simultdneos en la concentracion y contenido de fosforo total por
accion de las micorrizas en gramineas forrajeras cultivadas (Crush 1995; Grimoldi et al.
2005). En U. brizantha la respuesta fue distinta, ya que tanto en el nivel de bajo e
intermedio suministro de fosforo, las plantas inoculadas presentaron una menor
concentracion interna de fosforo pero notables incrementos en biomasa (183% en bajo
fosforo y 54% en el nivel intermedio de fosforo) y contenido de fosforo total (Figura 3.1).
Se sabe que U. brizantha es una especie muy sensible a la formacion de micorrizas, que en
parte podria ser explicado por la presencia de un sistema radical poco ramificado (Baylis
1972; Hetrick 1991). Por lo tanto, en dichas condiciones, esta especie obtuvo mayores
beneficios relativos (i.e. en términos de produccion de biomasa) de la simbiosis micorricica
que E. elongatus. A su vez, es importante destacar que en alto fésforo no se encontraron
cambios en la produccion de biomasa en ninguna de las dos especies, por lo tanto, no hubo
efectos parasiticos de los hongos micorricicos sobre el crecimiento de las plantas en el
rango de fosforo explorado. Para esta ltima condicion, se podria especular que el costo en
carbono sea relativamente bajo en estas especies (como en Ryegrass perenne, Grimoldi et
al. 2006) y/o que las plantas podrian estar recibiendo otros beneficios micorricicos aparte
de la provision de fosforo (Newsham et al. 1995). A partir de este analisis, se observa que
las micorrizas en U. brizantha promovieron primordialmente la produccion de biomasa,
mientras que en E. elongatus estimularon la concentracion del fosforo en tejido. Este
contraste en las respuestas observadas entre especies, con respuestas micorricicas y
requerimientos internos de fosforo diferentes, indujeron a la exploracion (seccion 3.4.3) de
divergencias especificas en la eficiencia de utilizacion del fosforo tanto si es provisto por
fertilizacion como por la asociacion con hongos micorricicos arbusculares.
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3.4.3. Diferencias especificas en la utilizacion del fosforo aportado por la fertilizacion
y/o la presencia de micorrizas

Es sabido que entre especies vegetales existe un rango amplio de concentraciones internas
de fosforo necesarias para promover el crecimiento de las plantas. Asimismo, se ha
demostrado que a medida que la planta aumenta en tamafio (i.e. crece) se produce un
aumento en la proporcion de tejidos estructurales y en consecuencia, la concentracion de
nitrégeno y/o fosforo por unidad de biomasa disminuyen, aun cuando la disponibilidad de
nutrientes en el suelo se mantiene constante (Caloin & Yu 1982; Hocking & Steer 1983;
Greenwood 1983; Koide 1991; Lemaire & Gastal 1997; Bélanger & Gastal 2000). En esta
seccion se postula una interpretacion de los cambios generados en la concentracion de
fosforo y produccion de biomasa de las plantas, como resultado de la adicion de nutrientes
al sistema por fertilizacion y/o por via micorricica. En primer lugar, se analiza la variacion
en la eficiencia de utilizacion del fosforo (EUF) en relacion al tamafio de las plantas tanto
no-inoculadas como inoculadas. En segundo lugar, como una aproximacion mas general, se
aplica el modelo conceptual propuesto por James et al. 2005 para interpretar las diferencias
en el uso y grado de limitacion de fosforo en el crecimiento de las plantas en las dos
especies evaluadas.

El concepto de eficiencia en la utilizacion del fosforo (EUF) se refiere a la cantidad
de crecimiento obtenido (i.e. expresado como peso seco) por unidad de fosforo adquirido.
En términos numéricos, la EUF se calcula a partir del cociente entre el peso seco de las
plantas y el contenido de fosforo en el tejido vegetal (Koide 1991). Como mencioné
anteriormente, la concentracion de nutrientes puede variar en relacion a al grado de
crecimiento de las plantas, y por lo tanto esta variacion debe ser tomada en cuenta al
analizar la eficiencia en el uso de los nutrientes de forma tal de no confundir efectos
meramente asociados al tamafio de las plantas con diferencias inducidas por
cambios/ajustes a las condiciones ambientales (i.e. factores abidticos y bidticos que
modulan el crecimiento de las plantas). Para el nitrégeno y el fosforo, esta disminucion en
la concentracion con el tamafio de planta es un proceso que se atribuye al aumento en la
proporcidon entre componentes primarios estructurales (e.g. tallos, peciolos, etc.) y
metabodlicamente activos (e.g. finas raices, hojas activas) (Greenwood 1983; Hocking &
Steer 1983; Lemaire & Gastal 1997). En ambos casos, se sabe que al aumentar la
proporcion de tejidos estructurales se produce simultdneamente una disminucién en el
contenido de nutriente por unidad de biomasa (Bélanger & Gastal 2000). Por ende, estas
plantas producen mas biomasa por unidad de nutriente absorbido y en consecuencia, son
consideradas mas eficientes en el uso del nutriente. Esta respuesta ha sido documentada en
distintas especies de plantas (i.e. cultivos y gramineas forrajeras) a nivel de planta
individual y en experimentos de campo, como asi también en experimentos bajo
condiciones controladas (Caloin & Yu 1982; Lemaire & Chartier 1992).
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En mis resultados, como era de esperarse, se observa que la EUF disminuy6 a medida que
aumenta el suministro de fésforo (comparar los valores del eje Y de la Figura 3.2). Ademas,
se puede observar en la mayoria de las situaciones una relacion positiva entre eficiencia en
la utilizacion del fosforo (EUF) y tamafio de planta; con excepcion de E. elongatus en bajo
fosforo que mostrd una tendencia negativa (Figura 3.2). Por ultimo, es de destacar que los
puntos correspondientes a las plantas no-inoculadas e inoculadas estan en todos los casos
sobre una misma linea de respuesta, lo que indicaria que la asociaciéon con hongos
micorricicos no estd afectando la relacion entre EUF y tamafo de las plantas (Figura 3.2).
Es decir, la concentracion de fosforo en tejido relacionada al crecimiento de las plantas es
independiente a la presencia de micorrizas. Esto coincide con lo evidenciado por
Covacevich et al. 2007. En ese trabajo los autores demuestran que las variaciones en la
concentracion de fosforo de las plantas son moduladas por la fertilizacion fosforada. De
igual manera, un estudio previo de Covacevich et al. 2006 apoya esta idea y a su vez,
analiza el efecto de distintos tipos de fertilizantes fosforados (i.e. roca fosforica y
superfosfato) sobre la colonizacidon micorricica, el contenido fésforo disponible en el suelo
y el crecimiento de las plantas. Los resultados obtenidos demuestran que estas dos fuentes
de fertilizacion generan incrementos similares sobre el nivel de fosforo disponible para la
planta y que prevalecen sobre el efecto directo de las micorrizas. Por ende, las variaciones
observadas en este capitulo de la tesis se explican por los cambios en la provision de
fosforo en las plantas (i.e. debido a la fertilizacion y/o micorrizas) y la capacidad intrinseca
de cada especie en el uso del fosforo absorbido. En relacion a este aspecto, es importante
resaltar que en todos los tratamientos de fosforo, la especie U. brizantha fue mas eficiente
en la utilizacion del fosforo absorbido que E. elongatus, y que estas diferencias en la EUF
de U. brizantha fueron mas marcadas en condiciones de alto fosforo (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Eficiencia la utilizacién del foésforo (EUF) en relacidén al tamafio de planta en
Elymus elongatus y Urochloa brizantha creciendo bajo distinto suministro de fosforo durante
4 meses. Para las dos especies, los simbolos vacios son plantas no-inoculadas (-Inoc.) y los
llenos plantas inoculadas (+Inoc.) con hongos micorricicos arbusculares. En cada uno de los
tratamientos, la recta de correlacidon lineal representa la tendencia de los datos de (EUF)
obtenidos en un rango de tamafios de planta (i.e. 1-13 gramos).

