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Resumen

El mantenimiento de la composicion floristica dptima, dada por la dominancia
de las gramineas C; perennes sobre las anuales, es altamente relevante en pasturas
templado- humedas. Las decisiones culturales tales como los arreglos de siembra, las
fertilizaciones y las frecuencias de defoliacion, son clave para lograrlo. El objetivo de
mi tesis fue analizar los mecanismos involucrados en la dindmica de las relaciones de
competencia intra e interespecifica entre los componentes gramineas C; perenne y
anual/bianual y el efecto de diferentes frecuencias de defoliacion y de la fertilizacion
nitrogenada sobre la persistencia y la productividad de la graminea perenne. Se
realizaron dos ensayos manipulativos en distintos niveles de organizacidn y escalas
temporales. En el primero, se analizaron los mecanismos morfogénicos y estructurales
involucrados en la dindmica de las relaciones de competencia entre Dactylis glomerata
L. (pasto ovillo, perenne) y Bromus willdenowii Kunth (cebadilla, anual/bianual),
durante el establecimiento temprano. Se establecieron cuatro combinaciones de siembra
-solo cebadilla, solo pasto ovillo y cada especie rodeada por vecinos de la otra- sin 'y
con fertilizacion nitrogenada invernal. Las variables bajo estudio se registraron en tres
cohortes de macollos de la planta objetivo, el principal y los aparecidos 20 y 30 dias
después de la fertilizacion. Ambas gramineas rodeadas por anuales fueron restringidas
en la ocupacion espacial horizontal y subterranea. Las mayores tasas de elongacion
foliar y la longitud total de ldminas verdes y de pseudotallos indicaron una mayor
jerarquia de la graminea anual en captura de luz. Los vecinos anuales causaron
disminuciones de la vida media foliar de los macollos mas jovenes y retrasaron la tasa
de aparicién de hojas en el macollo principal y en los aparecidos 20 dias post-
fertilizacion. Ademas, disminuyeron los nimeros de hojas expandidas y vivas en los
macollos de edad intermedia de las dos especies y redujeron la tasa de aparicidon de
macollos, su densidad por planta y su biomasa radical. En el segundo ensayo, las
frecuencias de defoliacidn se definieron por el nimero de hojas presentes por macollo y
por la especie guia. Las altas frecuencias de defoliacion afectaron consistente y
negativamente a la especie perenne. La desventaja de las defoliaciones frecuentes,
habiendo o no fertilizado, se expreso en incrementos del filocrono y disminuciones en
las tasas de acumulacion de biomasa tanto radical como aérea, y en el contenido de
hidratos de carbono de reserva durante la implantacion de la pastura. Se propone que los
cuatro mecanismos principales de regulacion del crecimiento y de la habilidad
competitiva son la tasa de aparicidn de hojas, la tasa de elongacién foliar, el nimero de
hojas expandidas y la biomasa radical. El conocimiento de la respuesta de dichas
variables ante cambios en el ambiente bidtico y abidtico permitird la toma de decisiones
culturales y de manejo sobre bases objetivas.

Palabras clave

Composicion floristica optima de la pastura, competencia inicial intra e interespecifica, Dactylis
glomerata L., Bromus willdenowii Kunth., fertilizacion nitrogenada invernal, cohortes de
macollos, frecuencia fisiologica optima de defoliacion, tasa de aparicion de hojas, tasa de
elongacién foliar, hojas expandidas por macollo, biomasa radical.
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Competition regulatory mechanisms between an annual and a
perennial C; grasses in sowing multiespecific communities

Abstract

Optimal floristic composition maintenance, given by the dominance of perennial
C; grasses over the annuals, is highly relevant in humid- temperate pastures. Cultural
decisions, such as seeding arrangements, fertilization and defoliation frequencies, are
key factors for achieving this proposal. The aim of my thesis was to analyze the
mechanisms involved in the dynamics of intra-and interspecific competition between
perennial and annual/biennial C; grasses components and the effects of different
defoliation frequencies and nitrogen fertilization on persistence and productivity of
perennial grass. Two manipulative tests at different levels of organization and time
scales were performed. In the first one, morphogenetic and structural mechanisms
involved in the dynamics of competitive relationship between Dactylis glomerata L.
(cocksfoot, perennial) and Bromus willdenowii Kunth (prairie grass, annual/ biennial)
were analyzed during early pasture establishment. Four seed combinations were
established -only prairie grass, only cocksfoot and each species flanked by neighbours
of the other one- with and without winter nitrogen fertilization. The variables under
study were recorded in three tiller cohorts of target plants, the main tiller and those
appeared 20 and 30 days after fertilization. Both grasses when they are flanked by
annual plants were restricted in horizontal and underground space occupation. Greater
leaf elongation rate, and total green lamina length and pseudostem height per tiller
indicated a greater hierarchy in light capture of annual grass. Annual neighbours
decreased the leaf lifespan in the younger tillers and caused a delay in the leaf
appearance rate on the main tiller and in the cohort that appeared 20 days post-
fertilization. In addition, they decreased the number of expanded and living leaves in
intermediate tillers age cohorts of the two species, and reduced the tiller appearance
rate, tiller density per plant and root biomass. In the second trial, defoliation frequencies
were defined by the number of leaves per tiller and species guide. Higher defoliation
frequencies affected firmly and negatively the perennial species. The disadvantage of
frequent defoliation, whether or not fertilized, was expressed in phyllochron increases
and decreases in the accumulation rates of aerial and root biomass, and carbohydrate
reserves during pasture implantation. It is proposed that the four main mechanisms
which control the growth and competitive ability, are leaf appearance and leaf
elongation rates, the number of expanded leaves and root biomass. Knowledge of the
responses of these variables to changes in the biotic and abiotic environment will allow
cultural and management decisions based on objective data.

Keywords

Optimal pasture floristic composition, intra- and interspecific initial competition,
Dactylis glomerata L., Bromus willdenowii Kunth., winter nitrogen fertilization, tiller
cohorts, optimal physiological frequency defoliation, leaf appearance rate, leaf
elongation rate, expanded leaves per tiller, root biomass.



Capitulo 1
Introduccion general




1.1 PLANTEO DEL PROBLEMA

La expansion de la agricultura estd generando la necesidad de intensificar los
sistemas ganaderos en nuestro pais. Las pasturas constituyen una alternativa valida para
satisfacer los requerimientos animales debido a su elevada productividad potencial,
asociada a que se siembran en los ambientes mds productivos, con genotipos mejorados
y se fertilizan. Sin embargo, los resultados de las siembras, de la fertilizacion
nitrogenada y frecuencia de defoliacidon en las pasturas, no siempre son los esperados,
ya que éstas muchas veces sufren cambios floristicos que reducen la persistencia en el
tiempo, la calidad forrajera y afectan la productividad de la comunidad vegetal.

A diferencia de las comunidades naturales, la estructura y el funcionamiento de
las pasturas se basan enteramente en decisiones humanas. Sin embargo, quienes trabajan
con pasturas han tenido poco acercamiento a los conceptos ecoldgicos para disefiar y
manejar mezclas y han relegado el problema del mantenimiento de una composicion
floristica deseable, solo a las practicas de manejo posteriores a la siembra (Kemp y King
2001). Las malas decisiones iniciales pueden conducir a las pasturas a estados de
deterioro irreversibles y por lo tanto, imposibles de ser modificados por acciones de
manejo posterior. Un proceso productivo virtuoso se inicia desde el momento en que se
planifica la siembra.

Por lo tanto, el problema del mantenimiento de la composicidn floristica de las
pasturas exige la comprension de las relaciones de competencia, interferencia y
facilitacion entre las especies que la componen y de cdmo dichas relaciones se ven
modificadas por las decisiones culturales iniciales como los genotipos elegidos para
mezclar y las densidades de siembra a utilizar (Harris 2001, Kemp y King 2001) y por
otras posteriores, como la fertilizacion nitrogenada y la frecuencia de defoliacion, que

permitan regular el crecimiento y optimizar la composicion floristica.



1.2. MARCO TEORICO

Importancia de las decisiones culturales iniciales sobre la composicion floristica

deseable de comunidades implantadas

Las decisiones en cuanto a las formas de vida, grupos funcionales y especies
inicialmente elegidos para ser mezclados, asi como también de la densidad y el disefio
de siembra de los mismos, deben basarse en principios ecoldgicos basicos, asociados a
la limitacién de nicho impuesta por las condiciones del ambiente y a las interacciones
bidticas (Harris 2001). El primer principio —ajuste ambiental- es el de buscar la
correspondencia entre las especies y el ambiente donde seran sembradas. Esta
correspondencia depende de la respuesta de las especies a la temperatura y a la
disponibilidad o exceso de agua y nutrientes en el suelo. Las especies incluidas en las
mezclas deben ser capaces de sobrevivir, crecer y competir en dicho ambiente. El
segundo principio ecologico a tener en cuenta para asegurar la persistencia de las
especies sembradas a largo plazo, es que la mezcla debe incluir especies que
rapidamente puedan ocupar el espacio inhibiendo el establecimiento de las malezas que
puedan regenerarse o germinar a partir del momento de la siembra. El tercer principio es
el de seleccionar una mezcla versatil capaz de ocupar la heterogeneidad de los
micrositios del ambiente o nichos ecoldgicos (Clark 2001). Las mezclas pueden emplear
mejor los recursos disponibles en el ambiente si las especies componentes tienen
distintos umbrales de tolerancia a la escasez de distintos recursos, pueden satisfacer sus
requerimientos a partir de distintos espacios aéreos y/o subterraneos, tienen morfologias
contrastantes o respuestas reguladas por la temperatura (por ejemplo especies C3y C40
anuales y perennes) que logran alcanzar sus niveles Optimos de crecimiento en
diferentes estaciones del afio - separacion temporal de nichos- (Hazard y Ghesquiere

1995, Harris 2001, Bartholomew y Williams 2005). De esta forma cada especie requiere



diferente nivel de recursos de ese ambiente y puede explotar un nicho en el que estd
mejor capacitada que sus competidores para sobrevivir. Sin embargo, esta conformacion
de las mezclas inevitablemente inducird una variacion en la distribucion de las especies

en el espacio y a lo largo del afio.

Las especies sembradas, sus interacciones competitivas y las condiciones
abidticas definiran el curso de la sucesion (Harris 2001). Eso genera la necesidad de
gestionar los momentos y la forma de intervenir, a fin de minimizar la competencia
(Bartholomew y Williams 2005) y promover la complementacidn entre las especies, lo
que se traduciria en un mejor funcionamiento y productividad, menor enmalezamiento y
una mayor persistencia de las comunidades implantadas. Las decisiones humanas
influencian las interacciones competitivas entre especies coexistentes, asi como su
respuesta al ambiente. Tales interacciones, determinan qué especies seran capaces de
sobrevivir y funcionar bien bajo condiciones de crecimiento cambiantes (Lazenby y
Tow 2001, Kemp y King 2001, Bahmani et al. 2003, Zhai et al. 2004) y cuales
disminuiran su abundancia (Noy-Meir et al. 1989, Wilson y Shay 1990). Sin embargo,
el curso de la sucesion puede ser alterado por el uso de fertilizantes o el manejo de la
defoliacion (Harris 2001). Por lo tanto, el manejo econdomico y ambiental sustentable de
las pasturas debe basarse en una vision integral de las mismas como sistema y en el
entendimiento de los procesos que controlan los cambios en su composicion floristica

(Garden y Bolger 2001).

A diferencia de lo que ocurre con los cultivos para grano, quienes disefian y
manejan pasturas deben buscar optimizar la composicion floristica mds que maximizar
la productividad (Kemp y King 2001). A fin de optimizar la composicion floristica se

debe alcanzar un estado en la que las gramineas perennes y las leguminosas dominen



sobre las gramineas anuales (Kemp et al. 2000, Kemp y King 2001, Laidlaw y Teuber
2001). En general, las pasturas dominadas por gramineas perennes tienen una mejor
funcion ecosistémica que las dominadas por anuales, debido a las interacciones
especies-ambiente en la transformacion del flujo de energia y materia (carbono, agua,
minerales). Entre dichas funciones se destacan el control en el flujo de nutrientes y la
mayor fijacion de carbono, entre otras (Garden y Bolger 2001, Lazenby y Tow 2001).
Gracias al desarrollo de un sistema radical mas profundo que el de las anuales, realizan
un uso mas eficiente del agua y capturan nitratos desde estratos profundos, todo lo cual
disminuye la salinizacion y acidificacion de los suelos (Kemp et al. 2000, Kemp y King
2001) al controlar mejor su lixiviacion. También, mejoran las condiciones fisicas del
suelo (Garden y Bolger 2001). Asimismo, los tapices dominados por especies perennes,
presentan menor variabilidad productiva a lo largo del afio que los dominados por
anuales y proveen una mas completa cobertura del suelo que reduce la invasidon de
malezas (Kemp et al. 2000, Lazenby y Tow 2001). La baja tasa de crecimiento de
dichas especies perennes impone una menor productividad potencial inicial. El
componente graminea anual en las pasturas influencia la dindmica de las gramineas
perennes (Garden y Bolger 2001). En estas circunstancias, la alta tasa de crecimiento de
las gramineas anuales fertilizadas podria contribuir al desplazamiento de las gramineas

y leguminosas perennes (Suding et al. 2005).

Respuestas morfogénicas y estructurales de plantas de gramineas C; a las

interacciones competitivas tempranas

Las pasturas son ecosistemas complejos en los que cada planta individual

interactiia con individuos de la misma y de diferentes especies simultdneamente (Kemp



y King 2001) y en las que las competencias intra e interespecifica afectan severamente
su crecimiento (Lemaire y Chapman 1996). La competencia, interaccion entre plantas
que comparten recursos limitantes, lleva a una reduccion en el nimero de sobrevivientes
y/0 a una disminucidn en su crecimiento (Begon et al. 1996). La competencia en las
pasturas ocurre desde el momento mismo de la siembra e influye sobre la dindmica
poblacional, que incluye la germinacidn, el establecimiento, el reclutamiento, la

fecundidad, la tasa de mortalidad y la fenologia (Kemp y King 2001).