Es sabido que el aumento en la absorcion de fosforo sobre el éxito de la planta hospedadora
es el beneficio mas importante de la simbiosis micorricica (Koide 1991; Smith & Read
2008). En este trabajo, en la mayoria de los casos las plantas inoculadas produjeron mas
biomasa que las no-inoculadas (Figura 3.2), coincidiendo con el saber general de que la
asociaciéon con hongos micorricicos aumenta la absorcion de fosforo y por ende, el
crecimiento de las plantas. Es de destacar que nuestros resultados coinciden con los
obtenidos en un trabajo previo de Covacevich & Echeverria 2009 en el que los autores
muestran incrementos en el crecimiento de dos gramineas forrajeras templadas (i.e. Elymus
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elongatus y Schedonorus arundinaceus) a la inoculacion con especies de hongos
micorricicos exdticos. Sin embargo, en nuestro trabajo el patron de respuesta en el uso del
fosforo provisto por las micorrizas fue muy distinto entre las dos especies analizadas. En la
especie tropical U. brizantha, las plantas inoculadas tuvieron menor concentracion de
fosforo total que las no-inoculadas en todas las situaciones del gradiente de foésforo
planteado. Sin embargo, en contraste a esta respuesta, en los niveles de bajo e intermedio
suministro de fosforo las plantas inoculadas de la especie templada E. elongatus mostraron
un aumento en la concentracion interna de fosforo (Cuadro 3.2 y Figura 3.2).
Evidentemente, en E. elongatus dichas condiciones de suministro de fosforo resultan ser
fuertemente limitantes para satisfacer sus requerimientos nutricionales y por lo tanto, la
provision adicional de fosforo aportada por las micorrizas no se tradujo en un aumento
proporcional en el crecimiento de las plantas. En ese sentido, es importante resaltar que este
resultado se produce aun siendo las condiciones de temperatura del experimento (valores
maximos en el rango de 25-27°C) relativamente mas favorables para el crecimiento de
especies templadas. Las plantas inoculadas de esta especie fueron mas grandes pero a la vez
concentraron mas fosforo en el tejido que las plantas no-inoculadas y por ende, fueron
menos eficientes en la utilizacion del nutriente. Por lo tanto, en dichas condiciones de
limitacion de fosforo, la especie U. brizantha resultd ser mas eficiente en su asociacion con
hongos micorricicos, ya que los incrementos en absorcion de fosforo se traducen en una
considerablemente mayor produccion de biomasa. A partir de este analisis, se sostiene que
las especies analizadas difieren en el uso del fosforo absorbido (i.e. proveniente de la
fertilizacion y/o micorrizas), siendo U. brizantha la especie que lo transforma en forma mas
eficiente en biomasa en todas las situaciones del gradiente de suministro de fosforo
planteado.

Adicionalmente, para evaluar en forma mas general el uso y grado de limitacion de
fosforo en las especies y condiciones ambientales analizadas se aplic6 un modelo
(propuesto por James et al. 2005), considerando las variaciones porcentuales de la
concentracion de fosforo total y la biomasa de plantas inoculadas en relacion a plantas no-
inoculadas para cada nivel de suministro de fosforo (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Cambios relativos en biomasa y concentracion de fosforo en plantas de Elymus
elongatus y Urochloa brizantha creciendo bajo distinto suministro de fésforo durante 4 meses. Los
vectores muestran la direccion y magnitud de los cambios generados por la combinacion de
diferentes tratamientos de inoculacion con hongos micorricicos arbusculares y dosis de fésforo. Los
cambios relativos se calcularon como [(tratamiento-testigo)/testigo * 100]. Los valores absolutos y
las diferencias estadisticas se muestran en la figura 3.1 y en el cuadro 3.2.

La aplicacion del modelo de James et al. (2005) muestra en forma grafica que en presencia
de hongos micorricicos, las especies E. elongatus y U. brizantha, responden de manera
diferente al suministro de fosforo (Figura 3.3). En E. elongatus en los niveles de bajo e
intermedio suministro de fosforo, las micorrizas incrementaron la concentracioén de fosforo
total en los tejidos y en una muy menor/nula proporcion la produccion de biomasa. Este
resultado denota que la provision de fésforo adicional aportado por las micorrizas, favorece
en mayor medida el restablecimiento de una concentracion minima de fosforo en
simultdneo con una moderada promocion del crecimiento de las plantas. A diferencia del
caso anterior, en U. brizantha la asociacion con hongos micorricicos incrementa la
provision de fosforo que se traduce inequivocamente en una fuerte promocion del
crecimiento de las plantas, siendo el efecto de mayor relevancia en los niveles mas bajos de
suministro de fosforo.

En este sentido, se ha reportado que especies gramineas tropicales (C4) requieren
menor concentracion interna de fosforo para mantener su crecimiento maximo y son mas
eficientes en la utilizacion de los nutrientes en comparacioén con gramineas templadas (C;)
(Chapin 1980; Morris et al. 1982; Jocic & Saric 1983; Koide 1991; Halsted & Lynch 1996;
Rao 1996b). Dichos autores sostienen que esto se deberia a diferencias en las respuestas
fotosintéticas de los grupos funcionales. La fotosintesis en especies C4 involucra una serie
de modificaciones bioquimicas y anatomicas que permiten acumular CO; cerca del sitio de
concentracion de la Rubisco (i.e. una enzima que cataliza la fijacion del CO, en moléculas
organicas). Este es el mecanismo por el cual estas especies son mas eficientes en el uso del
agua: al concentrar CO; alrededor de la Rubisco, el cierre parcial de los estomas bajo
restricciones hidricas no afecta la carboxilacion (al tener menor dependencia de la difusion
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de CO, desde la atmosfera). Las especies C4 presentan entonces bajos puntos de
compensacion de CO,, fotorrespiracion despreciable y una mayor eficiencia en el uso del
agua, lo cual resulta en tasas de fotosintesis neta mas altas, en comparacion con las especies
Cs, bajo condiciones de alta temperatura, estrés hidrico y/o alta irradiancia (Hatch 1987,
Ehleringer & Monson 1993; Ehleringer et al. 1997; Li et al. 1999). Asimismo, el nitrégeno
y el fosforo son elementos fundamentales que participan en la fotosintesis: el nitrogeno,
como componente estructural de proteinas, nucledtidos y clorofilas, y el fosforo, en la
formacion de enlaces de fosfato de alta energia (ATP) y en la sefalizacion intracelular. En
relacion con mis resultados, la especie tropical U. brizantha presentd valores mas altos de
EUF en relacion a la especie templada E. elongatus, por lo tanto es de esperar que el
aumento en la absorcion de fosforo (i.e. debido a la fertilizacion y/o micorrizas) pueda tener
un beneficio relativo de mayor magnitud en el funcionamiento del aparato fotosintético de
las plantas y/o en la generacion de biomasa de estas especies. Este fundamento podria
explicar en parte, el motivo por cual las gramineas tropicales obtienen un mayor beneficio
de la simbiosis micorricica, en relacion a las templadas, tal como fue evidenciado en varios
estudios los cuales en su mayoria incluyen reportes para el género Urochloa (Mosse 1972,
Siqueira et al. 1990, Rao et al. 1996b, 1999b, Souza et al. 1999, Nanamori et al. 2004,
Kanno et al. 2006, Louw-Gaume et al. 2010). En base a mi conocimiento, la descripcion
completa del mecanismo por el cual las especies C4 presentan mayor EUF es un tema de
gran relevancia actual, que requiere aiin mayor trabajo de investigacion experimental.

En conclusion, este trabajo es particularmente relevante ya que muestra una
respuesta contrastante de gramineas forrajeras cultivadas a las variaciones en la provision
de fosforo via fertilizacion y/o micorrizas. En base a mi conocimiento, este trabajo es un
primer antecedente acerca del funcionamiento diferencial de gramineas forrajeras
cultivadas templadas y tropicales, con respuestas micorricicas contrastantes, que provee
informacion util y nuevas preguntas en relacion con la dindmica de utilizacion del fosforo
absorbido durante crecimiento de las plantas.



CAPITULO IV

Recuperacion post-defoliacion en gramineas forrajeras: efecto de la inoculacion con
HMA y del suministro de fosforo
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4.1. INTRODUCCION

El efecto de la defoliacion, por parte del ganado doméstico, es el principal agente de
disturbio en ecosistemas pastoriles. A nivel de planta individual, se ha demostrado que la
defoliacion tiene numerosas consecuencias sobre la asignacion de biomasa y el crecimiento
de las gramineas (McNaughton 1986; Evans 1991; Holland et al. 1996). La remocion de
biomasa aérea reduce drasticamente la actividad fotosintética traduciéndose en pérdidas de
carbono y nutrientes. De igual manera, la biomasa radical (Holland et al. 1996; Thornton &
Millard 1996; Morén Rios et al. 1997) y la tasa de crecimiento subterranea (Oesterheld
1992) disminuyen con la defoliacion debido a la ausencia de reservas necesarias en la
planta para mantener la respiracion y las estructuras radicales (Davidson & Milthorpe
1966). Se sabe que los hongos micorricicos arbusculares (HMA) favorecen la capacidad de
las plantas de adquirir nutrientes a cambio de carbohidratos indispensables para el
crecimiento de las estructuras fingicas. Por lo tanto, se especula que en condiciones de
limitacion de fosforo en el suelo, a través de mejoras en el estado nutricional de las plantas,
las micorrizas podrian promover el re-establecimiento del tejido fotosintético y en
consecuencia, facilitar el crecimiento post-defoliacion de las plantas (Harley & Smith 1983;
Goverdr et al. 2000; Koide 2000; Harnett & Wilson 2002).