La proximidad a otras plantulas frecuentemente ejerce efectos negativos aunque
a veces puede mejorar la germinacion y la supervivencia de las mismas (Linhart 1976,
Skinner 2005). A medida que cada planta individual germina, las relaciones espaciales
y temporales con otras plantulas vecinas determinan el éxito de ese individuo (Skinner
2005). Las especies forrajeras se consideran establecidas cuando 4 6 5 hojas y por lo
menos 2 raices adventicias han aparecido en las plantulas (Ries y Svejcar 1991,
Sanderson et al. 2002). El establecimiento es una etapa critica en la sobrevivencia de las
plantulas, que requiere asegurar un rapido desarrollo de area foliar y un niimero critico
de raices (Sanderson et al. 2002), de manera de interceptar luz (Hume 1991a) y ocupar
rapidamente el espacio; esto contribuye a la habilidad competitiva de las especies
(Black et al. 2006). Las interacciones tempranas en la linea de siembra dependen de la
identidad, tamafio, cercania y numero de vecinos, habilidades competitivas y
heterogeneidad de recursos edaficos (Fowler 1982, Murphy y Briske 1992, Stoll y
Weiner 2000, Silvertown y Wilson 2000, Sanderson y Elwinger 2002). El lento o pobre
establecimiento de algunas gramineas perennes las hace susceptibles a la competencia
(Robson et al. 1988, Andrews et al. 1997, Harris 2001). En esta etapa las diferencias
entre especies de gramineas en las caracteristicas y el tamafio de su sistema radicular

son muy relevantes ya que les pueden brindar una capacidad competitiva diferencial



(Nurjaya y Tow 2001). Por eso, durante el establecimiento, las interacciones tempranas
planta- planta tienen influencia en las habilidades competitivas de las poblaciones
(Eagles et al. 1982) y son decisivas en el éxito potencial y en el balance de largo plazo
entre las mismas. La comprension de los mecanismos de las interacciones tempranas
entre gramineas C; anuales y perennes permitird analizar y regular la composicion

floristica futura.

El estudio de las interacciones competitivas entre las poblaciones que componen
las pasturas tiene algunas aristas conflictivas. Si bien no existe controversia en cuanto al
concepto de competencia en si mismo, si la hay en cuanto a la definiciéon de habilidad
competitiva (Goldberg 1997) y a las maneras de evaluarla y medirla (Kemp y King
2001) bajo distintas condiciones ambientales (Aerts 1999). En general, el disefio de
experimentos de competencia involucra un compromiso en el cual algunos factores son
ignorados, a pesar de su importancia para la competencia, buscando hacer posible el
estudio de otros (Sackville Hamilton 2001). Existen tres grandes enfoques: a)
experimentos directos, que manipulan la competencia entre plantas individuales o entre
poblaciones y pueden en algunos casos extrapolarse mediante modelos a la escala de
comunidad, b) inferencia de la habilidad competitiva de distintas poblaciones a partir de
caracteres medidos en las plantas y relacionados con sus estrategias, y c¢) inferencia a
partir de la interpretacion de los cambios en composicion floristica en el tiempo a partir
de estudios de campo (Kemp y King 2001). Este ultimo enfoque permitiria inferir
relaciones competitivas entre especies, que reflejan los resultados de la competencia en
plazos largos (Wilson y Gitay 1995). Sin embargo, para estudiar la competencia inicial
entre gramineas C; en la linea de siembra parecen mas adecuados los dos primeros

enfoques por ser de corto plazo (Wolfe y Dear 2001).



Dentro del primer enfoque, numerosos estudios han medido directamente las
interacciones entre plantas ya sea de la misma (competencia intraespecifica) o de
distintas especies (competencia interespecifica) y evaluado el resultado de la
competencia en funcion de la performance de una planta objetivo. La performance ha
sido caracterizada generalmente a partir de variables como emergencia, supervivencia,
biomasa aérea y radical, numero de macollos, altura, fenologia o nimero de semillas
producidas. En ellos se utiliza la exclusion de plantas vecinas, la comparacidn de stands
puros vs. mezclas, y la comparacion bajo densidades, distancias de siembra y
disponibilidades de nutrientes variables (Fowler 1982, Berendse y Aerts 1984, Benner y
Bazzaz 1987, Goldberg 1987, Miller y Werner 1987, McGraw y Chapin III 1989, Di
Tommasso y Aarsen 1991, Duralia y Reader 1993, Wilson y Tilman 1993, Berendse
1994, Lowe et al. 2003; entre otros). La disponibilidad de nitrogeno afectd la
competencia entre Bromus tectorum, anual, y Bouteloa gracilis, perenne , en pastizales
naturales en el oeste de los EEUU. En los niveles minimos de nitrogeno ninguna especie
fue afectada por la competencia. A medida que la disponibilidad de nitrégeno aumentd,
el incremento en la biomasa aérea de Bromus fue mas negativamente afectada por la
competencia intraespecifica en relacion a la interespecifica, mientras que lo contrario
ocurrid con Bouteloa. Las especies anuales, de rapido crecimiento, tienen mejor
respuesta al agregado de ntrégeno respecto de aquellas nativas y perennes; sin embargo
los bajos niveles de nitrogeno son capaces de reducir la presion competitiva de las
primeras sobre las segundas (Lowe et al. 2003). También es frecuente, en el caso de
adicion de nutrientes, la manipulacion del tipo de competencia: solo aérea, solo radical
o total a fin de determinar algunos de los mecanismos involucrados en la competencia
(Jorgensen 1994, Rajaniemi 2002). Existe abundante informacion referente a las

interacciones entre plantas adultas (Harper 1977), sin embargo existe relativamente



poca informacién disponible sobre las interacciones entre plantulas durantes la etapa de
establecimiento y de implantacidon (hasta el primer afio del cultivo) de pasturas (sin
embargo ver Sanderson et al. 2002, Skinner, 2005).

En relacion al segundo enfoque, existen distintos marcos tedricos acerca de la
relacion entre las estrategias de las plantas y su habilidad competitiva, a partir de los
cuales se puede predecir el resultado de la competencia. Los modelos conceptuales de
Grime (1977, 1979) y Tilman (1982) conducen a predicciones diferentes. La teoria de
Grime (1979) propone un compromiso entre tolerar el estrés y la habilidad para
competir y, ademas, la competencia por luz es el fenomeno mas importante que guia la
dinamica de la vegetacion. Como consecuencia un buen competidor por luz también lo
es por recursos edaficos, en cambio Tilman (1982) propone que la habilidad competitiva
y la tolerancia al estrés por un recurso dado, pueden ser conferidos a partir de los
mismos rasgos (Lazenby y Tow 2001). De acuerdo a Tilman, existe un compromiso
evolutivo que impide que las plantas puedan maximizar simultaneamente el
crecimiento, asociado a la captura de luz, y la captura, retencion o conservacidon de
nutrientes (Aerts 1999). Esto parece imponer un compromiso entre la habilidad de las
especies de competir por recursos del suelo o por luz. Este compromiso entre factores
ambientales impondria patrones diferenciales de particion del carbono. En efecto los
buenos competidores por N tendrian alta particién hacia raices y baja a hojas, baja
concentracion de N en los tejidos y baja particion a las semillas y los buenos

competidores por luz tendrian particiones opuestas (Tilman 1990).

Sin embargo, las escuelas de Tilman y Grime no son mutuamente excluyentes.
Cada teoria puede ser aplicada a distintas circunstancias. La teoria de Grime hace
predicciones utiles en ambientes productivos o ricos, como los de las pasturas, mientras

que la de Tilman es mas adecuada para entender sistemas pobres en nutrientes y durante
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periodos de tiempo mas prolongados (Kemp y King 2001). A su vez, Goldberg (1990)
distinguié dos componentes en la habilidad competitiva. La respuesta competitiva es la
habilidad de las plantas para crecer y resistir la supresion por la presencia de vecinos y
el efecto competitivo es la habilidad de las plantas vecinas de reducir el crecimiento de
un individuo o de una especie objetivo. Peltzer y Wilson (2001) integraron los rasgos de
las plantas que confieren alta respuesta y alto efecto competitivo a partir de datos de
Grime 1977, Grime 1979, Tilman 1987, Tilman 1990, Berendse y Elberse 1990, entre
otros. Por otra parte, Berendse y Elberse (1990) y Berendse (1994) en un intento por
reconciliar ambas teorias, sugirieron que en ambientes fértiles las especies mas
competitivas son aquéllas que tienen altas tasas de adquisicion de recursos del suelo,
crecimiento aéreo y captura de luz. En cambio en suelos pobres en recursos, dominaran
las especies con bajas tasas de crecimiento, asociadas con un alto grado de conservacion
de recursos. Por lo tanto, a lo largo de gradientes nutricionales, los mecanismos de la
competencia cambian de ser principalmente por competencia subterranea por nutrientes
en ambientes de bajos recursos, a ser aérea por luz en ambientes ricos en nutrientes
(Wilson y Tilman 1991). En ambientes ricos, la competencia por luz es el mecanismo
mas importante y determina la capacidad de compartir otros recursos (Grime 1977,
Lemaire 2001). Como la luz es un recurso que varia en el espacio en forma
unidireccional, los rasgos que distinguen competidores exitosos por luz son aquéllos
que conducen a superar en altura a los vecinos: arreglo espacial de las hojas en estratos,
con relativamente mas area foliar en el estrato superior que en los inferiores (Grime
1979, Aerts 1999). Por otra parte, los modelos mecanisticos, que infieren competencia,
han demostrado experimentalmente que una competitividad superior estd asociada con

la tasa potencial de crecimiento y sus componentes; rasgos morfoldgicos y fisiologicos
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(Poorter 1989, Lambers y Poorter 1992, van der Werf et al. 1993, Garnier y

Vancaeyzeele 1994, Reich et al. 2003, entre otros).

Si bien es claro que los rasgos vinculados a la competencia por luz tienen una
importancia ecofisioldgica clara, tal vez no sean suficientes para caracterizar la
capacidad competitiva de las plantas dentro de las comunidades de pasturas porque a)
existe cierta incertidumbre sobre la prediccion de los resultados de competencia sin
medir directamente las interacciones entre especies (Kemp y King 2001), b) no resultan
suficientes para identificar los mecanismos ecofisiologicos responsables de los efectos o
de las respuestas a la competencia (Lemaire 2001) y c) ademds, la capacidad
competitiva no es fija (Bullock 1996, Kemp y King 2001) y puede variar en el tiempo,
dependiendo de las condiciones de manejo y las variaciones térmicas e hidricas
estacionales, que condicionan la disponibilidad de nutrientes en ambientes ricos
(Bullock 1996, Kemp y King 2001). Por lo tanto, dado que la competencia es de
naturaleza dindmica, solo puede ser entendida en la medida que evoluciona en el tiempo
en respuesta al crecimiento inicial, a las condiciones del sitio y a las interacciones e

interferencias entre las especies y entre éstas y el ambiente (Zhai et al. 2004).

Grime (1977, 1979) y Tilman (1982, 1989, 1990) demostraron que ciertos rasgos
morfologicos y fisioldgicos estan asociados a la competitividad. Sin embargo, estos
rasgos no solo son caracteristicas inherentes a las especies sino que también resulta de
las respuestas plasticas de las plantas a la competencia. Asi las diferencias entre rasgos
morfoldgicos entre especies de la misma comunidad pueden revelar mas una diferencia
en su posicion jerarquica en la captura de luz y en la adquisicion de recursos edaficos
dentro del stand, que una diferencia intrinseca entre especies (Lemaire y Millard 1999,

Lemaire 2001). En canopeos densos, como lo son los de las pasturas, la dependencia del
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sistema radical de la energia capturada por las hojas, impone una fuerte jerarquia entre
la competencia por luz y por los recursos del suelo entre plantas coexistentes; el éxito en
un tipo de competencia refuerza la posibilidad de éxito en el otro. Esta vision es
consistente con una aproximacion dindmica de la interferencia entre plantas y cuestiona
severamente el establecimiento de jerarquias competitivas estaticas (Lemaire 2001). Por
lo tanto, solo estudios dindmicos que usen rasgos morfoldgicos podrian permitir la
distincion entre la capacidad competitiva intrinseca de una especie y su respuesta

plastica a la intensidad de la misma dentro de un stand (Lemaire 2001).

Esta aproximacion ecofisioldgica, al igual que la propuesta por Grime (1977),
considera a la competencia por luz como el proceso mas importante que determina la
capacidad de compartir otros recursos pero no contradice la teoria de Tilman (1982), ya
que la misma también considera a la luz como el principal recurso limitante en
ambientes edaficamente ricos. La jerarquia desarrollada entre plantas dentro de un stand
para adquirir luz y nutrientes, puede ser el resultado de respuestas generadas durante las
etapas iniciales del desarrollo del canopeo y de la habilidad para percibir
tempranamente la presencia de plantas vecinas (Lemaire y Millard 1999). Cualquier
ventaja en altura ganada cuando las plantas son pequefias representa una ventaja inicial
en el curso de la competencia, que puede exacerbarse con el tiempo en la medida que
interceptan mas luz y sombrean a sus vecinos (Tremmel y Bazzaz 1993). Sin embargo,
no solo la biomasa del vecino sino también su identidad determinaran la biomasa de la
planta objetivo, ya que diferentes vecinos poseen diferentes rasgos especificos
asociados a su habilidad competitiva (Tremmel y Bazzaz 1993). Entonces, resulta
necesario entender los mecanismos y la dindmica de las interacciones entre genotipos de
distintas formas de vida, midiendo directamente dichas interacciones en distintos

niveles de organizacién de los individuos o macollos: hojas y de la metapoblacion o
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planta (White 1979): macollos y raices, durante el establecimiento de la pastura
(Skinner 2005). En esa etapa se define la jerarquia y el espacio que cada genotipo
ocupara luego en el canopeo, afectando marcadamente la composicion futura de la

comunidad (Ross y Harper 1977, Eagles et al. 1982).

A fin de comprender y regular la dindmica de las interacciones planta- planta
durante el establecimiento en pasturas multiespecificas (Skinner 2005), no es suficiente
con entender el equilibrio funcional (Lemaire y Millard 1999); es decir la coordinacién
entre el crecimiento y el desarrollo radical y el aéreo (Brouwer 1963), discutida
precedentemente. Es necesario considerar tanto el enfoque trofico -intensidad de luz, la
intercepcidn de luz y el ingreso de fotoasimilados- como el morfogenético - temperatura
y demografia de organos- en una metapoblacion (Lemaire y Agnusdei 2000). Una
planta es considerada una metapoblacion compuesta por una poblacidén de individuos
genéticamente idénticos, unidades estructurales o modulos; en contraposicidn a la idea
de poblacidn, individuos genéticamente diversos (White 1979, Sugiyama 1995, Sattler y
Rutishauser 1997). En relacion al enfoque trofico, los patrones de crecimiento de las
plantas difieren entre formas de vida. En particular se demostrd que los patrones de
particion del carbono difieren entre gramineas anuales y perennes. En Lolium
temulentum, una graminea anual, la actividad meristematica estaba concentrada en su
meristema apical mientras que en Lolium perenne, especie perenne, la actividad estuvo
balanceada en los tres principales centros meristematicos: region del meristema apical,
meristemas axilares y meristemas radicales (Ryle 1970). Sin embargo, Robson et al.
(1988) observaron una prioridad de particidon hacia la produccion de macollos hijos en
detrimento de los ya existentes durante el crecimiento vegetativo en las gramineas
perennes respecto de las anuales, y una mayor proporcién de biomasa particionada a

vainas, aunque no a laminas y raices (Garnier 1992). Los patrones de particion del
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carbono entre gramineas anuales y perennes fueron ademads, plasticos a la luz y las
diferencias entre ambas se amplificaron con el aumento del tamafio de las plantas y con
la disminucion de la cantidad de luz. En plantas que crecian con poca luz, casi el 90%
del carbono fue acumulado en el meristema apical y los meristemas de la hoja en
especies anuales mientras que en especies perennes, la cantidad de carbono que se
movia hacia los meristemas axilares y raices era similar a la hallada en el meristema

apical (Ryle 1970).

La particion de fotoasimilados es parte del programa morfogenético de la planta
(Gautier et al. 1999) y sigue una jerarquia entre distintos destinos dentro de la planta:
hojas en crecimiento, tallos, nuevos individuos y raices, en orden decreciente de
prioridad (Durand et al. 1991, Gastal y Durand 2000). La sintesis de estructuras aéreas y
radicales depende del balance entre la demanda morfogenética de dichos destinos
meristematicos en competencia dentro de la planta (Chapman y Lemaire 1993, Lemaire
y Chapman 1996, Lemaire y Millard 1999) y la disponibilidad de sustratos carbonados,
aunque esta jerarquia podria alterarse por cambios en la intensidad estacional del

destino, vinculado a la fenologia, o en distintas formas de vida: anuales vs. perennes.

La morfogénesis (Figura 1.1.), el proceso de desarrollo de la parte aérea de la
planta (Sugiyama 1995, Sattler y Rutishauser 1997), es un proceso dinamico que resulta
de la tasa de aparicion de organos -organogénesis- y del balance entre el crecimiento y
la senescencia de las estructuras de la planta (Cruz y Boval 2000). Representa la
adquisiciéon dinamica de la forma de la planta (Lemaire y Chapman 1996); esta
controlada basicamente por el genoma (Lemaire y Chapman 1996, Gastal y Durand
2000). Entre las variables morfogénicas se destacan la tasa de aparicion foliar (TAF;

inversa del filocrono; el tiempo que demanda la completa expansién de una hoja), la
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tasa de elongacion foliar (TEF), la longevidad de las hojas (vida media foliar=VMF;
intervalo entre la aparicion y el comienzo de la senescencia de la hoja) (Lemaire y
Chapman 1996, Lemaire y Agnusdei 2000) y la tasa de aparicion de macollos (TAM;
Hirata y Pakiding 2002) (Figura 1.1), responsables del desarrollo del area foliar y de la
radiacion interceptada por las especies (Bélanger 1996). El proceso estd regulado
basicamente por la temperatura. Habitualmente se considera que la temperatura base de
crecimiento en las gramineas C; es de 3 a 5 grados (Lemaire y Agnusdei 2000, Mills
2007). En la mayoria de las especies Cs, la respuesta de la TAF a la temperatura es
lineal (Lemaire y Agnusdei 2000). Diversos estudios han mostrado una relacion lineal
entre la TEF y la temperatura entre los 2 y los 24° C (Williams y Biddiscombe 1965,
Peacock 1975, Thomas y Norris 1981, Gastal et al. 1992, Berone et al. 2007) o

exponencial entre los 5 y los 17° C (Lemaire y Agnusdei 2000).

La morfogénesis también se encuentra bajo la regulacion de factores ambientales
que afectan su expresion -plasticidad fenotipica-: la temperatura, el estatus hidrico y
nitrogenado y el espectro de radiacidn, entre otros (Lemaire y Chapman 1996, Gastal y
Durand 2000). La plasticidad fenotipica es la capacidad de un determinado genotipo de
producir multiples o diferentes fenotipos bajo diferentes condiciones ambientales
(Bradshaw 1965, Valladares et al. 2007). Si bien los antecedentes permiten deducir
grandes cambios morfogenéticos en respuesta a la competencia, existe muy poca
informacion que lo demuestre.

Una de las razones por las que no se han estudiado las variables morfogénicas en
ensayos de competencia es que en general se las estudié a nivel de planta individual o
incluso de macollo -unidad basica de crecimiento- en gramineas, pese a que se acepta
que en las pasturas las plantas no crecen como individuos aislados sino como miembros

de una comunidad donde la competencia intra e interespecifica afecta severamente su
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crecimiento y su fenologia. Por lo tanto, mientras que la actividad morfogenética puede
ser analizada a nivel de unidad de crecimiento, el cambio a nivel de canopeo requiere la
comprension de las interacciones competitivas y las respuestas a la remocion de hojas
por la defoliacion (Lemaire y Chapman 1996). Registrar estos caracteres
morfogenéticos en ensayos que midan directamente la competencia permitiria evaluar
no soélo el resultado de la misma entre genotipos, sino también explicar los mecanismos
involucrados en dicho proceso. Cabe aclarar que en esta tesis se hablard de diferencias
genotipicas asociadas a diferentes especies y no a diferentes genotipos dentro de una
especie. En este sentido también resulta relevante separar —mediante ensayos
factoriales- el efecto abidtico del estrés impuesto a las plantas por sus vecinas lo que
permitiria determinar el rol del ambiente y de las interacciones entre especies en el

control de la composicion de pasturas (Peltzer y Wilson 2001).

La morfogénesis juega un rol importante en la determinacion de la habilidad
competitiva de las especies dentro de una comunidad (Lemaire y Millard 1999). Los
rasgos morfogénicos deben ser tenidos en cuenta al comparar el crecimiento entre
especies y a la hora de formular mezclas, dado que sélo el conocimiento de su fenologia
no resulta suficiente (Calviere y Duru 1995). Cuando mayores sean la TAF, TEF, VMF
y TAM (Figura 1.1) mayor serd la biomasa del macollo (Virkajarvi y Javeranta 2001) y
la tasa de crecimiento de la especie. Sin embargo, existen compromisos entre las
variables morfogenéticas, asociadas a la existencia de restricciones estructurales: a) la
TAF esta inversamente relacionada con la VMF porque cada especie tiene un nimero
de méaximo de hojas vivas por macollo, b) la TEF no puede crecer indefinidamente
porque cada especie tiene un tamafio potencial maximo de hoja, ¢) la TAF determina el
limite de la TAM ya que cada hoja tiene en su axila una yema (Lemaire y Chapman

1996, Gautier et al. 1999, Bahmani et al. 2000, Lemaire y Agnusdei 2000, Nelson
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2000). Estas restricciones son determinantes del compromiso en la asignacion de
asimilados entre el numero y el tamafio de macollos en una planta (Sugiyama 1995).
Cuando las plantulas crecen como si fueran plantas aisladas o cuando los canopeos son
poco densos, tiende a incrementarse la densidad de macollos mientras que en canopeos
sombreados, disturbados sélo con defoliaciones laxas o poco frecuentes, tiende a

incrementarse el tamafio de los macollos (Virkajérvi y Javeranta 2001).
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Figura 1.1. Modelo conceptual general de la morfogénesis y del crecimiento de las gramineas C; que relaciona las caracteristicas morfogénicas
(en verde) y estructurales (en rosado) con las sefiales del ambiente (adaptado de Lemaire y Chapman 1996, Lemaire y Agnusdei 2000, Lemaire et
al. 2009).
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El tamafio del macollo (Figura 1.1) depende del méximo nimero de hojas vivas
(NHv) que puede sostener (Hume 1991a, Lemaire y Chapman 1996, Virkajarvi y
Jarvenranta 2001, Agnusdei y Colabelli 2007, Berone et al. 2007 a, b, Berone y
Dreher 2007) y del tamafio final de sus hojas (Lemaire y Chapman 1996, Lemaire y
Agnusdei 2000). Esta ultima variable estructural se relaciona basicamente con la
TEF (Volontec y Nelson 1984, Nelson, 2000) y/o con la duracién del periodo de
elongacion de cada hoja (Lemaire y Agnusdei 2000). E1 NHv surge de la relacion
entre la vida media foliar (VMF) y del tiempo que demanda en aparecer dicha hoja,
el filocrono, o su inversa la TAF (NHv* filocrono= VMF, Lemaire y Chapman
1996, Lemaire y Agnusdei 2000). La compensacion entre tamafio y densidad de
macollos tendria una fuerte componente genética (Bahmani et al. 2000) pero también
podria estar regulada por las sefiales ambientales tanto directas como mediadas por el

efecto de la identidad de los vecinos.

En situacion de competencia por luz se reduce su cantidad, su intercepcion y
el ingreso de carbono a la planta -efecto directo- y también cambia la composicion
espectral de la misma, su calidad: disminucidon de la relacion rojo: rojo lejano
(R:RL), que promueve respuestas fotomorfogénicas plasticas de tolerancia o evasion
al sombreo -efecto indirecto- (Gautier et al. 1999, Lemaire y Millard 1999). Estas
respuestas morfoldgicas estdn relacionadas con estrategias de minimizacion de la
reduccion del ingreso de C en la planta y de optimizacidn en el posicionamiento del
area foliar en estratos menos sombreados, respectivamente (Lemaire 2001). Las
plantas pueden percibir una reduccion en la relacion R: RL de la luz reflejada por la
vegetacion cercana, indicador de proximidad de vecinos, y responder antes que sean

directamente sombreadas (Ballaré et al. 1987, 1990). Las respuestas de evasion al
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sombreo implican cambios en el largo de los entrenudos, en la longitud del tallo, la
disminucién de la proporcion de biomasa particionada a hojas y a raiz, el aumento
del angulo de insercion de las hojas (hojas mas erectas), ademads de la disminucién de
la densidad de macollos (Deregibus et al. 1985, Casal et al. 1987, Ballaré et al. 1987,
Aphalo et al. 1999, Zhu et al. 2014, entre otros). Este mecanismo, mediado por el
fitocromo, es ventajoso porque le permite a las plantas evitar la competencia por luz
en canopeos densos (Casal y Smith 1989). La disminucién de la relacion R: RL
promueve la dominancia apical y provoca el aumento de asignacion de recursos a la
parte aérea - alargamiento de los drganos aéreos ya existentes: hojas y vainas- (Robin
et al. 1994, Smith y Whitelam 1997, Briske 2007). La baja irradiancia también
enlentecid el desarrollo ontogénico en Tritricum aestivum (Bos y Neuteboom 1998) y
en Lolium perenne (Gautier et al. 1999) que condujo a la disminucion de la TAF
(Varlet-Grancher et al. 1997); aunque en general la TAF es una respuesta menos
plastica que la TEF y el macollaje (Nelson 2000). El acortamiento de la longevidad
de las hojas (disminucion de la VMF), otra de las respuestas plasticas, puede deberse
a un compromiso entre particionar N a mantener la actividad fotosintética de las
hojas existentes o construir nuevo tejido de hojas de manera de optimizar la
economia de nitrégeno, la capacidad fotosintética y el balance de carbono de la
planta (Chabot y Hicks 1982, Gastal y Lemaire 2002, Wingler et al. 2006). La
senescencia se acelera debido a un decrecimiento en la relacion R:RL (Rousseaux et

al. 1996, Wingler et al. 2006).

La densidad de macollos es muy sensible al ambiente luminico. El macollaje
es importante durante el establecimiento del cultivo y en la regeneracion de los
canopeos luego que los 4pices han sido removidos por la defoliacion (Jewiss 1972)

en canopeos reproductivos. Una baja densidad de macollos refleja una pobre
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perennidad (Cooper y Saedd 1949, Hume 1991a). La densidad de macollos (Figura
1.1) depende de la TAM vy ésta de la TAF (Davies 1974, Gautier et al. 1999, Nelson
2000, Bahmani et al. 2000). En plantas espaciadas, el macollaje depende
principalmente del filocrono pero en canopeos densos, aumenta la competencia y con
ella disminuye la luz PAR y la relacion R:RL- dentro del canopeo (Davies y Thomas
1983, Deregibus et al. 1985, Casal et al. 1986, Gautier et al. 1999) que reduce el
macollaje (Deregibus et al. 1985, Casal et al. 1987). Laterra et al. (1997) mostraron
que en comunidades no pastoreadas, la estructura de plantas de Paspalum dilatatum
y su dindmica de macollaje variaron de acuerdo a si el vecino era Lolium
multiflorum, Festuca arundinacea, Distichlis spicata o Stenotaphrum secundatum.
Entonces, no solo la performance individual sino también la dindmica poblacional

estan determinadas por el vecindario (Watkinson y Gibson 1985, Laterra et al. 1997).

Asi como los rasgos morfogenéticos son plasticos a luz, también lo son al
nitrogeno. Muchos estudios han evaluado variables morfogénicas y estructurales en
respuesta al nitrégeno en distintas especies forrajeras, aunque en general en plantas
aisladas (Fustec et al. 2005) o sin especificar las condiciones de crecimiento que
fueron utilizadas (por ejemplo la temperatura base utilizada; Lemaire y Agnusdei
2000). La nutricién nitrogenada opera principalmente a través de la dinamica del
crecimiento de la hoja, la densidad de macollos y la expansiéon del indice de area
foliar (IAF; Belanger et al. 1992, Marino et al. 1995). Dichos estudios han mostrado
que el nitrégeno promueve la TAF, la TEF, la VMF y TAM en varias especies
anuales y perennes dependiendo del IAF del canopeo (Lemaire y Salette 1982,
Simon y Lemaire 1987, Belanger et al. 1992, Gastal et al. 1992, Gastal y Nelson
1994, Mazzanti et al. 1994, Marino et al. 1995, Lemaire y Chapman 1996, Lattanzi

et al. 1996, 1997, Duru y Ducrocq 2000 a,b, Lemaire y Agnusdei 2000, Cruz y Boval
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2000, Gastal y Durand 2000, Lawlor 2002) que permiten aumentar la cobertura del
suelo e incrementar la radiacion solar interceptada (Mazzanti et al. 1994). De hecho,
la respuesta al nitrogeno esta conducida por el cambio en la TEF mds que en las
otras variables morfogenéticas. En pastos cespitosos el efecto del agregado de
nitrogeno sobre la TAF es muy bajo pero puede provocar aumentos de la TEF de
hasta 3 o 4 veces (Gastal et al. 1992, Lemaire y Agnusdei 2000, Cruz y Boval 2000,
Gastal y Lemaire 2002). El efecto del N esta mas determinado por un aumento en el
numero de células, aunque so6lo en un corto plazo, que por el incremento en la tasa de
expansion de cada una (Volontec y Nelson 1983, Gastal y Durand 2000). El
nitrogeno puede tener efectos muy distintos sobre la VMF, dependiendo del IAF del
canopeo, ya que reduce la senescencia de hojas, extendiendo su vida efectiva (Lawlor
2002), pero cuando el IAF es alto puede contribuir a incrementar la cantidad de
material senescente de hoja, debido al aceleramiento de la muerte de tejidos
(disminucion de la VMF) asociada al autosombreo dentro del canopeo (Calviere y
Duru 1999). El efecto del nitrogeno sobre la TAM también depende del IAF
(Lemaire y Salette 1982, Simon y Lemaire 1987). A bajo IAF, el macollaje se ve
limitado por la oferta de carbono y a alto IAF, por la relacion rojo:rojo lejano que
inhibe la activacién de yemas axilares (Deregibus et al. 1985, Casal et al. 1987).
Aunque el conocimiento sobre la regulacion de la senescencia de oOrganos en
respuesta al N es atn limitada (Gastal y Durand 2000), la existencia de los
compromisos descriptos pueden explicar las respuestas erraticas a la fertilizacion N
encontradas en cultivos monoespecificos. Por ejemplo, la fertilizacion nitrogenada
realizada en un momento en el que el IAF es alto, puede causar una caida en la TAM
que no pueda ser compensada por el incremento en la TEF, induciendo un efecto

neto neutro sobre el crecimiento. Entonces, la compensacion tamafio y densidad de
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macollos tendria una fuerte componente genética pero también estaria regulada por

las sefiales ambientales: luz y nutrientes.