Es sabido que la remocioén de pequeiias cantidades de tejido fotosintético puede
inducir en las plantas respuestas compensatorias de crecimiento. Una planta defoliada
muestra compensacion completa cuando su biomasa al final del periodo de recuperacion
mas la biomasa removida inicialmente igualan la biomasa final de las plantas no defoliadas
(Ferraro & Oesterheld 2002). El crecimiento compensatorio también puede ser inferido a
partir de la comparacion de las tasas de crecimiento relativo (TCR) de plantas defoliadas y
no defoliadas: cualquier aumento en la TCR, como resultado de la defoliacion, indica una
respuesta compensatoria. Sin embargo, se sabe que existe una gran variabilidad en la
magnitud y el tipo de respuesta de las plantas a la defoliacion reguladas principalmente por
el tiempo de recuperacion considerado, aunque en ciertos casos también por la intensidad
de defoliacion, la disponibilidad de nutrientes en el suelo, la identidad de la especie vegetal
y de los hongos micorricicos, entre otros factores (Oesterheld & McNaughton 1988;
Ferraro & Oesterheld 2002; Gehring & Whitham 2002; Gehring & Bennett 2009). Basado
en los patrones observados en varias gramineas de pastizal, Harnett & Wilson (2002)
demuestran que en condiciones de intensidad leve a moderada defoliacion, cuando la
disponibilidad de nutrientes en el suelo limita la tasa de crecimiento de la planta, la
simbiosis micorricica promueve el crecimiento compensatorio. Sin embargo, se sabe que
los hongos micorricicos también pueden representar un costo debido a que en ciertos casos
pueden llegar a consumir hasta un 20-30% de los fotoasimilados de la planta (Douds et al.
1988; Jakobsen & Rosendahl 1990). Bajo un escenario de intensas o repetidas
defoliaciones, los fotoasimilados de la planta pueden llegar a ser limitantes razén por la
cual el proceso de rebrote de la biomasa aérea y el mantenimiento de la micorriza compiten
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por dichos recursos. Dicho cambio de una limitacion de nutrientes a una de carbono, debido
al aumento en la intensidad de defoliacion, puede modificar el balance costo-beneficio de la
simbiosis y en consecuencia, los hongos micorricicos podrian reducir la capacidad de las
plantas para tolerar la defoliacion. Esta respuesta negativa de crecimiento se observo en
Lolium perenne (i.e. especie de graminea forrajera cultivada) evidenciando un fuerte
compromiso entre los simbiontes, en condiciones de alta intensidad y frecuencia de
defoliacién (Gebbing et al. 2004). La bibliografia existente sugiere que las gramineas, en
simbiosis con hongos micorricicos, podrian responder de manera diferente a la defoliacion
exhibiendo respuestas de crecimiento neutras o negativas, en aquellas especies con sistemas
radicales muy ramificados y generalmente positivas, en gramineas con sistemas radicales
poco ramificados (Allsopp 1998). Al respecto, se especula que la variacion interespecifica
en la respuesta micorricica de las plantas a la suministro de fésforo podria influenciar su
capacidad de recuperacion post-defoliacion. No obstante, son muy pocas las evidencias
acerca de los efectos interactivos de las micorrizas, la defoliacion y el suministro de fosforo
sobre el crecimiento de gramineas forrajeras cultivadas. En base a mi conocimiento, no
existe ningun antecedente en el que se evaltien los efectos interactivos de estos tres factores
a nivel de planta individual.

El objetivo principal de este capitulo fue describir respuestas compensatorias de
crecimiento a la defoliacion en especies de gramineas forrajeras cultivadas, con distinta
afinidad a las micorrizas y en diferentes niveles de suministro de fosforo. Para ello, se llevod
a cabo un experimento manipulativo con dos especies: una graminea templada (Cs;) (i.e.
Elymus elongatus) y una tropical (C4) (i.e. Urochloa brizantha) con baja y alta respuesta
micorricica, respectivamente. Para cada especie, la mitad de las plantulas fueron inoculadas
con una mezcla de hongos micorricicos arbusculares (HMA) y el resto crecieron sin
inocular, en un sustrato de arena estéril con distintos niveles de fosforo soluble. Pasadas 13
semanas de crecimiento, se aplico un Unico evento de defoliacion, para luego evaluar la
produccion de biomasa, el nimero de macollos por planta y el grado de colonizacion
micorricica durante el periodo de recuperacion. Adicionalmente, a partir de los valores de
biomasa se estimo la tasa de crecimiento relativo (TCR) para cada uno de sus componentes.

4.2. MATERIALES Y METODOS

4.2.1. Material vegetal y disefio experimental

Sobre las mismas especies seleccionadas para el experimento 2: i) Elymus elongatus (Host)
Runemark y ii) Urochloa brizantha (Hochst. ex A. Rich.) R.D. Webster, se evalud el
compromiso entre el proceso de rebrote y mantenimiento de hongos micorricicos
arbusculares en especies de gramineas forrajeras. Para cada una de las especies, se empled
un disefio factorial completamente aleatorizado con tres factores principales: 1) inoculacion
con hongos micorricicos arbusculares (-Inoc. y +Inoc.), 2) suministro de fosforo soluble
(dos niveles: bajo y alto) y 3) defoliacion (control no-defoliado y defoliacion). El
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experimento se realizé en un invernaculo de IFEVA (Facultad de Agronomia-UBA). Las
plantas fueron producidas a partir de semillas germinadas en incubadora (20-30°C) y
trasplantadas en macetas (20 cm de alto x 10 cm de diametro, 1kg de peso). El sustrato para
el crecimiento de las plantas fue arena esterilizada con pequefias cantidades de roca
fosforica, como fuente de fosforo de baja disponibilidad (171 mg P,Os kg ' arena; segun
Grimoldi et al. 2005). La inoculacion se realizé con una mezcla de tres especies exoticas de
hongos micorricicos: Rhizophagus irregularis (Btaszk., Wubet, Renker & Buscot) C.
Walker & A. Schiiller (=G. intrarradices BAFC 3108), Simiglomus hoi (S.M. Berch &
Trappe) G.A. Silva, Oehl & Sieverd (=G. hoi BEG 104) y Funneliformis mosseae (Nicol. &
Gerd.) C. Walker & Schuessler (=G. mosseae LPS SB1). Al igual que en los capitulos
anteriores, estas especies fueron seleccionadas teniendo en cuenta que son especies
comunes en agroecosistemas y que se ha demostrado su capacidad de colonizar especies
herbaceas, en particular gramineas forrajeras cultivadas (ver mas detalle, en la seccion de
Materiales y Métodos del Capitulo II de esta tesis). El indculo formado por raices
colonizadas, micelio externo y esporas (ca. 100 esporas viables por 100 g de in6culo seco),
se aplico al momento del transplante a razon de 4,29 g por maceta y fue mezclado con la
arena para asegurar el contacto entre las raices de las plantas y los hongos micorricicos
arbusculares. Las macetas sin y con in6culo micorricico fueron ubicadas en cajones
plésticos en mesadas separadas para prevenir la contaminacioén de plantas no-inoculadas . A
su vez, dentro de cada especie, las plantas fueron organizadas en un disefio aleatorio con
cinco réplicas por tratamiento (2 HMA x 2 P x 2 DEF x 5 réplicas = 40 plantas en cada
fecha de cosecha). Durante el experimento, las macetas y cajones fueron rotados
periddicamente, cada siete dias, para asegurar condiciones ambientales homogéneas.

Los niveles de fosforo soluble fueron aplicados mediante el riego con soluciones de
Hoagland modificadas, variando la concentracion de KH,;POy: nivel bajo (0,02 mM) y alto
(1 mM). En todos los tratamientos la composicion de macroelementos (mM 17) fue: 1,5
KNO;3, 2,0 Ca (NOs),, 0,5 MgSO4 y la de microelementos (uM 1'1) fue: 0,125 Fe-EDTA,
0,0125 H3BOs3, 0,001 MnCl,, 0,001 ZnCl,, 0,00025 CuCl,, 0,00025 MoOs3. El suministro de
potasio se mantuvo constante modificando la concentracion de KCI, proporcionalmente.
Ademas, se agregd nitrato de amonio (2,5 mM ") para facilitar la formacion de micorrizas.
Desde la siembra del experimento, todas las plantas fueron regadas diariamente a capacidad
de campo con la solucion de bajo fosforo (ca. 25ml) durante 6 semanas. Luego de este
periodo, los tratamientos de suministro de fosforo fueron asignados al azar y hasta finalizar
el experimento las plantas fueron regadas con soluciones de bajo (0,02 mM) o alto (1mM)
nivel de fosforo, segiin la metodologia antes implementada. Para chequear la efectividad de
los tratamientos de suministro de foésforo, en las dos especies se determind la concentracion
de fosforo total de plantas no-inoculadas e inoculadas. En todos los casos, la concentracion
de fosforo total se increment6 con la fertilizacion (0,61 £ 0,06 y 0,67 + 0,04 en bajo fosforo
y 518 + 0,26 y 2,69 £ 0,06 en alto fosforo para E. elongatus y U. brizantha,
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respectivamente). Luego de 14 semanas desde la siembra, se aplicd el tratamiento de
defoliacion que consistid en el corte de la biomasa aérea con tijera aproximadamente a 5-10
cm desde suelo. Para definir "a priori" la intensidad de defoliacion, que fue equivalente a
una remocion del 60% de la biomasa aérea, se realizd una cosecha piloto en numerosos
estratos (a intervalos de 5 cm de altura) utilizando 3 plantas de cada especie y tratamiento.
Para cada planta y estrato, se calculd el peso fresco total y a partir del valor promedio, se
determin6 la cantidad de biomasa aérea fresca (en términos de altura) que debia ser
defoliada en cada una de las especies y tratamientos. Como resultado de ello, para cada
especie y tratamiento se obtuvieron las distintas alturas de corte necesarias para una
remocion del 60% de la biomasa aérea. En todos los casos, la biomasa aérea removida
consistio solamente en laminas (aprox. el 85% de la biomasa de laminas en E. elongatus y
el 90% en U. brizantha). Dicho material se seco en estufa y posteriormente, se peso. Estos
datos fueron considerados como la cosecha inicial en este experimento de defoliacion y
utilizados en el calculo de la tasa de crecimiento relativo (TCR) de las especies analizadas.
En total, las plantas crecieron en invernaculo durante 17 semanas para E. elongatus y
durante 19 semanas para U. brizantha (desde Marzo hasta Julio) bajo condiciones
controladas de temperatura. La temperatura minima del invernaculo fue en promedio de
17°C, mientras que la temperatura maxima fue de 28°C para el mes de Marzo. En los meses
siguientes, la temperatura maxima fue disminuyendo con la estacion hasta registrar valores
maximos cercanos a los 25-27°C. Durante las horas cercanas al mediodia y en dias
soleados, el flujo fotonico fotosintético (PPFD) fue mayor a 1300 pmol m? s”'. Estas
condiciones resultaron adecuadas para el crecimiento de las dos especies. Luego del unico
evento de defoliacion, se evalud la recuperacion de las plantas a los 12 y 22 dias para E.
elongatus y 18 y 34 dias para U. brizantha.

4.2.2. Protocolo de cosecha y colonizacion micorricica
Cada planta fue cosechada y se separo la fraccion aérea de la subterranea. De igual manera,
la biomasa aérea se separd6 en macollos adultos (minimo con una hoja totalmente
expandida) y macollos hijos (sin hojas totalmente expandidas), los que fueron contados. El
nimero total de macollos por planta fue la suma de los dos tipos mencionados,
previamente. Se determino la produccién de biomasa aérea, subterranea y total. También,
como parte de la biomasa final total, se incluy6 el material removido en cada una de las
plantas defoliadas. Las raices se lavaron cuidadosamente y se determino el peso fresco de
las mismas. Posteriormente, se separé una muestra de raiz de peso conocido para evaluar la
colonizacion micorricica. Luego, todas las muestras de biomasa se secaron durante 72hs a
80°C en estufa y posteriormente, fueron pesadas.

La colonizacion micorricica total se calculdé mediante la observacion con
microscopio Optico de estructuras micorricicas (hifas, arbisculos y vesiculas) en raices
previamente tefiidas, segiin la metodologia propuesta por Phillips & Hayman (1970). Para
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cada especie, se cuantifico el porcentaje de raiz colonizada en funcion del total de raices
observadas y el porcentaje de vesiculas y arbusculos en relacion al numero de raices
efectivamente colonizadas. Para esto, se observaron cien campos oculares por cada
repeticion con un aumento de 200x en el ocular (McGonigle et al. 1990).

4.2.3. Analisis estadistico

El porcentaje de colonizacion micorricica y estructuras fungicas (hifas, vesiculas y
arbusculos) se compar6 entre plantas inoculadas para cada tratamiento de suministro de
fosforo a través de ANOVAs factorial (Steel & Torrie, 1980). Los factores principales
fueron defoliacion (No-def y Def) y tiempo de recuperacion post-defoliacion (12 y 22 dias
en E. elongatus y 18 y 34 dias en U. brizantha). La produccion de biomasa (en parte aérea,
subterranea y total) y el numero total de macollos por planta fueron analizados mediante
ANOVAs de una via con defoliacion como factor principal; ya que posteriormente se
evaluaron las diferencias entre las TCR (In X) aéreas y subterraneas mediante test de
pendientes entre niveles de defoliacion para cada uno de los tratamientos (Oesterheld &
McNaughton, 1988). Asimismo, en todos los casos, se comprobd previamente la
normalidad y homogeneidad de las varianzas. Para cumplir con los supuestos del ANOVA
los datos de biomasa total fueron transformados (log X). Las diferencias entre medias se
analizaron mediante el test LSD Fisher (P < 0,05). Los andlisis estadisticos fueron
realizados con el programa INFOSTAT (Grupo Infostat, FCA, Universidad Nacional de
Cordoba, Argentina). Todas las variables se expresan como promedios + 1 error estandar
(ES).

4.3. RESULTADOS

4.3.1. Defoliacion, suministro de fésforo y colonizacion micorricica

Antes del evento de defoliacion, todas las plantas mostraron valores cercanos al 60% de
colonizacion micorricica (Figura 4.1). En las dos especies y niveles de fosforo, la
defoliacion y el tiempo de recuperacion determinaron respuestas distintas en el porcentaje
de raiz colonizada, arbusculos y vesiculas. Previo al evento de defoliacion en bajo fosforo,
las plantas inoculadas de E. elongatus presentaron mayor colonizacion que en alto fosforo
(Figura 4.1). No obstante, el porcentaje de raiz colonizada y vesiculas en bajo fésforo
disminuy6 marcadamente con la defoliacién en relacion a las plantas no-defoliadas (P <
0,001; Cuadro 4.1). En condiciones de alto suministro de fosforo, la defoliacion provocod
una disminucion en el porcentaje de raiz colonizada (P < 0,05), al igual que la interaccion
entre defoliacion y tiempo de recuperacion en el porcentaje de arbusculos (P = 0,010;
Cuadro 4.1). En el dia 12, las plantas defoliadas presentaron menos arbusculos en relacion
con las plantas no-defoliadas; sin embargo, al final del tiempo de recuperacion (dia 22)
estas diferencias no fueron evidentes (Figura 4.1).



Elymus elongatus

Alto P

Def x Tiempo=ns
Def<0,01

| Tiempo=ns

] Def x Tiempo < 0,05

Def=ns
Tiempo < 0,05

Bajo P
= 1407 Def x Tiempo=ns o No-def |
& 1209 Def<0,001 - Def |
_g 100 Tiempo < 0,01
S s T
8 . .-
_g 60 SeegeemT )
S 404 )
N 20
5 4
N 1
1207 pegyx Tiempo= ns
~ 1004 Def=ns b
S Tiempo= ns
» 80 )
=
§ 604 l
= 4 ETTTEmEee 7
£ 40 1
)
< 201 )
o 4
. r T T T |
601 Def x Tiempo= ns
504 Def<0,05 )
= "
S 20 Tiempo < 0,05 1
g
= 30 ]
S | e
7 201 ]
o
> 10q ]
o 4

Urochloa brizantha

1204
100+

Raiz colonizada (%)

7 Defx Tiempo=ns

Def=ns
Tiempo= ns

Tiempo de recuperacion (dias)

Bajo

Def x Tiempo= ns
Def=ns
Tiempo= ns

P

-e- No-def |
-e- Def

Alto P

Def x Tiempo= ns
Def=ns
Tiempo= ns

Arbisculos (%)

Def x Tiempo= ns
Def < 0,001
Tiempo < 0,001

Vesiculas (%)

Def x Tiempo= ns
Def=ns
Tiempo= ns

| Defx Tiempo= ns

Def < 0,01
Tiempo= ns

] Def x Tiempo=ns

Def=ns
Tiempo= ns

Tiempo de recuperacion (dias)

44

Figura 4.1. Colonizacién micorricica en plantas inoculadas (+Inoc.) con hongos micorricicos
arbusculares de Elymus elongatus y Urochloa brizantha en funcion del tiempo de recuperacion
post-defoliacion en bajo y alto suministro de fosforo. Las muestras fueron tomadas en los dias
0, 12 y 22 para E. elongatus y los dias 0, 18 y 34 para U. brizantha. Los valores son
promedios £ 1 ES (n = 3-5). El asterisco indica diferencia significativa (LSD Fisher, *, P <
0,05) entre los dos niveles de defoliacion.
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En la especie U. brizantha, previo al evento de defoliacion la colonizacion
micorricica fue igual en ambos niveles de fosforo (Figura 4.1). En contraste a la otra
especie evaluada, en U. brizantha el porcentaje de arbusculos en bajo fosforo aumentd
marcadamente en respuesta a la defoliacion (P < 0,001) y el tiempo de recuperacion (P <
0,001; Cuadro 4.1). En plantas defoliadas el porcentaje de arbusculos fue casi tres veces
mayor que comparacion a las plantas no-defoliadas. Asimismo, la proporcion de arbusculos
aumenta en relacion al tiempo transcurrido en ambos tratamientos (Figura 4.1; Cuadro 4.1).
En alto fosforo, en cambio, el porcentaje de arbusculos solamente aumenta en las plantas
que fueron defoliadas (P < 0,001; Figura 4.1; Cuadro 4.1).

Cuadro 4.1. Resultados del ANOVA factorial para los tratamientos de defoliacion y tiempo de
recuperacion post-defoliacion sobre la colonizacion micorricica de plantas inoculadas (+Inoc.) con
hongos micorricicos arbusculares de Elymus elongatus y Urochloa brizantha en bajo y alto
suministro de fosforo.