Ademas de las relaciones y compromisos descriptos, un aspecto importante y
poco estudiado del problema es que las cuatro variables morfogénicas varian en las
sucesivas cohortes de macollos y a lo largo de la vida de cada planta. Los macollos
de mayor jerarquia muchas veces condicionan la respuesta de los macollos
subordinados, de ubicacion mas basal y por ende sometidos a condiciones mas
extremas de sombreado, debido a la particion preferencial de carbono y N hacia el
macollo principal. Esto corresponde a un cambio de wuna estructura
predominantemente horizontal a una mas vertical (Lemaire y Millard 1999). Pese a la
importancia de la edad del macollo como condicionante de las respuestas
morfogenéticas a los signos ambientales, la mayor parte de los estudios las
caracterizan a partir de un promedio de macollos de diferentes edades (Gautier et al.
1999) o bien unicamente a partir de registros en el macollo principal (excepto Davies
1974, Hume 1991, Bos y Neuteboom 1998, Bahmani et al. 2000, Bultynck et al.

2004, Evers et al. 2005, Fustec et al. 2005).

La defoliacion como disturbio regulador de la composicion floristica de las

pasturas

El manejo de la defoliacion tiene un rol central como modelador del
crecimiento, la estructura y la composicion floristica de las pasturas. En
comunidades, las interacciones planta- planta son perturbadas por eventos de

defoliacion que tienen un efecto directo en el funcionamiento de Ilas plantas
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defoliadas. Ese efecto estd asociado a respuestas fisiologicas relacionadas con la
reduccion del ingreso de carbono como resultado de la pérdida de area foliar —
limitacion trofica- y en un plazo mayor, a cambios en su arquitectura —signo
mecanico- (Gautier et al. 1999, Lemaire y Agnusdei 2000, Lemaire 2001, Cullen et
al. 2006). También, se produce un efecto indirecto a partir de la modificacion de las
condiciones microambientales generadas por las plantas vecinas (Lemaire 2001). En
este sentido, la defoliacion es un disturbio que relaja temporalmente la competencia
entre las plantas por liberacion de recursos —luz, agua y nutrientes- y controla
temporalmente su intensidad (Briske y Heischmidt 1991). La defoliacion reduce la
ventaja competitiva ganada por los genotipos que emergen antes y tienen atributos de
altas tasas de crecimiento, macollaje, expansion del area foliar y exploracién
radicular y suelen tener alta estatura (Milthorpe 1961). La pauta de defoliacion, las
caracteristicas de las especies —la velocidad de recuperacidn, el tamafio de cada
genotipo y el contenido de reservas- y la forma en que la pauta de defoliacion
impacta sobre las caracteristicas de las especies —respuesta plastica- regulan la
dindmica de las interacciones competitivas por el espacio. Eso puede favorecer a
ciertas especies y condicionar la persistencia de otras a mas largo plazo (Duru y
Delaby 2003, Belesky 2006), afectando la estructura y el funcionamiento de la

comunidad.

La pauta de defoliacion —frecuencia e intensidad- determina el area foliar
remanente de las plantas. El area foliar remanente define qué especie/s en una mezcla
interceptard/n inicialmente mas luz que provea energia para el rebrote. Una menor
frecuencia —mayor tiempo que media entre dos eventos sucesivos de defoliacion-, no
necesariamente conduce a una mayor productividad de los canopeos (Belesky 2006)

sino que incluso puede producir la muerte de individuos y complicar la persistencia
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de ciertas especies. En defoliaciones muy intensas se deja poco tejido remanente y se
remueve una gran cantidad de meristemas. Sin embargo, bajo similar altura de
defoliacion, la proporcion de biomasa removida por la defoliacion es menor en
macollos pequefios respecto de macollos de gran tamafio (Sugiyama y Nakashima
1995). La frecuencia e intensidad de la defoliacién y la morfologia de la especie
condiciona la capacidad de recuperacion de las plantas porque determina el tipo de
tejido removido —meristemas intercalares de lamina y de vainas o s6lo meristemas de

vainas, durante el crecimiento vegetativo de las plantas (Richards 1993).

La habilidad competitiva estd determinada, ademdas de por el area foliar
remanente, por la velocidad de recuperacion del area foliar mediada por respuestas
morfogénicas, la tasa de aparicion de hojas —TAF-, tasa de elongacion foliar -TEF-
y tasa de aparicion de macollos “-TAM- propias de las especies o plasticas al evento
de la defoliacion. El pobre rebrote de Festuca arundinacea fue atribuido a su baja
TAF (189- 230°C.dia, Lemaire y Chapman 1996, Lemaire y Agnusdei 2000) cuando
se realizaron defoliaciones intensas —remocion de todas las ldminas totalmente
expandidas —(Kemp et al. 2001). Sin embargo, la defoliacion también actiia
modificando ciertos rasgos morfogénicos. La defoliacién disminuyo el filocrono —
inversa de la TAF- s6lo en poblaciones de hojas largas de Lolium perenne (Gautier et
al. 1999). La iniciacidn de macollos fue el proceso mas sensible a la defoliacion
(Donaghy y Fulkerson 1998, Gautier et al. 1999, Cullen et al. 2006). La produccion
de macollos se redujo drasticamente al aumentar la frecuencia de defoliacion en
Lolium ssp. aunque no se modifico en Bromus wildinowii (Hume 1991b). Sin
embargo, podria existir un efecto especie- especifico de las altas frecuencias de

defoliacidn sobre la TAF, la TEF o la produccién de macollos -TAM- que pueden
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condicionar las interacciones competitivas entre especies coexistentes y su

persistencia en el tapiz.

Ademas de la velocidad de recuperacion del area foliar en la regulacion del
balance competitivo entre especies, importa el tamafio potencial de cada especie al
final del periodo de rebrote. Existe una correlacion negativa entre el tamafio del
macollo y la habilidad de rebrote luego de la defoliacién conducida por diferencias
en rasgos morfogénicos de los macollos. La habilidad competitiva se incrementa con
el tamafio del macollo, relacionado con la habilidad de competir por luz, pero el
rebrote disminuye con €l (Sugiyama y Nakashima 1995, Sugiyama 1999, Silvertown
y Wilson 2000). El cultivar Hokuryo de Festuca arundinacea, de pocos macollos
grandes —baja TAF pero alta TEF-, presentd baja habilidad de rebrote y mejor
resultado competitivo respecto del cultivar Kentucky 31 (Sugiyama y Nakashima
1995) debido a que las plantas que tienen macollos grandes, tienen menor cantidad
de meristemas disponibles para el rebrote y menor proporcion de hojas y
pseudotallos en los cuales los carbohidratos de reserva pueden ser almacenados
(Sugiyama 1999). Los genotipos de alta TAF tienden a producir un alto nimero de
hojas cortas —baja TEF- por macollo y una alta densidad de macollos, muchos
macollos pequefios, conformando una estructura corta y densa y un hdbito de
crecimiento postrado que le permiten ser exitosos en tapices intensamente defoliados.
Contrariamente, un genotipo de baja TAF producird pocas hojas largas por macollo y
una menor densidad de macollos, conformando una estructura potencialmente alta de
las plantas; altamente competitiva bajo defoliaciones laxas y/o infrecuentes (Hazard
y Ghesquiére 1995, Sugiyama 1999, Lemaire y Agnusdei 2000). Por lo tanto, el
tamafio del macollo puede tener efectos positivos o negativos en la dominancia

competitiva (Sugiyama 1999) de acuerdo a las caracteristicas de la defoliacion.
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La biomasa remanente parece ser mds importante que el area foliar
remanente como determinante del rebrote (Fulkerson 1994). La acumulacion de
carbohidratos de reserva (HCR) en el material remanente y en las raices (Donaghy et
al. 2008) y su movilizacién luego de una defoliacion o un estrés, puede también
conferir una ventaja competitiva sobre una planta con menor cantidad de reservas
(Nurjaya y Tow 2001), por lo menos en el corto plazo. También una defoliacion
muy intensa condiciona severamente la capacidad de almacenamiento de HCR
(Donaghy y Fulkerson 1998). Cuanto menos frecuente es la defoliacion, mayor
cantidad de HCR son almacenados y por lo tanto mayor peso de ldminas y macollos
durante el periodo de recuperacion (Hume 1991b, Rawnsley et al. 2002; Turner et al.
2006a,b). Los HCR son importantes en gramineas C; durante 3 a 6 dias, luego de
una defoliacidon (De Visser et al. 1997, Schnyder et al. 2000) luego de los cuales los
fotosintatos provenientes de la fotosintesis actual se transforman en la principal
fuente de carbono para las plantas (Richards 1993, Cullen et. al. 2006). Los HCR
declinan a medida que son usados para el recrecimiento aéreo, el destino prioritario
de asimilados que le permite a las plantas restablecer rapidamente su drea foliar para
captar luz y en consecuencia realizar un aporte de carbono para nuevo crecimiento
(Richards 1993, Lemaire y Chapman 1996, Rawnsley et al. 2002, Turner et al.
2006¢, Donaghy et al. 2008). La prioridad de particion del carbono cambia luego de
la defoliacion: hojas — raices - iniciacidn de nuevos macollos (Cullen et al. 2006).
Inmediatamente luego de una defoliacion, el crecimiento de la raiz y su actividad
disminuyen y hasta cesan (Richards 1993, Donaghy y Fulkerson 2001) y existe una
demora en el recrecimiento de la raiz. La iniciacion de nuevos macollos no comienza
hasta que se reasume el crecimiento de la raiz (Cullen et al. 2006). Recién cuando

una nueva hoja por macollo ha recrecido un 75%, la planta tiene adecuada capacidad
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fotosintética para crecimiento y mantenimiento. Solo después de este momento
comienza la recuperacion de los HCR y el crecimiento de la raiz (Donaghy y
Fulkerson 2001, Rawnsley et al. 2002). La exportacion de C hacia las yemas axilares
comienza recién cuando la hoja ha alcanzado por lo menos el 80% de su largo final
(Schnyder et al. 2000). Por lo tanto, la iniciacion de macollos seria el proceso mas
sensible a la defoliacidn, el recrecimiento de raices seria medianamente sensible y la
refoliacion seria insensible al contenido de HCR (Cullen et al. 2006). El impacto
negativo del aumento de las frecuencias de defoliacion, y por lo tanto en la reduccidon
de los HCR, en la iniciaciéon de macollos y en el incremento de la materia seca de
raices en Lolium perenne fue demostrado en varios estudios (Donaghy y Fulkerson
1998 y 2001). Cuanto mas frecuentemente un pasto es defoliado, menos crece su raiz
y esa planta es mas vulnerable a condiciones ambientales adversas —periodos
calurosos o secos- o estrés competitivo (Nurjaya y Tow 2001, Donaghy y Fulkerson
2001). Entonces, la cantidad de reservas almacenadas ha sido relacionada con la
persistencia de las plantas en respuesta al estrés ambiental o a la competencia, debido
a su efecto sobre el crecimiento radical que restringe la absorcion de agua y
nutrientes (Davidson y Milthorpe 1966), y puede tener consecuencias sobre el resto
de la planta y sobre su habilidad competitiva respecto a otras plantas (Fulkerson y
Donaghy 2001).

Sin embargo, el destino de los HCR puede variar entre especies asi como el
periodo de dependencia en los mismos. Los patrones de particion de los HCR pueden
variar entre especies de acuerdo a su tolerancia a la defoliacion. En Festuca
arundinacea, especie de menor tolerancia a la defoliacion respecto de Lolium
perenne (Richards 1993, Dawson et al. 2000), el crecimiento de hojas y de raices

tuvieron una prioridad similar en la particion de HCR (Donaghy et al. 2008). La
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menor TAF de Festuca en comparacidn con raigras perenne es posiblemente la
consecuencia de los patrones contrastantes en la particion de HCR (Donaghy et al.
2008). Asimismo, la corta dependencia descripta de los HCR puede incrementarse en
situaciones de alta competencia —sombreo- (Donaghy y Fulkerson 2001).

Por lo tanto, las plantas pueden presentar respuestas a la defoliacion
relacionadas con rasgos morfogénicos y estructurales, que impactaran sobre su
habilidad para competir. Dichas respuestas dependeran de la frecuencia e intensidad
de defoliacion a las que sean sometidas, por afectar diferencialmente la cantidad y
tipo de tejidos meristematicos remanentes, la velocidad de reestablecimiento del area
foliar -capacidad de refoliacion- y el nivel de hidratos de carbono de reserva (HCR)
en el remanente y raices.

La frecuencia pareceria mas importante que la intensidad de defoliacion a la
hora de regular el balance competitivo entre especies (Hume 1991b, Slack y
Fulkerson 2000, Fulkerson y Donaghy 2001). La frecuencia de defoliacion
usualmente se basa en el nimero de dias de descanso o los dias necesarios para que
el canopeo alcance una determinada altura o biomasa (Donaghy et al. 2008). Sin
embargo, estos métodos no atienden las necesidades fisiologicas de las especies. Una
frecuencia optima de defoliacion en un pasto se basa en el tiempo que demanda la
completa expansion del numero méaximo de hojas vivas (NHV=VMF (vida media
foliar)/filocrono; Lemaire y Agnusdei 2000) que puede sostener un macollo. Esta
etapa ontogénica del macollo o edad de rebrote, coincide con el comienzo de la
senescencia de la primera hoja producida después del ultimo corte, la hoja mas vieja
del macollo -VMF- (Fulkerson y Slack 1994, Berone et al. 2008) y constituye el
minimo tiempo requerido para la recuperacion de los HCR —basicamente fructosanos

en gramineas- (Fulkerson y Slack 1994, Fulkerson y Donaghy 2001). Un intervalo de
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defoliacion que se base en la edad de rebrote es un método superior en el manejo de
la defoliacion de las pasturas, ya que refleja la recuperacion de la planta a la
defoliacidn; permite maximizar las tasas de crecimiento, recuperar el nivel de
reservas, reasumir el crecimiento de las raices, incrementar el macollaje, mantener la
calidad del forraje para los animales y mejorar la persistencia de las especies
(Fulkerson y Slack 1994, Donaghy y Fulkerson 1997, Donaghy et al. 1997,
Fulkerson y Donaghy 2001, Rawnsley et al. 2002, Turner et al. 2006a,b, Donaghy et
al. 2008). Entonces, el mantenimiento de las frecuencias Optimas de defoliacion
permite mejorar el crecimiento, la habilidad competitiva y la persistencia de las
especies (Fulkerson y Donaghy 2001).