Especie Colonizacién micorricica (%)
Bajo P Alto P

RC A \% RC A \%
E.elongatus  Defoliacion 20,87 *** 1,57™ 9,06 * 12,48 #% 1,15 ™ 0,23 ™
Tiempo 10,14 ** 0,06 ™ 6,82 * 139™  485%* 0,06 ™
Def x Tiempo 1,51 ™ 0,68 ™ 1,43™ 2,78 ™ 11,97 * 0,25 ™

CM error 65,60 113,70 66,23 123,05 90,57 166,64
U.brizantha  Defoliacion ~ 0,24™ 44,61 *** 1,90 ™ 227™ 25,65 ** 0,14 ™
Tiempo 0,16 ™ 25,37 *** 1,40 ™ 0,12™ 0,16 ™ 137 ™
Def x Tiempo 0,54 ™ 1,92 ™ 0,27 "™ 1,41 1,60 ™ 0,03 ™

CM error 85,65 60,99 151,50 174,52 122,33 0,66

En el cuadro se presentan valores de F y cuadrados medios del error (CM error). Las diferencias
significativas se indican como (LSD Fisher, *, P < 0,05; **, P < 0,01; *** P < 0,001 y ns, P >
0,05) para cada una de las especies. Los grados de libertad para Defoliacién, Tiempo, Def x tiempo
y error experimental son 1, 1, 1 y 8 respectivamente.

4.3.2. Respuestas compensatorias de crecimiento post-defoliacion

En las dos especies, la defoliaciéon gener6 respuestas contrastantes en la produccion de
biomasa total y en la tasa de crecimiento relativo (TCR) de las plantas, moduladas por la
presencia de hongos micorricicos y el suministro de fosforo (Figuras 4.2 y 4.3). En E.
elongatus, la TCR subterranea de las plantas defoliadas fue menor (P < 0,05) a las plantas
no-defoliadas en todos los tratamientos analizados. En particular, en bajo fésforo/-Inoc., las
plantas defoliadas registraron menores valores de biomasa aérea, subterranea y total; siendo
la TCR aérea de igual magnitud que en las plantas no-defoliadas (P = 0,004; Figura 4.2 y
4.3), raz6n por la cual, no logran compensar la pérdida de biomasa inicial. En presencia de
hongos micorricicos, las plantas defoliadas tuvieron menor biomasa aérea y subterranea que
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las no-defoliadas (Figura 4.2), sin embargo, no hubo diferencias significativas en biomasa
total al adicionar la biomasa aérea removida por la defoliacion. Justamente en este
tratamiento, la TCR aérea de plantas defoliadas fue superior a las plantas no-defoliadas (P
=0,003) y en consecuencia, compensaron la biomasa removida (Figura 4.3).
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Figura 4.2. Biomasa total de plantas de Elymus elongatus y Urochloa brizantha a los 22 y 34
dias de recuperacion post-defoliacion en bajo y alto suministro de fosforo. Las plantas son no-
inoculadas (-Inoc.) e inoculadas (+Inoc.) con hongos micorricicos arbusculares, no-defoliadas
(ND) y defoliadas (D). Las barras rayadas indican el material removido (MR), las blancas la
biomasa aérea (BA) y las negras la biomasa subterranea (BS). Los valores son promedios + 1
ES (n =5). Los asteriscos indican diferencias significativas (LSD Fisher, *, P < 0,05; **, P <
0,01; *** P <0,001) entre los dos niveles de defoliacion.



47

Elymus elongatus

Bajo P Alto P
-Inoc. +Inoc. -Inoc. +Inoc.
3,04 T 7
= 151 ] 1 eo0——e—>2
o/__o———o e
e S . | T PO
é 0.0 - e 1 o0n———o——"2 D SR o 1°
s | S e e I
= 5] E---memm--m- { FEEE d 1 @ememm=mmTT »® i
p=0,868 p=0,003 p=0,010 p=0,279
3,0 ‘ ‘ w w : ‘ ‘ ‘
3.0 q - -

. In BS (g)

p=0,004 p=0,041 p=0,019 p=0,002

-3,0 T T T T T ] T T T T T T T T T T 1 T T T T T ]
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Tiempo de recuperacion (dias)

Urochloa brizantha

o Alto P

30 -Inoc. ) +Inoc. ] Inoc. 7 -
2 | 7 / | G/vij
T ]— -
: ] | SR >--- -
m 0.07 6/‘0 --------- : .
Sasl T e ® | gocmmmmmmmmTT - | |

R - |

$---" p=0,119 p=0,500 p=0,121 0000

3.0 | ‘ ‘ ‘ T T 1 T T 1

3,0 ] : |

InBS(9

p=0,411 p=0,001 p=0,039

-3,0-— T T T T T T 1 T T T T T 1 T T T T T T T 1 T T T T y T y 1
0 5 10 15 20 25 30 35 0 S5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo de recuperacion (dias)

Figura 4.3. Biomasa aérea (In BA) y subterranea (In BS) de plantas de Elymus elongatus y
Urochloa brizantha en funcion del tiempo de recuperacion post-defoliacion en bajo y alto
suministro de fosforo. Las plantas son no-inoculadas (-Inoc.) e inoculadas (+Inoc.) con hongos
micorricicos arbusculares. Las lineas llenas representan los cambios observados en plantas no-
defoliadas (ND) y las punteadas en plantas defoliadas (D). Las cosechas fueron realizadas en
los dias 0, 12 y 22 para E. elongatus y en los dias 0, 18 y 34 para U. brizantha. La pendiente
de la recta de regresion lineal representa la TCR (tasa de crecimiento relativo) aérea y
subterranea. Los valores de P < 0,05 determinan diferencias significativas en las pendientes de
los tratamientos de defoliacion.
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En alto fosforo/-Inoc., la defoliacion no gener6 diferencias significativas en biomasa total,
ya que la TCR aérea aumento (P = 0,01) y por lo tanto las plantas defoliadas compensaron
la biomasa removida (Figura 4.2 y 4.3). En presencia de hongos micorricicos, en cambio,
las plantas defoliadas registraron menor biomasa aérea, subterranea y total (Figura 4.2);
como también, es el Unico tratamiento donde se registra una notable disminucioén en el
numero de macollos (Figura 4.4). La TCR aérea fue similar entre plantas no-defoliadas y
defoliadas (P = 0,279; Figura 4.3), y las plantas defoliadas no logran compensar la
remocion de biomasa (Figura 4.2).
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Figura 4.4. Numero de macollos de plantas de Elymus elongatus y Urochloa brizantha a los
22 y 34 dias de recuperacion post-defoliacion en bajo y alto suministro de fosforo. Las plantas
son no-inoculadas (-Inoc.) e inoculadas (+Inoc.) con hongos micorricicos arbusculares, no-
defoliadas (ND) y defoliadas (D). Los valores son promedios *+ error estandar (n = 3-5). El
asterisco indica diferencia significativa (LSD Fisher, *, P < 0,05) entre los dos niveles de
defoliacion.

En la especie U. brizantha en bajo fosforo, las plantas no-inoculadas e inoculadas
defoliadas registraron menor biomasa aérea y total que las no-defoliadas (Figura 4.2). En
estas condiciones, las TCR aérea y subterrdnea no mostraron cambios significativos a la
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defoliacion (P > 0,05) y por ende, no hubo compensacion de la biomasa removida al inicio
en ninguno de los tratamientos (Figura 4.3). En condiciones de alto fosforo, plantas no-
inoculadas e inoculadas defoliadas tuvieron menor biomasa aérea, subterranea y total. Las
TCR aéreas fueron similares y las TCR subterraneas fueron mas bajas que las plantas no-
defoliadas (Figura 4.3 y 4.4). Es de destacar que en esta especie la presencia de hongos
micorricicos no afectd en ningun caso la respuesta de las plantas a la defoliacion (Figuras
4.2,43y4.4).

4.4. DISCUSION

4.4.1. Efecto de la defoliacion y el suministro de fosforo sobre la colonizacion
micorricica

En las dos especies y niveles de suministro de fosforo, la defoliacion y el tiempo de
recuperacion determinaron respuestas contrastantes en la colonizacién micorricica de las
plantas, evidencidndose a través de cambios en el porcentaje de estructuras fungicas (Figura
4.1). Debido a que la defoliacion y los hongos micorricicos remueven carbono fijado por la
planta es posible que entre la parte aérea y subterranea se establezca un compromiso. En
este sentido, a menudo la literatura reporta que la defoliacion reduce el porcentaje de raiz
colonizada en las plantas (Harley & Smith 1983; Gehring & Whitman 1994; Wardle 2002;
Wardle et al. 2004). De igual manera, los cambios en la disponibilidad de fosforo pueden
regular las interacciones micorricicas. Se ha demostrado que al aumentar el fosforo
disponible en el suelo las plantas mejoran su nutricion por lo que generan un mecanismo de
represion de la colonizacion micorricica (Abbott & Robson 1982; Barea 1991; Covacevich
et al. 1995). Sin embargo, es sabido que el efecto funcional de la simbiosis depende de la
especie de planta hospedante, del hongo presente y de la actividad relativa de las
estructuras fungicas (Monzon & Azcon 1996). En este trabajo, al combinar una defoliacion
intensa con tratamientos de bajo y alto suministro de fosforo, las especies analizadas
mostraron respuestas contrastantes en el porcentaje de raiz colonizada, arbusculos y
vesiculas (Figura 4.1). En E. elongatus en los dos niveles de suministro de fosforo, la
defoliacion disminuy6 el porcentaje de raiz colonizada, como también, el porcentaje de
arbusculos en alto fosforo. Mientras que en la especie U. brizantha, en ambos niveles de
fosforo el porcentaje de arbusculos aument6 y mas aun en respuesta a la defoliacion.
Dichos resultados en U. brizantha (i.e. especie con alta respuesta micorricica) representan
una funcidon micorricica activa que se correlaciona positivamente con los beneficios
proporcionados a las plantas. Por el contrario, en E. elongatus (i.e. especie con baja
respuesta micorricica) sugieren que los hongos micorricicos reciben relativamente menor
proporciéon de carbono proveniente de las plantas, razon por la cual, la estructura
micorricica se reduce. Las diferencias observadas en colonizacion micorricica coinciden
con la afinidad de las especies a formar micorrizas y por lo tanto, se especula que podrian
influenciar la capacidad de recuperacion de las plantas post-defoliacion.
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4.4.2. Efecto combinado del suministro de fosforo y micorrizas sobre el crecimiento
post-defoliacion de las plantas

Entre las especies analizadas, las respuestas compensatorias de crecimiento de las plantas a
la defoliacion fueron distintas y estuvieron reguladas por la presencia de hongos
micorricicos y el suministro de fosforo (Figura 4.2). A nivel de planta individual, la
remocion de la biomasa aérea debido a la defoliacion reduce la cantidad de tejido
fotosintético traduciéndose en pérdidas de carbono y nutrientes (Ferraro & Oesterheld
2002). De igual manera, se sabe que la defoliacion a través de una menor asignacion de
carbono a las raices puede afectar negativamente la biomasa y la tasa de crecimiento
radical. En este sentido, el balance de la simbiosis micorricica podria verse afectado debido
a que los hongos micorricicos dependen del carbono acumulado en las raices (Harley &
Smith 1983). Nuestros resultados en E. elongatus muestran que, en bajo fosforo/+Inoc. las
plantas defoliadas tuvieron menor biomasa aérea y subterranea que las no-defoliadas pero
sin generar cambios significativos en biomasa total (Figura 4.2). Por lo tanto, esto indica
que las plantas defoliadas compensaron las pérdidas en biomasa originadas por la
defoliacion. Coincidentemente, esta respuesta también se observo en alto fosforo/-Inoc. Al
respecto, se intuye que el fosforo aportado por las micorrizas y la fertilizacion fue adecuado
para permitir la regeneracion de tejido fotosintético y en consecuencia, la tasa de rebrote de
plantas defoliadas. Por el contrario, en alto fosforo/+Inoc. las plantas defoliadas registraron
menor biomasa aérea, subterranea, total y un 32% menos de macollos que las no-defoliadas
(Figura 4.2). Es probable que la demanda de carbono de los hongos micorricicos a la planta
hospedante haya superado el beneficio de la simbiosis razon por la cual el crecimiento de
plantas defoliadas disminuy6. En consecuencia, estos resultados denotan una relacion
parasitica entre los simbiontes en condiciones de alto suministro de fosforo, que coincide
con lo evidenciado para otras especies de gramineas templadas (Buwalda & Goh 1982;
Gebbing et al. 2004). Por el contrario, en U. brizantha, el patron de respuesta en términos
de biomasa fue similar en todos los tratamientos analizados, en forma independiente a la
ocurrencia de inoculacion con HMA y/o a los cambios en el suministro de fosforo (Figura
4.2). A partir de este resultado, se especula que los hongos micorricicos no generan efectos
deletéreos en el crecimiento de plantas defoliadas de esta especie.

La compensacion del crecimiento también puede ser inferida a partir de comparar
las tasas de crecimiento relativo (TCR) de plantas no-defoliadas y defoliadas (Ferraro &
Oesterheld 2002). Se ha demostrado que el aumento en la TCR de las plantas, como
resultado de la defoliacion, induce respuestas compensatorias. Asimismo, es sabido que
para compensar las pérdidas en biomasa una planta defoliada debe tener una TCR mas alta
que la de una planta no-defoliada (i.e. una tasa de crecimiento mas alta por unidad de
biomasa). En este trabajo, el andlisis de pendientes de la Figura 4.3 demuestra que las
respuestas compensatorias de crecimiento observadas en plantas defoliadas de E. elongatus,
en bajo fosforo/+Inoc. y alto fosforo/-Inoc., fueron determinadas por el aumento de la TCR
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aérea a lo largo del tiempo de recuperacion. No obstante, es de destacar que en todos los
tratamientos de HMA y suministro de fosforo, la TCR subterrdnea de plantas defoliadas fue
menor que en las no-defoliadas (Figura 4.3). Este resultado coincide con la bibliografia
existente en la que se reporta que el crecimiento de la raiz es extremadamente sensible y
disminuye con la defoliacion (Richards 1993). En la especie U. brizantha en cambio, la
TCR subterranea disminuyd, en condiciones de alto fosforo y la TCR aérea no fue afectada
por la defoliacion. Por lo tanto, este resultado explica en parte la ausencia de respuestas
compensatorias en plantas defoliadas observadas en la Figura 4.2. Es de destacar que en
esta especie, en todos los tratamientos de inoculacion con HMA y suministro de fosforo, las
micorrizas hacen uso de carbono extra; sin embargo, a diferencia de E. elongatus, esto no
se tradujo en un efecto negativo sobre el crecimiento de plantas defoliadas.

A modo de conclusion, en este trabajo las especies mostraron respuestas
compensatorias de crecimiento contrastantes reguladas por las micorrizas y el suministro de
fosforo. En E. elongatus (i.e. especie con baja respuesta micorricica) en bajo fosforo el
porcentaje de raiz colonizada y vesiculas disminuy6 con la defoliacion, sin embargo, las
micorrizas promovieron el crecimiento de plantas defoliadas evidenciando una relacion
mutualista. En alto fosforo en cambio, hubo un compromiso entre los simbiontes: la
defoliacion disminuy¢ el porcentaje de arbusculos en las raices, la produccion de biomasa
total y numero de macollos por planta, razén por la cual, la relacion fue parasitica.
Contrariamente, en U. brizantha (i.e. especie con alta respuesta micorricica) en ambos
niveles de suministro de fosforo la defoliacion incrementd el porcentaje de arbtisculos. No
obstante, a diferencia de la otra especie analizada, la presencia de micorrizas no tuvo
efectos deletéreos sobre el crecimiento de plantas defoliadas tanto en condiciones de bajo
como de alto suministro de fosforo. A nivel de planta individual, estos resultados son una
primera evidencia que provee informacién novedosa acerca del efecto combinado de las
micorrizas y el suministro de fosforo sobre la recuperacion de gramineas forrajeras
cultivadas a la defoliacion. Resultaria interesante ampliar este estudio con un analisis mas
exhaustivo de los componentes morfologicos y fisiologicos de la TCR (i.e. area foliar
relativa, proporcion de laminas, aérea foliar especifica y tasa de asimilacion neta) con el fin
de analizar con mayor profundidad los mecanismos a través de los cuales dichos factores
influencian la respuesta compensatoria de crecimiento en gramineas templadas y tropicales.
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CAPITULO V

Conclusiones generales
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Esta tesis tuvo tres objetivos particulares que sirvieron de guia a cada uno de los capitulos
experimentales. El primer objetivo fue evaluar el efecto de las micorrizas sobre el
crecimiento de seis especies de gramineas forrajeras cultivadas, en condiciones de déficit
nutricional. En la hipotesis planteada para este objetivo se propuso que en condiciones de
déficit nutricional, la asociacion con hongos micorricicos arbusculares (HMA) promueve el
crecimiento de gramineas forrajeras cultivadas y que el grado de beneficio de la simbiosis
es distinto en especies templadas y tropicales. Los resultados obtenidos apoyan la hipdtesis
debido a que las gramineas forrajeras tropicales (P. coloratum = U. brizantha > P.
dilatatum) mostraron mayor respuesta micorricica que las templadas (S. arundinaceus, E.
elongatus y D. glomerata) (Hipétesis 1, Capitulo II). El segundo objetivo de esta tesis fue
analizar el efecto de las micorrizas en relacion al suministro de fésforo sobre el crecimiento
y la nutricion de dos gramineas forrajeras cultivadas, con respuestas micorricicas
contrastantes. En base a los resultados del Capitulo II, se seleccionaron las especies E.
elongatus y U. brizantha. Los resultados encontrados apoyan la hipotesis planteada ya que
la especie templada y la tropical mostraron marcadas diferencias en sus parametros de
crecimiento, que fueron moduladas por el suministro de fosforo. En bajo fosforo, en E.
elongatus (i.e. especie con baja respuesta micorricica) la provision de fosforo aportado por
las micorrizas permitié restablecer la concentracion minima de foésforo necesaria para
promover el crecimiento de las plantas. Por el contrario, en U. brizantha (i.e. especie con
alta respuesta micorricica) el aumento en el suministro de fésforo por efecto de las
micorrizas se tradujo en un crecimiento inmediato de las plantas. A partir de este resultado
se pudo concluir que la especie U. brizantha requiere menor concentracion interna de
fosforo para mantener su crecimiento maximo y por lo tanto, es mas eficiente en el uso del
fosforo disponible (Hipétesis 2, Capitulo III). Por ultimo, sobre las mismas especies
seleccionadas para el Capitulo III, el tercer objetivo de esta tesis fue caracterizar
respuestas de recuperacion post-defoliacion en condiciones de bajo y alto suministro de
fosforo. En la hipdtesis planteada para este objetivo se propuso que en plantas defoliadas se
genera un compromiso entre el proceso de rebrote y el mantenimiento de los hongos
micorricicos; y que la magnitud del mismo, depende de la respuesta micorricica de la
especie y del suministro de fosforo. Mis resultados apoyan la hipdtesis debido a que en
plantas inoculadas de E. elongatus en alto fosforo se registré un claro compromiso entre los
simbiontes, no ocurriendo lo mismo en U. brizantha para ninguna de las dosis de fosforo
planteadas. Por lo tanto, esto demuestra la posibilidad de un compromiso entre
recuperacion post-defoliacion y presencia de micorrizas, que depende de la identidad de la
especie hospedadora y del suministro fosforo (Hipotesis 3, Capitulo IV).