Algunos estudios evaluaron el efecto de la frecuencia de defoliacion basados
en un criterio fisidlogico en monoculturas de especies anuales y perennes (Fulkerson
y Slack 1994, Rawnsley et al. 2002, Turner et al. 2006a,b,c, Donaghy et al. 2008). El
momento dptimo de defoliacion es diferente en cada especie (Fulkerson y Donaghy
2001): 3 hojas por macollo en Lolium spp. (Fulkerson y Donaghy 2001); 4
hojas/macollo en Phalaris aquatica cv. Sirosa y 2,5-3 en Festuca arundinacea
(Nelson 2000, Lemaire y Agnusdei 2000, Watson et al. 2001, Donaghy et al. 2008).
Sin embargo, en cultivos pluriespecificos respetar la frecuencia fisioldgica 6ptima de
una especie puede impactar negativamente sobre el crecimiento y la persistencia de
otra/s por imponerle una alta frecuencia de defoliacion a la/s especie/s
acompafiante/s, sobre todo cuando se trata de mezclas de distintos ciclos de vida con
diferentes optimos.

La recuperacion de la defoliacion no solo depende de la capacidad intrinseca
de la planta y de las caracteristicas de la defoliacion, sino también del ambiente

bidtico y abidtico —luz, agua y nutrientes- de la planta (Richards 1993). La tasa de
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absorcion de nitratos disminuye por efectos de la defoliacion, -el proceso requiere
energia proveniente de fotoasimilados-, recuperandose gradualmente a medida que el
indice de area foliar (IAF) y el aporte de carbono se van incrementando (Lemaire y
Chapman 1996). El rebrote inicial estd directamente determinado por el nivel de
almacenamiento de nitrégeno (N) y su removilizacion (Ourry et al. 1994). La
disponibilidad de N modifica el efecto de la defoliacion; las plantas que crecen con
altos niveles de N fueron afectadas mas negativamente que aquellas a las que no se
les suministro6 N adicional (Ferraro y Oesterheld 2002). Sin embargo, estas
respuestas pueden variar segun se trate de intensidad o de frecuencia de defoliacion.
Altas intensidades de defoliacion solo tuvieron un efecto negativo sobre la absorcion
de N en plantas de Lolium perenne que recibieron altos aportes de N; siendo la
removilizacidn de reservas el mecanismo que aportd el N a las hojas en crecimiento.
Lo contrario ocurrié en aquellas plantas que crecieron con bajo N; mantuvieron la
absorcion de N siendo escasa su removilizacion debido a su bajo contenido de
reservas. En cambio, la alta frecuencia de defoliacion no modificé la absorcion de N,
su removilizacién y particion entre raices, hojas adultas y hojas en crecimiento
aunque si la arquitectura de las plantas. Al incrementar el nimero de macollos por
planta, la particién y movilizacién de N a las hojas en crecimiento disminuyo en los
macollos individuales; siendo ademas menor la cantidad de N en situaciones de bajo

aporte de N (Lestienne et al. 2006).

1.3. SISTEMA Y ESPECIES BAJO ESTUDIO

Las pasturas en Argentina

Las pasturas templadas de nuestro pais tienen una estructura heterogénea y

crecen durante todo el afio, aunque se establecen relaciones de hasta 10 a 1 en
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términos de productividad primaria neta aérea entre periodos de maximo (primavera)
y minimo crecimiento del forraje (invierno) (Mazzanti y Arosteguy 1985). Este
patron estacional de crecimiento es explicado por las fluctuaciones del ambiente ya
que las bajas temperaturas del otofio- invierno restringen el crecimiento de las
especies forrajeras (Deinum y Sibma 1980, Marino et al. 1995) y por el desarrollo
fenoldgico de las especies integrantes del stand. A veces el patron de crecimiento se
ve modificado por las interacciones competitivas (Kemp y King 2001). Las bajas
temperaturas también son responsables de las severas reducciones en la tasa de
mineralizacion del nitrogeno del suelo (Vazquez y Barberis 1982, Powlson 1993). A
fin de disminuir esa estacionalidad productiva intraanual, las pasturas mixtas
templadas de la regién pampeana se suelen fertilizar con nitrégeno en otoflo y/o en
invierno, debido al potencial de respuesta al nitrogeno de la poblacion de las
gramineas anuales y su elevada tasa de crecimiento otofio- invernal.

En ambientes templado himedos de nuestro pais, heterogéneos en el tiempo y
en el espacio, las mezclas utilizadas suelen incluir gramineas C; anuales y perennes y
leguminosas erectas y rastreras. Bromus unioloides H.B.K=Bromus willdenowii
Kunth=Bromus catharticus Vahl (cebadilla criolla=BW), graminea anual o bianual -
con presencia de macollos de ciclo anual o bianual- (Schneiter y Rimieri 2001) y
Dactylis glomerata L. (pasto ovillo=DG), perenne, son habitualmente sembradas en
un disefio de lineas alternas con leguminosas erectas, Medicago sativa L. (alfalfa) o
Trifolium pratense L. (trébol rojo) en pasturas de rotacion corta cuando la primera
por razones edaficas no prospera (Scheneiter et al. 2008). Asimismo, la leguminosa
rastrera, Trifolium repens L. (trébol blanco) es sembrada al voleo. Las dos gramineas
mencionadas pertenecen a la subfamilia de las Festucoideas y a la tribu Festuceas.

BW es una especie nativa de Argentina (Berone et al. 2007b, Berone et al. 2008) y/o
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de las planicies templadas del cono sur de América del Sur (Maddaloni y Ferrari
2001, Schneiter y Rimieri 2001), alta, con hojas anchas y pocos macollos grandes
(Hume 1991a). A la latitud de la provincia de Buenos Aires y con adecuada
provision de agua, B. willdenowii crece durante todo el afio y tiene una acumulacidon
maxima de forraje durante la primavera. Su floracion ocurre desde principios de la
primavera hasta fines del verano, apareciendo su inflorescencia principal entre
octubre y noviembre (Schneiter y Rimieri 2001). Entre un 39 y un 59% de la
densidad de macollos entran en estado reproductivo dentro del afio de la siembra
(Scheneiter y Rimieri 2001, Scheneiter et al. 2008), aunque existen grandes
diferencias entre cultivares (Hume 1991a). Esta floracion anticipada de la especie
anual define un crecimiento mas rapido y temprano que el de las especies perennes,
en este caso D. glomerata, aunque con un periodo de crecimiento mas corto (Pitelka
1977, Jackson y Roy 1986). El crecimiento de DG tiene una distribucién bimodal
(Sanderson et al. 2002) con un pico productivo maximo en primavera y uno segundo,
mas acotado, durante el otofio. Hill y Pearson (1985) consideraron que la baja
capacidad de macollar de B. willdenowii era la mayor limitacién que afectaba su
desempefio en las pasturas. Esto es perjudical para esta especie ya que la hard

dependiente del mecanismo de la resiembra para poder perpetuarse dentro del tapiz.

Antecedentes vinculados al establecimiento de las especies estudiadas en la

presente Tesis

Existen diversos estudios -con diferentes objetivos- que incluyen a D.
glomerata (Davidson y Milthorpe 1965, van der Werf et al. 1993, Andrews et al.
1997, Duru y Ducrocq 2000 a,b, Scheneiter y Rimieri 2001, Duru y Ducrocq 2002,

Rawnsley et al. 2002, Sanderson et al. 2002, Sanderson y Elwinger 2004, Sugiyama
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2005 a, b, Belesky 2005 a, b, Cullen et al. 2006, Sinclair et al. 2006, Turner et al.
2006b,c, Peri et al. 2007,; entre otros), B. willdenowii ha sido menos estudiada en
todo el mundo por ser una especie nativa de nuestro pais. Dentro de los cultivares
mas estudiados de D. glomerata pueden incluirse a Wana, Dawn, Pennlate, Apanui y
el Porto, entre otros, y el Martin Fierro, Matua, Primabel y Bellegarde, en B.
willdenowii, pero en general se los estudi6 en cultivos puros o monoespecificos o en
mezcla con leguminosas (Bell y Richie 1989, Hume 1991 a, Scheneiter y Rimieri
2001, Scheneiter y Rosso 2005, Schneiter et al. 2008). En el caso de B. willdenowii
se han estudiado aquellos rasgos relacionados con sus raices (Roumer at al. 2006) y
la sobrevivencia de macollos en pasturas de Nueva Zelanda (Matthew et al. 2000).
En la region Pampeana se ha evaluado su dindmica de la poblacién de macollos y su
estrategia de persistencia en stands puros fertilizados con diferentes niveles de
nitrdgeno (Scheneiter y Rimieri 2001), con una combinaciéon de intensidades y
frecuencias de corte definidas en funcién del nimero de cortes estacionales o a partir
de una determinada altura del canopeo (Scheneiter et al. 2008) o en mezcla con
Medicago sativa L. —alfalfa- (Scheneiter y Rosso 2005). D. glomerata es una especie
tolerante al sombreo por lo que los sistemas silvopastoriles templados mas
productivos estan basados en ella (Devkota y Kemp 1999, Belesky 2005 a,b, 2006,
Peri et al. 2007).

Las dos especies difieren marcadamente en su velocidad de crecimiento
inicial. Mott et al. (2000) encontraron que D. glomerata y B. willdenowii diferian en
la temperatura base (Tb=°C) y en los requerimientos de tiempo térmico (Tt="Cdia) de
germinacion. Los cultivares Apanui y Wana de D. glomerata presentaron 0 °C de Tb
en tanto B. willdenowii cv. Matua, un requerimiento minimo de 1,2 °C para

germinacién. Sin embargo, los dos cultivares de D. glomerata mostraron un Tt que
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casi duplicaba el de B. willdenowii (entre 208 y 319 en D. glomerata vs. 162 °Cdia
en B. willdenowii). Adicionalmente, otros aspectos pueden influir en tasa de
emergencia de las plantulas. Por ejemplo, el peso de las semillas estd positivamente
correlacionado con el porcentaje de emergencia y el tamafio de la plantulas (Andrews
et al. 1997, Sanderson y Elwinger 2004). Las semillas de las gramineas forrajeras
templadas generalmente son pequefias en comparacion con las de los cereales. Las
semillas de D. glomerata son mucho mas pequeilas que las de B. willdenowii: D.
glomerata tiene un peso de 1000 semillas de entre 0,8 y 1,1 gramos (g) y B.
willdenowii, de entre 8 y 12 g. Otro aspecto que influye sobre la velocidad de
crecimiento inicial de ambas especies es el tamafio del coledptile y del mesocotile
(Andrews et al. 1997), ya que no todas las gramineas tienen la misma morfologia de
plantulas (Hoshikawa 1969). Durante la emergencia, D. glomerata elonga el
mesocotile mientras que B. willdenowii no lo hace (Sanderson y Elwinger 2004).
Como consecuencia B. willdenowii posee un coleoptile con mayor capacidad de
elongacion que D. glomerata. El menor tamafio de semilla y del coledptile
influencian negativamente la capacidad del D. glomerata de proteger su plumula.
Ademas de las diferencias entre especies vinculadas al proceso de germinacion,
existen diferencias entre especies en la tasa de establecimiento, independientes del
peso de las semillas y del porcentaje de emergencia. El lento o pobre establecimiento
de especies perennes como el D. glomerata las hace susceptibles a la competencia
respecto a por ejemplo raigras perenne (Robson et al. 1988, Andrews et al. 1997,
Harris 2001) pero luego pueden desarrollar plantas mas altas y de mayor area basal.
En esta etapa las diferencias entre especies de gramineas en las caracteristicas y el
tamafio de su sistema radicular son muy relevantes ya que les pueden brindar una

capacidad competitiva diferencial (Nurjaya y Tow 2001). La baja habilidad
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competitiva de las plantulas de D. glomerata fue atribuida a su lento crecimiento
radical inicial ya que representa una desventaja competitiva temprana en la captura
de nitrégeno (Nurjaya y Tow 2001). Entonces, caracteristicas propias de B.
willdenowii como germinacion mas rapida, mayor tamafio de semilla y de plantula y
mayor velocidad de desarrollo aéreo y radical de las mismas, le permitirian ser un
competidor superior respecto de D. glomerata, en tempranas etapas de crecimiento

(Nurjaya y Tow 2001).

1.4. OBJETIVOS Y RELEVANCIA

El objetivo general de la presente Tesis fue analizar los mecanismos que
determinan la dindmica de la competencia intra e interespecifica entre una graminea
C; anual/bianual y otra perenne y el efecto de diferentes frecuencias de defoliacion y
de la fertilizacion nitrogenada sobre la persistencia y la productividad de la graminea
perenne en las etapas iniciales de establecimiento e implantacion de la pastura
multiespecifica. El estudio contempld distintos niveles de organizacidon. Se plantean
en particular los siguientes objetivos especificos los que serdn desarrollados en los
distintos capitulos:

El primer objetivo especifico fue describir la dindmica de los mecanismos
morfogénicos regulatorios de la competencia de una graminea C; anual/bianual y una
perenne bajo distintos arreglos de siembra y practicas de fertilizacion nitrogenada
durante la etapa critica de establecimiento de la pastura (Capitulo 2).

El segundo objetivo especifico fue describir la dindmica de los mecanismos
estructurales regulatorios de la competencia de las dos gramineas en las condiciones

descriptas (Capitulo 3).
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El tercer objetivo especifico fue analizar el efecto de la fertilizacion
nitrogenada invernal y la frecuencia de defoliacion sobre la productividad y la
persistencia de la graminea perenne en canopeos compuestos por una graminea Cs
anual y otra perenne. El estudio evalud los mecanismos morfogénicos, estructurales y
funcionales responsables del crecimiento, la habilidad competitiva y la persistencia
de la graminea perenne durante la implantacion de la pastura (mediano plazo)
(Capitulo 4).

El cuarto objetivo especifico fue discutir las relaciones entre los cambios
morfogénicos, estructurales y funcionales de la pastura sometida a las practicas
descriptas, con procesos de mas largo plazo determinantes de la productividad y de la
composicion floristica en estas comunidades multiespecificas implantadas (Capitulo

5).