A continuacién, a partir de figuras y esquemas que ilustran las principales
respuestas encontradas en los experimentos realizados, comentaré de forma conjunta y en el
marco de los objetivos propuestos los resultados mas importantes del presente trabajo de
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tesis. Finalizaré este capitulo describiendo cuales fueron los aportes originales derivados de
la tesis con relacion al nuevo conocimiento generado.

5.1. Variacion interespecifica en la respuesta micorricica en relacion a cambios en el
suministro de fosforo

Es sabido que el efecto funcional la asociacion simbiotica entre raices de plantas y hongos
micorricicos es modulado por las condiciones ambientales, la identidad genética y
funcional de la planta hospedadora y de los hongos, como también, por la interaccion entre
ambos participantes de la simbiosis. En el Capitulo II de esta tesis se observo que, en
condiciones de déficit nutricional, las especies analizadas respondieron de manera diferente
a la simbiosis: las especies tropicales tuvieron mayor respuesta micorricica que las especies
templadas. Sobre la base de nuestras observaciones visuales se sugiere que estas diferencias
en el grado de beneficio micorricico, entre los principales grupos de gramineas forrajeras
cultivadas, estarian en parte relacionadas con el patron de ramificacion radical de las
especies. A partir estos resultados, Elymus elongatus (i.e. graminea templada con baja
respuesta micorricica) y Urochloa brizantha (i.e. graminea tropical con alta respuesta
micorricica) fueron seleccionadas y utilizadas como especies modelo a estudiar en los
capitulos sucesivos de esta tesis.

La Figura 5.1 resume esquematicamente los principales resultados obtenidos en el
Capitulo II y IIT que integran la respuesta micorricica de E. elongatus y U. brizantha, en
condiciones variables de suministro de fosforo.
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Figura 5.1. Resumen esquematico de la respuesta micorricica de plantas de Elymus elongatus
y Urochloa brizantha creciendo bajo distinto suministro de fésforo. La respuesta micorricica
fue calculada como: RM (%) = [(biomasa total de plantas inoculadas — biomasa total de
plantas no-inoculadas) / biomasa total de plantas no-inoculadas] * 100. Las dosis de fosforo
soluble se indican en la figura con colores. Los valores son promedios * error estandar (n=5).

Es de destacar que, la dosis PO fue la utilizada en el Capitulo Il y las dosis P1, P2 y
P3 las utilizadas en el Capitulo III de esta tesis a partir de las cuales se logréo un amplio
gradiente de fosforo soluble para las plantas. En las dos especies analizadas, se observo una
respuesta micorricica decreciente a medida que aumenta el suministro de fosforo. Esto se
debe a que en bajo e intermedio nivel de fosforo (i.e. circulos rojos y azules) los hongos
micorricicos mejoran el estado nutricional y crecimiento de las plantas. Sin embargo, al
aumentar ain mas el nivel de fosforo disponible las plantas inoculadas, en relacion a las no-
inoculadas, presentan una disminucion paulatina de su crecimiento (i.e. circulos verdes)
hasta volverse nulo (i.e. circulos negros). Al comparar las respuestas observadas, es de
destacar que el aérea bajo la linea de respuesta de U. brizantha (i.e. la especie tropical) fue
notablemente mayor que la registrada en E. elongatus (i.e. la especie templada). Esto
demuestra que U. brizantha es una especie muy sensible a la formacion de micorrizas razon
por la cual obtuvo mayores beneficios relativos (i.e. en términos de produccion de biomasa)
de la simbiosis que E. elongatus. Es importante destacar que en alto fosforo (i.e. circulos
negros) no se observaron cambios en la produccion de biomasa y por lo tanto, en plantas
que no fueron sujetas a defoliacion no se detectaron efectos parasiticos de la presencia de



56

micorrizas sobre el crecimiento de las plantas en el rango de suministro de fésforo
analizado. Los resultados obtenidos permiten validar en plantas gramineas forrajeras el
modelo propuesto por Janos (2007) y al mismo tiempo, confirmar las diferencias
especificas en el patrébn de respuesta micorricica observado en el Capitulo II aun en
condiciones variables de suministro de fosforo.

5.2. Contraste en la eficiencia en el uso del fosforo de E. elongatus y U. brizantha en
relacion a las micorrizas y a la fertilizacion

En un sentido general, la demanda de fosforo por las plantas se relaciona con las tasas
actuales de crecimiento y la concentracion minima de fosforo en tejido requerida para
sostener dicho crecimiento (Koide 1991). La Figura 5.2 muestra los cambios en la
produccion de biomasa y contenido de fosforo en plantas de E. elongatus y U. brizantha
debidos a la fertilizacion y/o a las micorrizas; y a partir de ello, en el Capitulo III de esta
tesis se analiza la eficiencia de las especies en la utilizacion del fosforo disponible (EUF).

Elymus elongatus Urochloa brizantha
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Figura 5.2. Biomasa total en funcién del logaritmo natural del contenido de fésforo en plantas
de Elymus elongatus y Urochloa brizantha creciendo bajo distinto suministro de fosforo
durante 4 meses. Las plantas son no-inoculadas (-Inoc.; circulos vacios) e inoculadas (+Inoc.;
circulos llenos) con hongos micorricicos arbusculares. Las dosis de fosforo soluble se indican
en la figura con colores. Los valores son promedios + error estandar (n= 5).

La figura muestra que en E. elongatus en bajo fosforo, las micorrizas aumentaron la
concentracion de fosforo total traduciéndose en un mayor contenido de fosforo en planta.
Mientras que U. brizantha, en los niveles de bajo e intermedio suministro de fosforo, las
plantas inoculadas tuvieron menor concentracion interna pero notables incrementos en
biomasa y contenido de fosforo total. Este contraste entre especies, con distinta sensibilidad
a las micorrizas y requerimientos internos de fosforo diferentes, puso en evidencia las
divergencias en la eficiencia de utilizacion del fosforo (EUF) entre ambas especies: en U.
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brizantha (i.e. especie con alta respuesta micorricica) el fosforo aportado por las micorrizas
se tradujo en un crecimiento inmediato de las plantas; mientras que, en E. elongatus
permiti6 restablecer la concentracion minima de fosforo necesaria para promover el
crecimiento de las plantas. Estas diferencias en la eficiencia en el uso del fésforo también
fueron evidentes al comparar las lineas de respuesta de las especies (Figura 5.2). En este
sentido, se observo que en U. brizantha la pendiente de la linea es notablemente mas
pronunciada que en E. elongatus. Esto denota para U. brizantha una mayor eficiencia
(intrinseca) en el uso del fosforo disponible proveniente de la fertilizacién y/o micorrizas;
como también, una mayor potencialidad de crecimiento debido a que el fosforo absorbido
se tradujo en una mayor producciéon de biomasa. A partir de estos resultados se concluye
que U. brizantha fue mas eficiente en el uso del fosforo disponible; mientras que en E.
elongatus el crecimiento estuvo controlado por el estado nutricional de las plantas.
Sabiendo que U. brizantha fue la especie con mayor sensibilidad a las micorrizas (Capitulo
II y III) y eficiencia en la utilizacion del fosforo disponible que E. elongatus (Capitulo III),
resultd interesante también conocer coOmo estas especies en presencia de micorrizas
responden a la defoliacion (situacion recurrente en plantas forrajeras perennes), creciendo
tanto en condiciones de bajo y alto suministro de fosforo.