Relevancia

El marco tedrico planteado permite retomar el problema que dio origen a esta
Tesis: el mantenimiento de la composicidn floristica en pasturas, con prevalencia de
la especie perenne. Si los experimentos de esta Tesis apoyaran las hipdtesis que seran
propuestas en los capitulos subsiguientes, se podrian comprender los mecanismos
morfogénicos y estructurales involucrados en la competencia temprana entre una
especie graminea C; anual y otra perenne, mediante una metodologia novedosa,
durante la etapa critica de establecimiento de la pastura. Dado que un proceso
productivo virtuoso se inicia desde la siembra, el conocimiento de dichos
mecanismos habilitaria una mejora en la toma de decisiones respecto de la
composicion floristica deseable dado que estdn asociados con el proceso de

construccion del crecimiento, con la ocupacidn del espacio y con el desarrollo de
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jerarquias entre plantas en el canopeo. Las respuestas morfologicas adaptativas de las
plantas a la competencia en canopeos mixtos no han sido estudiados en detalle (Zhu
et al. 2014). El método empleado para registrar dichas interacciones difiere de los
tradicionales que infieren competencia sin medir directamente las interacciones entre
las especies o de aquellos que midiendo competencia, la asumen como constante o
fija a lo largo del tiempo. Asimismo, la presente Tesis pretende mejorar la
comprension del impacto de las frecuencias de defoliacion sobre los mecanismos
morfogénicos, estructurales y funcionales que condicionan el crecimiento, la
habilidad competitiva y la persistencia de la especie perenne en el tapiz en el corto y
mediano plazo —establecimiento e implantacion del cultivo-. El método de
defoliacion empleado es usado regularmente en pasturas monofiticas pero el impacto
en comunidades multiespecificas templadas atin no ha sido evaluado.

Se espera que los resultados provean conocimientos que contribuyan a disefiar
y gestionar los momentos y la forma de intervenir en estas comunidades, buscando
promover un equilibrio en la composicién floristica con menor variabilidad

productiva intraanual.

1.5. ORGANIZACION GENERAL DE LA TESIS

En la presente Tesis, el estudio del problema del mantenimiento de la
composicion floristica en comunidades vegetales implantadas y la importancia de las
decisiones culturales —arreglos y densidades de siembra, fertilizaciones y frecuencias
de defoliacion —sobre la misma serd abordado a partir de dos ensayos manipulativos
organizados en distintos niveles y escalas temporales. El mismo serd descripto en

varios capitulos en los que se pondran a prueba predicciones de las hipdtesis, que se
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consignan en los capitulos respectivos. A continuacion se consignan los aspectos mas
relevantes de la organizacidn general de la presente Tesis:

Dado que las decisiones técnicas iniciales como el disefio y la densidad de
siembra ponen a las especies en distintas situaciones de competencia inicial en la
linea de siembra, se ha tratado de distinguir entre mecanismos regulatorios de la
competencia y las respuestas plasticas de las especies durante el establecimiento de
la pastura (en crecimiento no disturbado). En el Capitulo 2 se analizara la dindmica
del crecimiento en los niveles de organizacion de hojas y macollos -en cohortes de
distinta edad- y en el corto plazo (aproximadamente 100 dias), de una graminea
anual/bianual y otra perenne, creciendo en situaciones de competencia intra e
interespecifica cuando se realiza fertilizacion nitrogenada durante el invierno. En el
Capitulo 3 se analizaran la dinamica del crecimiento y los patrones de distribucion
de la biomasa en los niveles de organizacion de macollos y plantas en las referidas
situaciones de competencia y practica de fertilizacion. Esto permitird analizar el
impacto de diferentes vecinos en la competencia planta- planta a partir de un
enfoque dinamico de las interacciones competitivas entre gramineas de distintas
formas de vida, basdndose en el estudio de rasgos morfogénicos y estructurales,
responsables del proceso de construccidn del crecimiento y determinantes de la
ocupacion inicial del espacio y de las jerarquias entre plantas en un canopeo;
también, condicionantes de la composicion floristica futura de la comunidad.

Asimismo y dado que el control de la remocidn del canopeo impacta sobre el
crecimiento y la persistencia de las especies el Capitulo 4 analizara el efecto de la
frecuencia de defoliacion en el mediano plazo (durante mas de 250 dias), y su
interaccion con la fertilizacion nitrogenada invernal. El mismo focalizara en la escala

poblacional y analizard el efecto del ajuste de la frecuencia de defoliacion de
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acuerdo al optimo fisioldgico de la graminea Cs anual/bianual o de la perenne, y su
interaccion con la fertilizacion nitrogenada, sobre los mecanismos morfogénicos,
estructurales y funcionales que condicionan la productividad y la persistencia de la
graminea Cs; perenne en el tapiz durante la implantacion de la pastura. En el ultimo
Capitulo se discutiran las evidencias obtenidas para las hipdtesis sobre las respuestas
propias de los genotipos y plésticas de gramineas C; anuales y perennes a diferentes
situaciones de competencia, practicas de fertilizacion nitrogenada y de defoliacion
durante el proceso de implantacion de comunidades multiespecificas de pasturas

(Capitulo 5).



Capitulo 2
Mecanismos morfogénicos de regulacion de la competencia entre dos
gramineas Cj;: influencia de los vecinos y del nitrogeno

Gatti M.L., Ayala Torales A.T., Cipriotti P.A. and Golluscio R.A. (2013) Leaf and tiller
dynamics in two competing C3 grass species: influence of neighbours and nitrogen on
morphogenetic traits. Grass and Forage Science, 68 (1), 151-164. doi: 10.1111/5.1365-
2494.2012.00881.x.
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2.1. INTRODUCCION

La expansion de la agricultura en Sudamérica estd conduciendo a la
intensificacion de la ganaderia basada en pasturas cultivadas. Especial atencidon se debe
presentar a aspectos relacionados con el manejo de la pastura, incluyendo la seleccion
de genotipos, el disefio y la densidad de siembra, y estrategias de fertilizacion y
defoliacidn, son requeridas a fin de optimizar la composicion floristica y alcanzar un
estado en el que las leguminosas y las gramineas perennes, mas que las anuales,
dominen el canopeo (Kemp et al. 2000, Kemp y King 2001, Laidlaw y Teuber 2001).
Estas pasturas perennes tienen menor variabilidad productiva y mejor funcionamiento
debido a que son mas eficientes en el uso del agua, en la captura de nitratos y en la
cobertura de la superficie del suelo (Kemp et al. 2000, Garden y Bolger 2001, Harris
2001, Sanderson et al. 2002). También, tienen un mayor resultado econdmico porque la
inversion monetaria inicial da un retorno econémico a mas largo plazo.

A fin de obtener pasturas densas y duraderas, es necesario entender los
mecanismos de regulacidn del crecimiento del canopeo usando el conocimiento de las
interacciones competitivas entre especies y la influencia de las practicas culturales sobre
ellos (Fustec et al. 2005). El establecimiento es una etapa critica en pasturas
multiespecificas (Skinner 2005), debido a que durante esta fase se define el espacio que
cada especie ocupara en el canopeo (Ross y Harper 1972).

Las plantulas de especies de lento establecimiento, como la graminea perenne
Dactylis glomerata L. (DG = pasto ovillo), tienen baja habilidad competitiva debido a
su lento crecimiento radical inicial; el que se relaciona con la captura de nitrégeno
(Nurjaya y Tow 2001). Otras especies, como la anual (o bianual) Bromus willdenowii
Kunth=Bromus catharticus Vahl (BW = cebadilla), pueden establecerse rapidamente y

excluir a aquellas de lento establecimiento (Harris 2001, Sanderson et al. 2002). La
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severa competencia ejercida por la graminea anual aumenta la variabilidad productiva
de la pastura a lo largo del afio. Ademas, la fertilizacidon nitrogenada otofial o invernal
realizada a fin de superar el déficit invernal de forraje puede tener consecuencias
negativas sobre la composicion floristica de las pasturas debido a que las gramineas
perennes y las leguminosas (especies que sostienen simbiontes fijadores de nitrégeno)
son mas susceptibles de ser excluidas bajo condiciones fertilizadas (Suding et al. 2005).

En pasturas templadas, las plantas crecen como miembros de una comunidad en
la que la competencia intra- e interespecifica afecta severamente el crecimiento
(Lemaire y Chapman 1996). Cuando otras variables que afectan el éxito del
establecimiento ya han tenido lugar, esto es el desarrollo de raices adventicias de
longitud y didmetro suficientes para asegurar el agua y los nutrientes necesarios a las
superficies fotosintéticas (Ries y Svejcar 1991), la tasa a la cual el programa
morfogenético de cada especie se desarrolla determina la tasa de crecimiento inicial. Asi
la dindmica morfogenética aérea de cada especie determina el éxito del establecimiento
del canopeo. Las variables morfogenéticas como la tasa de aparicidon de hojas (TAF), la
tasa de elongacion foliar (TEF), la longevidad de hojas (o vida media foliar=VMF)
(Lemaire y Chapman 1996, Lemaire y Agnusdei 2000) y la tasa de aparicion de
macollos (TAM) (Hirata y Pakiding 2002) tienen consecuencias en las habilidades
competitivas entre especies coexistentes (Tallowin et al. 1995) debido a que determinan
el desarrollo del area foliar y con ello, la radiacién interceptada (Belanger 1996).
También, reflejan el patrédn genético de particion de asimilados entre el nimero y el
tamafio de macollos (Sugiyama 1995). Este proceso de desarrollo vegetativo aéreo
(Sugiyama 1995) es influenciado por la heterogeneidad de recursos y por la identidad,
numero, tamafio y proximidad de vecinos (por ejemplo, Fowler 1982, Silvertown y

Wilson 2000, Stoll y Weiner 2000, Sanderson y Elwinger 2002).
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El proceso morfogenético muestra plasticidad en respuesta a sefiales ambientales
como la luz o el aporte de nitrégeno. A menudo, estas respuestas estan mediadas por los
vecinos (Ballaré et al. 1987, Casal y Smith 1989, Casal et al. 1990) y varian entre
cohortes de macollos (Lemaire y Millard 1999). La habilidad competitiva de especies
Cs anuales puede ser mejorada por la fertilizacion nitrogenada (Anten y Hirose 1998,
Nurjaya y Tow 2001). Asimismo, a veces los macollos de mayor jerarquia limitan la
respuesta de aquéllos subordinados debido a la particion preferencial de carbono y de
nitrogeno a los meristemas del tallo principal; esto en detrimento del crecimiento de los
macollos subordinados (Lemaire y Millard 1999). Como consecuencia, el macollaje
disminuye o se inhibe en condiciones de sombreo (Casal et al. 1985, Deregibus et al.
1985, Casal et al. 1986, Gautier et al. 1999, Lemaire y Millard 1999). Estas respuestas
morfoldgicas y plasticas juegan un rol importante en la determinacion de la habilidad
competitiva de los individuos dentro del canopeo (Tremmel y Bazzaz 1993, Lemaire y
Millard 1999).

Los objetivos del presente Capitulo son describir la dindmica y distinguir el
origen de los mecanismos morfogendticos que determinan las interacciones
competitivas entre una especie graminea C; anual y otra perenne durante la etapa critica
de establecimiento de la pastura, cuando se lleva a cabo fertilizacion nitrogenada en
invierno. Este Capitulo estd focalizado en dos niveles de organizacion: hojas y macollos
y analiza la dindmica de hojas de tres cohortes de macollos de plantas individuales
(planta objetivo) de la especie anual y de la perenne, rodeadas por dos plantas
individuales (plantas vecinas) de la especie anual y perenne coexistentes en la linea de
siembra durante el crecimiento no disturbado (ausencia de defoliacion). Este Capitulo

también a) asocia dichos mecanismos con la ocupacién inicial del espacio en el canopeo
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y b) evalua el compromiso entre diversos mecanismos morfogenéticos regulatorios de la
competencia.

Las hipdtesis que guian este estudio son que:

Hipotesis 2.1. Los vecinos C; anuales afectaran negativamente la ocupacion
inicial del espacio en el canopeo y el establecimiento de las especies a partir de la
modificacion de los mecanismos morfogénicos debido a la reduccion de la llegada de
luz a nivel del suelo.

Prediccion 2.1. Debido a su mayor tasa de elongacion foliar (TEF) y su mayor
captura de luz, los vecinos anuales reduciran la tasa de aparicion foliar (TAF) pero
incrementaran la TEF de las plantas objetivo y por lo tanto mejoraran la ocupacion
aérea (vertical) del espacio. Asimismo, reduciran la tasa de aparicion de macollos
(TAM) y por lo tanto limitaran la ocupacion horizontal del espacio dentro del canopeo.

Hipétesis 2.2. La magnitud de estos efectos serda mayor por la aplicacion de
nitrogeno y se expresarda en los macollos de aparicion mas temprana beneficiados en
intercepcion de luz.

Prediccion 2.2. La aplicacion de nitrogeno aumentard la TEF y la TAM y este

efecto sera mayor en los macollos mas viejos respecto de los mas jovenes.

2.2. MATERIALES Y METODOS

Condiciones ambientales

El experimento se llevd a cabo en el campo experimental de la Facultad de
Agronomia, Universidad de Buenos Aires, (FAUBA; 34°35S, 58°29W). El analisis
quimico de los horizontes superiores del suelo (0-20 cm) indicaron un pH (1:2,5) de
5,85, conductividad eléctrica de 0,20 dS m'l, contenido de carbono (Walkley Black) de

12,9 mg g, contenido de nitrégeno (Kjeldhal) de 1,5 mg g y de nitratos (SNEDD) de



46

1,86 mg kg'. El contenido de fésforo extractable (Bray and Kurtz 1) mostré una
distribucion espacial en parches en los 20 cm superficiales del suelo, entre 5,26 y 10,93
mg kg'. El periodo experimental abarcé desde la siembra el 27 de Mayo de 2008 hasta
el ultimo registro (y cosecha final) el 13 de Septiembre de 2008; fue de 109 dias. El
deficit hidrico ocurrido durante el otofio de 2008 fue la causa de la siembra tardia
realizada ese aflo. Los datos obtenidos en la estacion meteordlogica de la FAUBA
mostraron que la temperatura promedio diaria fue de 11,77 + 2,78 °C (temperaturas

minimas y maximas promedio diarias de 6,4 y 18,9 °C, respectivamente) durante el

periodo experimental (Figura 2.1.).
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Figura 2.1. Temperatura media diaria del aire (linea llena), minimas y maximas (lineas
punteadas) (°C) registradas entre la emergencia de las plantulas y la cosecha final. La
flecha indica el dia de la fertilizacion (19 de Julio). Los datos de temperatura se
obtuvieron en la estacidon climatoldgica de la Facultad de Agronomia, Universidad de

Buenos Aires (FAUBA).

Las menores temperaturas del aire ocurrieron desde el 25 de Julio al 8 de
Agosto, después se observd una tendencia levemente creciente de las mismas. La
cantidad de lluvia caida fue de 142 mm, 35% menor al promedio historico (periodo
1991-2000; Servicio Meteoroldgico Nacional). Se aplicaron riegos complementarios de
aproximadamente 11 mm, estimando una evapotranspiracion potencial y real de 128 y

117 mm, respectivamente (Catedra de Climatologia y Fenologia, FAUBA). El
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fotoperiodo se incrementé desde un minimo de 9,66 horas de luz (h dia™) a mediados de
Junio hasta un maximo de 11,79 h dia™ al final del periodo experimental (los datos
corresponden a 35° S). La radiacién fotosintéticamente activa (RFA) fue registrada
sobre y dentro del canopeo a nivel del suelo, 66 dias después de la emergencia (66-dde)
y al momento de la cosecha (85-dde), a las 12:00 hs (Sims et al. 2005), usando un
radidmetro - barra de aluminio de 50 cm de longitud- (Flujo de fotones=p MOL.m* s™).

Al momento de la cosecha, la altura del canopeo varid entre los 20 y los 35 cm desde el

nivel del suelo.

Material vegetal v diseiio experimental

Veinticuatro unidades experimentales fueron sembradas como mini-canopeos de
cinco lineas alternas de 0,18 m de largo, distanciadas 0,175 m entre lineas
(aproximadamente 0,16 m?). Tres lineas correspondieron a las gramineas, Bromus
willdenowii cv. Fortin Pergamino (BW= cebadilla; especie anual/ bianual) y Dactylis
glomerata cv. Porto (DG= pasto ovillo; especie perenne), y dos lineas que
correspondieron a Trifolium pratense cv. Redgold (TP= trébol rojo), a fin de similar la
tipica composicion de una pastura. BW es una graminea nativa de llanuras templadas
sudamericanas (Maddaloni y Ferrari 2001). Es una especie anual o bianual (Scheneiter y
Rimieri 2001), comunmente distribuida en la Pampa Humeda, donde se comporta como
una especie anual debido a la pérdida neta de macollos durante el verano; no produce
macollos de reemplazo después de su periodo reproductivo durante la primavera
(Scheneiter y Rosso 2005). La mezcla en pasturas con DG esta bien distribuida en la
Pampa Himeda. La graminea anual fue elegida debido a su mayor produccion de forraje
durante el periodo de bajas temperaturas en comparacion con la graminea perenne de

Cs.
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En cada mini-canopeo, las lineas de gramineas fueron sembradas con una
combinacion de la especie anual (BW) y la perenne (DG). Esta combinacidn de especies
correspondio a cuatro arreglos de siembra que involucraron situaciones de competencia
intra e interespecifica (BW rodeada por BW denominada como BW Bw; DG rodeada
por DG denominada como DG Dg; BW rodeada por DG denominada como BW Dg, y

DG rodeada por BW denominada como DG Bw; Figura 2.2.).

0-B75 m

Figura 2.2. Diagrama del arreglo de siembra de los cuatro mini-canopeos: a) BW
rodeado por BW (BW Bw), b) DG rodeada por DG (DG Dg), ¢) BW rodeada por DG
(BW Dg) y d) DG rodeada por BW (DG Bw). Los simbolos oscuros identifican la
planta objetivo: ¢ BW y ¢ DG; x TP; G linea de gramineas y L linea de
leguminosas.=TP

Después de la emergencia (20 de Junio, ~ 250 grados dia centigrados desde la
siembra), la densidad de plantulas fue reducida manualmente de manera de obtener
aproximadamente 200 plantulas de gramineas por m’, con 1,5 cm entre plantas. Esta
distancia entre plantulas fue usada debido a que ese espaciamiento es el usualmente
obtenido en pasturas en Argentina dos meses despucs de la siembra (Gatti et al. 2011).
Los cuatro arreglos de siembra (combinacidon de dos especies objetivo % dos especies
vecinas) y los dos niveles de fertilizacion (no=N" /si=N") (la definicién de planta
objetivo se menciona mas abajo en la seccion titulada Coleccion de datos) constituyeron
el arreglo factorial de 2 x 2 x 2 en un disefio en bloques completos al azar con tres
repeticiones. Los bloques controlaron dos fuentes de variacidn, posicion topografica y

contenido inicial de fosforo (P) en el suelo. Debido a que las leguminosas tienen alta

demanda de P, elevamos el contenido edafico del mismo a 20 mg kg™, por lo que las
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plantas fueron fertilizadas aplicando entre 42 y 68 kg P ha en los bloques con mayor y
menor contenido inicial, respectivamente (Rubio et al. 2012).

El 19 de Julio, durante el invierno, 53 dias luego de la siembra y 29 dias después
de la emergencia (dde), cada unidad experimental se fertilizé con urea con una dosis de
170 kg N ha™'; dosis que usualmente permite una respuesta lineal en la mayor parte de
las gramineas C; en la Pampa Humeda (Fernandez Grecco et al. 1995). En ese
momento, las plantas tenian uno a tres macollos y cinco a seis hojas en el macollo
principal (ver las diferencias iniciales entre especies en la seccion de Resultados); este
tamafio corresponde al comienzo de la fase de establecimiento de las plantas (Ries y

Svejcar 1991, Sanderson et al. 2002).

Coleccion de datos

Los datos fueron registrados después de la fertilizacion en la linea central de las
gramineas a fin de evitar el efecto de borde en la linea externa de las mismas, en la
secuencia de las tres plantas centrales. La planta objetivo, en la cual se llevaron a cabo
los registros, es aquella planta marcada y rodeada por dos gramineas vecinas. No se
espero efecto de borde ejercido por las lineas de leguminosas debido a su muy lento
crecimiento inicial y baja biomasa durante el periodo experimental con una baja
temperatura media diaria de 11,77 + 2,78 °C (Figura 2.1.). Las cohortes de macollos
aparecidas fueron marcadas con anillos plasticos de colores y registradas
semanalmente/quincenalmente (Matthew et al. 2000). La dindmica de hojas fue
monitoreada semanalmente en tres de esas cohortes: el macollo principal y aquellos
aparecidos 20 y 30 dias después de la fertilizacion (macollos de 50-dde/20-ddf y 60-
dde/30-ddf, respectivamente) debido a que el incremento en el nimero de células

asociado a la mayor disponibilidad de nitrégeno (N), ocurre sélo durante un plazo corto
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(Volontec y Nelson 1983, Gastal y Durand 2000). Los datos fueron registrados hasta el
comienzo del periodo reproductivo de la graminea anual (13 de Septiembre; 85 dias
desde la emergencia y 56 ddf), debido a que se considera que la competencia por
recursos estd directamente relacionada con el desarrollo vegetativo de las plantas
(Lemaire y Millard 1999). Las variables bajo estudio fueron la longitud y la fecha de
aparicion de cada hoja (punta visible de la hoja), comienzo del envejecimiento
(decrecimiento de la longitud verde de la lamina debido al proceso de senescencia) y
muerte de cada hoja sucesiva (inicio de senescencia en la punta de la hoja). Las puntas
de las nuevas hojas fueron cortadas a fin de identificar aquellas ya registradas (Duru y
Ducrocq 2000 a,b). Entre ocho y cuatro intervalos de mediciones fueron estudiados para

las hojas, de acuerdo a la edad del macollo.

Estimacion de las variables morfogenéticas

La tasa de aparicién de hojas (TAF= hojas macollo™ por dia) se define como el
nimero de hojas que aparecen por unidad de tiempo, fue calculada como la pendiente
de la regresion lineal entre el numero total de hojas aparecidas y el tiempo (Hume
1991a). El filocrono (grados dias centigrados [GDC] por hoja), el tiempo térmico
transcurrido hasta que la hoja aparece a través de la vaina de la hoja anterior, es usado
para describir y comprender el desarrollo de los pastos (Wilhelm y McMaster 1995).
Este parametro fue calculado como la inversa de la pendiente de la regresion lineal entre
el numero de hojas y el tiempo térmico (Fustec et al. 2005), considerando una
temperatura base de 4°C (Lemaire y Agnusdei 2000). La longevidad de hojas o vida
media foliar (VMF = GDC hoja™) fue estimada como el tiempo térmico que trascurrié
entre el comienzo de la emergencia de la lamina y el comienzo de su muerte. Debido a

que varias hojas se expandieron simultaneamente dentro de cada macollo, la tasa de
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elongacion de laminas fue integrada en cada unidad de crecimiento. La tasa de
elongacion foliar bruta (TEF = mm macollo™ por dia) y la tasa de senescencia foliar
(TSF= mm macollo™ por dia) por macollo fueron estimadas como el promedio diario de
la suma de las diferencias positivas o negativas, respectivamente, de la longitud verde
entre mediciones sucesivas. La tasa de elongacion foliar neta (TEF = mm macollo™
por dia) fue calculada como la diferencia entre la TEFy., y la TSF; las tasas fueron
expresadas como los mm por macollo por dia (Gastal et al. 1992, Mazzanti et al. 1994,
Torres et al. 2000, Virkajarvi y Jarvenranta 2001, Agnusdei et al. 2007, Berone et al.
2007 a,b, Berone et al. 2008). La tasa de aparicion de macollos (TAM = macollos
planta™ por dia) fue calculada como la pendiente de la regresion lineal entre el niimero
total de macollos y el tiempo (Hume 1991a). La tasa relativa de aparicion de macollos
(TRM = macollos macollo™” por dia) fue estimada como la proporcion entre la TAM
promedio y el nimero de macollos en la fecha previa (Hirata y Pakiding 2002, Bultynck
et al. 2004, Berone et al. 2008). La tasa de llenado de sitios (Lls= macollos hoja™) fue
calculada como la pendiente de la regresion lineal entre el logaritmo del numero de
macollos y el numero de hojas aparecidas en el macollo principal (Davies 1974,
Neuteboom y Lantinga 1989, Bahmani et al. 2000); mide la tasa de desarrollo de yemas
en macollos (Davies 1974). No ocurri6 muerte de macollos durante el periodo

experimental.

Analisis estadistico

Se realizaron andlisis factoriales de varianza con un nivel de significacion del 5%
siguiendo un disefio en bloques completamente aleatorizado con tres factores: especies
objetivo (dos niveles) x especies vecinas (dos niveles) x fertilizacion (dos niveles) (n=3;

24 mini-canopeos). La normalidad de los rasgos fue evaluada utilizando el test de
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Shapiro-Wilk. Las diferencias entre cohortes de macollos fueron analizadas con un
arreglo de parcela dividida (tres niveles). Como generalmente se presentaron
interacciones que involucraron a las cohortes, el analisis se dividié para cada cohorte; se
llevaron a cabo particiones por factor cuando subsistieron otras interacciones. Para
realizar los analisis estadisticos se utilizd el paquete profesional de InfoStat version 1.1

(Di Rienzo et al. 2008)

2.3. RESULTADOS

Intercepcion de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) por los mini-canopeos

Al momento de la cosecha, la intercepcion RFA fue significativamente afectada
por la identidad del vecino (interaccidn especies x vecino, F= §8,14; P=0,0128) y la
fertilizacion nitrogenada (F= 5,01; P=0,042). La intercepcion RFA de DG fue similar,
independientemente de la identidad del vecino (92,8%) y de la fertilizacién. La
intercepcion RFA de BW fue un 9% mayor cuando estuvo rodeado por un vecino de la
misma especie (92,7% cuando el vecino fue BW vs. 85,3% cuando el vecino fue DG) y

un 7% mayor cuando fue fertilizado (85,7% N vs. 92,2% N")

Nuimero de hojas en el macollo principal v nimero de macollos por planta al

momento de la fertilizacion

Al momento de la fertilizacion, 53 dias luego de la siembra y 29 dias después de la
emergencia (dde), BW tuvo un 81% mas de macollos que la especie DG (BW: 3,17 vs.
DG: 1,75; F=21,15; P=0,0002) y 21% mas hojas en el macollo principal (BW: 6,25 vs.
DG: 5,17; F=14,21; P=0,0014) (datos no mostrados). No existid un efecto significativo
de la identidad del vecino en el nimero de hojas o de macollos por planta (P =0,39 y P

=0,79, respectivamente).
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Variables morfogenéticas

Filocrono y tasa de aparicion de hojas

Durante el periodo post-fertilizacidn, el macollo principal de las plantas objetivo
de ambas gramineas presentaron filocronos cortos y similares (56,9 y 60,5 GDC hoja™,
respectivamente) (P =0,29; Cuadro 2.1.; Figura 2.3a). El filocrono del macollo principal
no fue afectado por la fertilizacion (P =0,77), pero se incrementé como consecuencia de
la vecindad de BW (62,5 y 54,9 GDC hoja” cuando el vecino fue BW y DG,
respectivamente; F= 5,52; P=0,03). Las sucesivas cohortes de macollos presentaron un
incremento en los filocronos; esta tendencia fue mas marcada en D. glomerata (desde
56,9 hasta 108,9 GDC por hoja) respecto de B. willdenowii (desde 60,5 hasta 86,2 GDC
por hoja). No existid efecto del vecino en el macollo de 60-dde/30-ddf (P=0,84). La

fertilizacion nitrogenada no afecto el filocrono (P 20,50).

La tasa de aparicion foliar (TAF) fue similar entre ambas especies (P=0,30), no
fue afectada por el agregado de nitrégeno (P >0,77) y fue mayor cuando el vecino fue
D. glomerata respecto de cuando fue BW. Nuevamente, el efecto del vecino fue
registrado en los macollos mds viejos, pero no en la cohorte 60-dde/30-ddf . Cada dia,
0,14 hojas aparecieron en el macollo principal cuando el vecino fue DG y 0,13 cuando
el vecino fue BW, y 0,18 y 0,15 hojas por dia respectivamente en el macollo de 50-
dde/20-ddf (F= 4,97; P=0,04 y F= 9,18; P=0,009, respectivamente; Cuadro 2.1.; Figura
2.3b). La TAF no disminuy6 en el macollo mas joven, en contraste con el incremento en

el filocrono informado anteriormente (P >0,55; Cuadro 2.1.; Figura 2.3a).
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Cuadro 2.1. Resultados del analisis de la varianza comparando el efecto de las especies (dos niveles: Dactylis glomerata [DG]| y Bromus
willdenowii [BW]), los vecinos (dos niveles: DG y BW), la fertilizacion invernal (dos niveles: sin=N"y con=N") y sus interacciones, sobre las
variables morfogenéticas a escala de hojas (n=3). Los resultados presentados son los valores medios y los valores P: ** P<0,01; * P<0,05 y ns
= efecto no significativo. GDC=grados dia centigrados.