5.3. Evidencias del compromiso defoliacion vs. micorrizas moduladas por la identidad
de la especie hospedadora y el suministro de fésforo

Algunos autores han postulado que la combinacion de alta disponibilidad de fosforo y
estrés de carbono (e.g. por ocurrencia de una defoliacion intensa) podria exceder -al menos
transitoriamente- los beneficios nutricionales de las micorrizas (Koide 1991; Johnson et al.
1997), en el caso de que desde la planta hospedadora contintie fluyendo carbono para el
mantenimiento de las estructuras micorricicas. Al respecto, se podria deducir que la
relacion costo-beneficio entre ambos simbiontes puede estar modulada por el suministro de
fosforo. El cuadro 5.3 resume esquematicamente los principales resultados obtenidos en el
Capitulo IV sobre el efecto combinado de las micorrizas y el suministro de fosforo sobre el
crecimiento post-defoliacion de Elymus elongatus y Urochloa brizantha.

Cuadro 5.3. Efecto de las micorrizas y el suministro de fosforo en plantas defoliadas de Elymus
elongatus y Urochloa brizantha a los 22 y 34 dias de recuperacion post-defoliacion.

Especie Bajo P Alto P
-Inoc. +Inoc. -Inoc. +Inoc.

E. elongatus NEGATIVO  POSITIVO POSITIVO -

U. brizantha NEUTRO
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Los resultados de este capitulo muestran respuestas compensatorias de crecimiento distintas
entre las especies analizadas que estuvieron reguladas por las micorrizas y el suministro de
fosforo. En E. elongatus en bajo fosforo, las micorrizas promovieron el crecimiento de
plantas defoliadas evidenciando una relaciéon mutualista. A diferencia de lo evidenciado en
el Capitulo III, que en alto fosforo los hongos micorricicos no generaron cambios en la
produccién de biomasa cuando las plantas no fueron defoliadas, en el Capitulo IV de la
tesis se registro un claro compromiso entre ambos simbiontes: la defoliacion en plantas
inoculadas disminuy6 considerablemente la capacidad de rebrote y el nuimero de macollos
por planta razén por la cual la relacion termina siendo parasitica en el tiempo de
recuperacion considerado. Al no haber limitaciones por fésforo, se presume que la demanda
de carbono de los hongos micorricicos a la planta hospedante superé el posible beneficio
aportado por la presencia de los hongos (Grimoldi et al. 2006). Por lo tanto, en este caso se
observo que el suministro de fosforo determina el resultado de la relacion costo-beneficio
de la simbiosis en condiciones de defoliacion. Por el contrario, en U. brizantha, que fue la
especie con mayor beneficio micorricico en condiciones de no-defoliacion (i.e. mayor
produccion de biomasa y absorcion del fosforo disponible; Capitulos 11 y IIT de esta tesis),
la presencia de micorrizas no tuvo efectos negativos sobre el crecimiento de plantas
defoliadas en ninguna de los niveles de fosforo considerados. Los resultados obtenidos en
esta seccion revelan por primera vez en la especie templada E. elongatus en alto fosforo, un
efecto parasitico de los hongos micorricicos sobre el crecimiento post-defoliacion de las
plantas y por el contrario, un efecto neutro en la especie tropical U. brizantha
independientemente del suministro de fosforo aplicado.

5.3. Aportes y proyeccion de los resultados derivados de la tesis

En el primer experimento de esta tesis (Capitulo II) se caracterizd la respuesta micorricica,
a nivel de planta individual, de seis especies de gramineas forrajeras cultivadas creciendo
en condiciones de déficit nutricional. En términos generales, las gramineas tropicales
tuvieron mayor respuesta micorricica que las templadas. Varios estudios han abordado el
tema caracterizando la respuesta de las plantas a la simbiosis en especies de pastizal natural
(Hetrick et al. 1988; Wilson & Hartnett 1998). Sin embargo, existen pocas evidencias de
experimentos manipulativos en los que se estudie en forma comparativa el efecto de la
simbiosis micorricica en gramineas forrajeras cultivadas templadas y tropicales. Por lo
tanto, nuestros resultados proveen informacién util que podria ser usada en la seleccion de
especies modelo para estudiar la simbiosis micorricica y a partir de ello, plantear objetivos
relacionados con la produccion de forraje en pastizales y pasturas sujetas a condiciones de
déficit nutricional.

En el segundo experimento (Capitulo III) se estudio el rol de las micorrizas y el suministro
de fosforo sobre el crecimiento y la nutricion de las gramineas forrajeras cultivadas E.
elongatus y U. brizantha, con respuestas micorricicas contrastantes. En las dos especies
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analizadas, se observo que el cambio en la produccion de biomasa entre plantas inoculadas
y no-inoculadas disminuy6 ante el aumento en el suministro de fésforo. Sin embargo, a lo
largo del gradiente de fosforo disponible planteado, el patron de respuesta micorricica fue
distinto entre las especies y coincidié con divergencias en la eficiencia de utilizacion del
fosforo (EUF): en U. brizantha el aumento en el suministro de fosforo por efecto de las
micorrizas se tradujo en un crecimiento inmediato de las plantas; mientras que en E.
elongatus tiende a lograr de una concentraciéon minima de fosforo interna que resultaria
necesaria para promover el crecimiento de las plantas. Por lo expuesto, U. brizantha fue
mas eficiente en el uso del fosforo disponible que E. elongatus. En base a mi conocimiento,
este trabajo es el primer reporte acerca del funcionamiento diferencial de la simbiosis
micorricica en gramineas forrajeras cultivadas templadas y tropicales, en relacion a la
eficiencia de uso del fosforo y a la descripcion de diferentes estrategias de crecimiento de
las plantas creciendo en distintos niveles de fosforo disponible.

En el tercer experimento de esta tesis (Capitulo IV) sobre las mismas especies
analizadas en los Capitulos II y III se caracterizaron respuestas de recuperacion post-
defoliacion de las plantas creciendo en condiciones de bajo y alto suministro de fosforo.
Las especies mostraron respuestas contrastantes a la defoliacion reguladas por la presencia
de micorrizas y el suministro de fosforo. En E. elongatus en bajo fosforo, las micorrizas en
plantas defoliadas establecieron una relacion mutualista entre ambos simbiontes; mientras
que, en alto fosforo la relacion fue parasitica. Contrariamente, en la especie U. brizantha en
ningun caso la presencia de micorrizas gener6 efectos negativos sobre el rebrote de las
plantas defoliadas. En la bibliografia pocos estudios describen los efectos de las micorrizas
en gramineas forrajeras (Grimoldi et al. 2005), y hasta el momento, no existe ningin
antecedente que haya abordado el estudio del efecto combinado de las micorrizas y el
suministro de fosforo sobre el crecimiento de gramineas forrajeras cultivadas sujetas a
defoliacion. Por lo tanto, los resultados obtenidos en este capitulo de la tesis son un claro
avance en la comprension de las respuestas involucradas en la recuperacion post-
defoliacion de gramineas forrajeras cultivadas con distinta respuesta micorricica.

De manera integradora de los Capitulos II y III de esta tesis, encontré que la graminea
tropical U. brizantha es la especie mas afin a las micorrizas debido a que obtiene mayores
beneficios relativos (i.e. en produccion de biomasa) de la simbiosis que E. elongatus.
Adicionalmente, se observaron distintas estrategias de las especies relacionadas con la
eficiencia en el uso del fosforo, siendo U. brizantha la especie que hizo un mejor
aprovechamiento de los aportes de fosforo provenientes de las micorrizas y/o fertilizacion.
Luego, pude comprobar que en plantas defoliadas de U. brizantha (la especie con mayor
respuesta micorricica, Capitulos II y IIT), nunca se evidencia el compromiso defoliacion vs.
micorrizas (Capitulo IV). En esta especie, la complementariedad entre los simbiontes es
evolutivamente mas alta y efectiva que ni siquiera en condiciones de estrés de carbono (i.e.
defoliacion intensa) se encuentran efectos negativos de los hongos micorricicos sobre el
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crecimiento de las plantas. En cambio para E. elongatus, en bajo fosforo las micorrizas son
beneficiosas y no se presenta un compromiso; sin embargo, en condiciones de alto fosforo
los hongos micorricicos generan un efecto parasitico sobre el rebrote de las plantas
defoliadas (Capitulo IV). Dicha respuesta coincide con la menor sensibilidad que tiene E.
elongatus a formar micorrizas caracterizada previamente en los Capitulos II y III. Por lo
tanto, el Capitulo IV de esta tesis constituye la primer evidencia experimental de que el
grado de compromiso entre defoliacion intensa y micorrizas se relaciona con el grado de
respuesta micorricica de la especie hospedadora y el suministro de fosforo. Los resultados
obtenidos a partir de esta tesis (y los interrogantes que surgen a partir de la misma), aportan
nuevos conocimientos sobre estas especies en relacion a las micorrizas, a la eficiencia en el
uso del fosforo y a su capacidad de recuperacion post-defoliacion en presencia de hongos
micorricicos bajo diferentes situaciones de suministro de fosforo. La informacion generada
en esta tesis servird de base para mejorar el conocimiento de aspectos basicos de la relacion
de las plantas con hongos formadores de micorrizas arbusculares en gramineas forrajeras
templadas y tropicales. No obstante, es importante destacar que a efectos de extender o
extrapolar los resultados obtenidos a condiciones naturales, las respuestas observadas
deberian ser previamente validadas en experimentos a campo lo que permitira plantear
objetivos de produccion y conservacion de la funcionalidad de las relaciones simbidticas en
sistemas pastoriles.
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