Variables Unidad de Efecto de las especies Efecto de los vecinos Efecto de fertilizacion Interacciones Referencias
crecimiento
(cohorte de Valoresy P Valoresy P Valoresy P Tipoy P
macollo)
Filocrono Macollo principal DG= 56,9 ns | DG= 54,9 * N™= 59,2 ns ns
(GDC.hoja™) BW= 60,5 BW= 62,5 N+= 582 Fig. 2.3a
Macollo 20-ddf DG= 8373 ns | DG= 712 * N™= 79,0 ns ns
BW= 76,5 BW= 88,6 N+= 80,8
Macollo 30-ddf DG= 108,9 ns | DG= 98,8 ns N™= 101,9 ns ns
BW= 86,2 BW= 96,2 N+= 932
TAF Macollo principal DG= 0,14 ns | DG= 0,14 * N= 0,13 ns ns
(hojas.macollo™.dia™) BW= 0,13 BW= 0,13 N+= 0,14 Fig. 2.3b
Macollo 20-ddf DG= 0,16 ns | DG= 0,18 *k = 0,6 ns ns
Bw= 0,17 Bw= 0,15 N+= 0,16
Macollo 30-ddf DG= 0,13 ns | DG= 0,14 ns N= 015 ns ns
BwW= 0,18 BW= 0,16 N+= 0,15
VMF Macollo principal DG= 477,7 ** | DG= 425,7 ns N—= 4122 ns ns
(GDC.hoja™) BW= 337,7 BW=389,8 N+= 403,3 Fig. 2.3¢
Macollo 20-ddf DG= 316,8 * DG= 326,9 ** —= 279.,8 ns spfvec  *
BW= 270,2 BW= 260,0 N+= 307,2
Macollo 30-ddf DG= 260,8 * DG= 260,8 * N™= 2321 ns ns
BW= 2290 BW= 229,0 N+= 2577
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Longevidad de laminas o vida media foliar

La vida media foliar (VMF) de D. glomerata fue mayor que la de la especie
anual BW (macollo principal: DG: 477,7 vs. BW: 337,7 GDC por hoja; F= 20,92;
P=0,0004) y decrecio en los macollos mds jovenes en comparacion al macollo principal.
La fertilizacidn no mostrd efectos significativos (P=0,77). El macollo de 50-dde/20-ddf
presentd una interaccion entre los factores especies x vecinos (F= 6,34; P=0,025;
Cuadro 2.1.); la VMF de D. glomerata tue un 31% menor cuando las plantas estuvieron
rodeadas por vecinos BW respecto de vecinos D. glomerata (F= 10,27; P=0,018),
mientras que BW no fue significativamente afectada por la identidad de los vecinos
(P=0,39). La VMF del macollo de 60-dde/30-ddf de ambas especies decrecio un 12%

cuando el vecino fue BW (F=4,70; P=0,047; Figura 2.3c).

Tasa de elongacion foliar por macollo

En todas las cohortes de macollos, la tasa de elongacion foliar bruta a escala de
macollo, TEFu, (el incremento diario en la longitud total de todas las hojas en
crecimiento por macollo) de BW fue entre un 70-72% mayor que aquella de D.
glomerata (F>19,02; P<0,0007). La fertilizacién increment6 la TEFyq, un 32% en el
macollo principal y en el macollo de 50-dde/20-ddf (F>9,93; P<0,0071), pero no en el
macollo més joven (P=0,79). La identidad de las plantas vecinas no afectd la TEFy, en

ninguna de las cohortes de macollos evaluadas (P>0,85; Cuadro 2.2.; Figura 2.4a).
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Figura 2.4. a) Tasa de elongacién foliar bruta (TEFy.,), b) tasa de senescencia foliar
(TSF) y c) tasa de elongacién foliar neta (TEF,e,) por macollo (mm.macollo™.dia™)
evaluadas en cuatro situaciones diferentes de competencia intra- e interespecifica de la
graminea perenne Dactylis glomerata (DG) y la anual Bromus willdenowii (BW) en los
tratamientos no fertilizados (N y fertilizados (N¥). Los datos corresponden a valores
medios + error estandard de las tres cohortes de macollos (mac=macollo; macollo
principal y aquellos marcados aparecidos 20 y 30 dias después de la fertilizacion= ddf).
La primera abreviatura: nombre de la especie objetivo; la segunda abreviatura: nombre
de la especie vecina (por ejemplo: DG Dg).
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Cuadro 2.2. Resultados del analisis de la varianza comparando el efecto de las especies (dos niveles: Dactylis glomerata [DG]| y Bromus
willdenowii [BW]), los vecinos (dos niveles: DG y BW), la fertilizacion invernal (dos niveles: sin=N"y con=N") y sus interacciones, sobre las
variables morfogenéticas a escala macollo y planta (n=3). Los resultados presentados son los valores medios y los valores P: ** P<0,01; * P<
0,05 y ns = efecto no significativo.

Variables Unidad de Efecto de las especies Efecto de los vecinos Efecto de fertilizacion Interaccion Referencias
crecimiento
(cohorte de Valores y P Valores y P Valores y P Tipoy P
macollos; planta)
TEF} uta Macollo principal DG= 14,9 wE DG= 20,3 ns N =173 *k ns
(mm hoja.macollo™.dia™) BW= 254 BW= 19,9 N+= 22,9 Fig. 2.4a
Macollo 20-ddf DG= 13,9 ** DG= 18,9 ns N = 16,3 ** ns
BW= 238 BW= 18,8 N+= 21,5
Macollo 30-ddf DG= 11,6 ** DG= 15,9 ns N = 15,6 ns ns
BW= 19,9 BW= 151 N+= 16,7
TSF Macollo principal DG= -5,6 wE DG= -74 ns N = -8;3 ns ns
(mm hoja.macollo™.dia™) BW= -9.8 BW= -19 N+= -7,0 Fig. 2.4b
Macollo 20-ddf DG= -3,1 ** DG= -5,2 ns N = -55 ns ns
BW= -8,1 BW= -59 N+= -5,7
Macollo 30-ddf DG= -1,9 ns DG= -2,0 ns N = -2,5 ns ns
BW= -2,4 BW= -23 N+= -1,8
TEF peta Macollo principal DG= 973 wk DG= 12,9 ns N = 10,2 ok ns
(mm hoja.macollo™.dia™) BW= 15,6 BW= 11,9 N+ = 14,6 Fig. 2.4¢
Macollo 20-ddf DG= 9,6 ** DG= 12,4 ns N = 11,0 * ns
BW= 15,7 BW= 129 N+= 142
Macollo 30-ddf DG= 8,8 ** DG= 13,7 ns N= 11,3 ns ns
Bw= 17,1 Bw= 12,1 N+= 14,5
TAM Planta DG= 0,24 ns DG= 0,27 * N= 0,23 ns ns Fig. 2.5a
(macollos.planta™.dia™) BW= 021 BW= 0.17 Nt = 021
TRM Planta DG= 10,033 woE DG= 0,032 ok N~ = 0,030 ns ns Fig. 2.5b
(macollos.macollo™ .dia™") BI=_0.026 BI= 0027 Nt= 0029
LI Planta DG= 0,28 *% DG= 0,26 ns N = 0,25 ns ns Fig. 2.5¢
(macollos.hoja™) BW= 10,20 BW= 021 N+= 0,22
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La tasa de senescencia foliar (TSF) fue menor que la TEFy, y mayor en BW
que en D. glomerata (F>34,63; P<0,0001). Ademds, BW presentd una tendencia
creciente entre el 75 y el 162% en el macollo principal y el macollo 50-dde/20-ddf,
respectivamente. La TSF no presentd efectos significativos asociados a la fertilizacion
(P>0,08) o a la identidad de los vecinos en ninguna cohorte de macollos (>0,45;
Cuadro 2.2.; Figura 2.4b). Como consecuencia, la TEF,., fue mayor en BW que en DG
(F>20,95; P<0,0004), incrementandose desde el macollo més viejo al mas joven (68
hasta 95%), y = 35% en los tratamientos fertilizados (F<11,36; P>0.004). Esta respuesta
al nitrogeno fue significativa en el macollo principal (F=23,51; P=0,0003) y en la
cohorte de 50-dde/20-ddf (F=5,65; P=0,032) pero no en el macollo de 60-dde/30-ddf

(P=0,10; Cuadro 2.2.; Figura 2.4c).

Tasa de aparicion de macollos

La tasa de aparicion de macollos (TAM) fue similar en ambas especies
(P=0,36), pero fue un 59% superior con vecinos D. glomerata que con vecinos BW
(0,27 y 0,17 macollos planta™ por dia, respectivamente) (F=7,5; P<0,01; Cuadro 2.2.;
Figura 2.5a). La tasa de aparicion relativa de macollos (TRM= macollos macollo™ .dia"
" fue mayor en D. glomerata que en BW (F=16,9; P=0,0016) y mayor en la vecindad
de D. glomerata (F=10,18; P=0,006) respecto de la vecindad de BW (Cuadro 2.2,;
Figura 2.5b). Mientras que la TAM presento efectos asociados a la identidad del vecino
y la TRM mostrd efectos de las especies y de los vecinos, la tasa de llenado de sitios
(LIg) presento diferencias significativas solo entre especies (F=9,31; P=0,008). Lls fue
un 40% mayor en D. glomerata que en BW (DG: 0,28 vs. BW: 0,20 macollos por hoja)
(Cuadro 2.2; Figura 2.5¢). La fertilizacién no afectd significativamente la TAM, la

TRM o la Llg (P>0,25; Cuadro 2.2.; Figura 2.5).
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Figura 2.5. a) Tasa de aparicion de macollos (TAM= macollos.planta™.dia™), b) tasa
relativa de aparicién de macollos (TRM= macollos. macollor’.dia™) y ¢) tasa de llenado
de sitios (LlIs= macollos.hoja™) comparando sélo el efecto de las cuatro situaciones
diferentes de competencia intra- e interespecifica de la graminea perenne Dactylis
glomerata (DG) y la anual Bromus willdenowii (BW). El efecto de la fertilizacion
nitrogenada fue > 0,05 (Ver Cuadro 2.2. para un mayor grado de detalles). Los datos
corresponden a valores medios + error estandard. La primera abreviatura: nombre de la
especie objetivo; la segunda abreviatura: nombre de la especie vecina (por ejemplo: DG

Dg).
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2.4. DISCUSION

Efecto de las especies sobre las variables morfogenéticas en el macollo principal

Se encontraron diferencias morfogenéticas relacionadas con caracteristicas de
crecimiento diferenciales de las especies. La especie perenne D. glomerata tuvo menor
tasa de elongacion foliar (TEFy, v TEF,,= Figuras 2.4a y ¢) y mayor vida media
foliar (VMF= Figura 2.3c) respecto de la especie anual BW. Sin embargo, las dos
especies presentaron similar tasa de aparicion foliar (TAF= Figura 2.3b) e,
inesperadamente, similar tasa de aparicion de macollos (TAM= Figura 2.5a).

En este estudio, que involucra la fase de establecimiento de la pastura, la TAF de
las plantas jovenes (Figura 2.3b) de ambas especies fue mas rapida que aquellas
previamente registradas en plantas adultas (filocronos de = 60 GDC por hoja en este
experimento vs. 91 y hasta 204 GDC por hoja; por ejemplo, Hume 1991a, Calviere y
Duru 1995, Duru y Ducrocq 2000a, Rawnsley et al. 2002). Este patrén es compatible
con una ocupacion rapida del espacio vertical y horizontal por parte de las plantas
jovenes, lo que permite una mayor intercepcion de luz (Hume 1991a).

La ocupacion vertical del espacio esta relacionada con dos mecanismos
morfogenéticos: la TAF y la TEF. Puesto que tanto el filocrono (Figura 2.3a) como la
TAF (Figura 2.3b) fueron similares en ambas especies, solo la mayor TEF, le permitid
a la especie anual una mejor ocupacion del espacio y una mas eficiente captura de luz,
afectando probablemente el perfil vertical de luz en comparacion con la especie perenne
D. glomerata.

La colonizacidn horizontal del espacio esta generalmente asociada al proceso de
macollaje (Lemaire y Millard 1999). Similares filocronos y TAF impusieron el mismo
limite superior al macollaje a ambas especies (Davies 1974, Bahmani et al. 2000,

Matthew et al. 2000, Nelson 2000). Sin embargo, el macollaje no sélo depende de la
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TAF sino también de la tasa de llenado de sitios (Lls= macollos hoja; Figura 2.5c¢)
(Davies 1974, Gautier et al. 1999, Bahmani et al. 2000). La mayor Lls de la especie
perenne reflej0 un incremento significativo en la TRM (Figura 2.5b) pero,
inesperadamente, no se incremento significativamente la TAM (Figura 2.5a) o la
densidad final de macollos (Ver Capitulo 3). Este patrén pudo estar asociado al hecho
que BW compens6 su menor Ll con un mds rdpido desarrollo del area foliar, que
condujo a una mayor densidad inicial de macollos 29 dias después de la emergencia de
las plantas (momento de la fertilizacién) con un 81% madas de macollos en BW. Este
patron condujo a una similar ocupacion horizontal del espacio (similar densidad final de
macollos; Capitulo 3) pero con diferencias en la dindmica del macollaje entre ambas
especies (mecanismo morfogenético de control de la densidad de macollos; sin embargo
ver el mecanismo estructural alternativo en Capitulo 3). Estos hallazgos acuerdan con lo
reportado por Gautier et al. (1999), quienes encontraron que poblaciones de hojas largas
de Lolium perenne L. produjeron su primer macollo en una etapa de desarrollo anterior
a las poblaciones de hojas cortas. La especie anual, entonces, tuvo una mejor ocupacion
vertical (mayor TEF) y una mas répida colonizacidn horizontal del espacio respecto de
la especie perenne D. glomerata.

Diversos compromisos fueron detectados entre rasgos morfogenéticos. Las
diferencias interespecificas entre las variables morfogénicas TEFy, Y TEF s (Figuras
2.4ay 2.4c) y VMF (Figura 2.3c) fueron las principales determinantes de la mayor Lls
de la especie perenne en comparacidon con la anual. En el presente estudio se encontrd
una relacion negativa entre TEF y el Lls también hallada por Berone et al. (2007 a). DG
presentd menor TEF,., y mayor Lls que BW (Figuras 2.4c y 2.5c), que confirma
hallazgos anteriores (Hume 1991a, Bahmani et al. 2000, Nelson 2000). Esta relacion

negativa TEF-LIs pudo deberse a la correlacién negativa entre el crecimiento de la
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lamina y del macollo y/o a un efecto sobre la iniciacion del macollo y por lo tanto, sobre
la Lls, mediado por la luz. Ambas correlaciones pueden reflejar la existencia de
competencia por el carbono (C) disponible, entre macollos hijos y los meristemas
intercalares de la ldmina (Bahmani et al. 2000). También encontramos una relacion
positiva entre VMF y el Lls; ambos fueron mayores en la especie perenne respecto de la
anual (Figuras 2.3c y 2.5c). Este patréon estd probablemente mediado por una
correlacion negativa entre ambas variables con la TEF y también puede estar
relacionada con a) un solapamiento entre los periodos de produccion y pérdida de
tejidos de lamina y con una reduccion en la tasa de fijacion de CO,, y b) un incremento
en el tiempo de residencia de los nutrientes y persistencia del area foliar en la planta
(Chabot y Hicks 1982, Aerts 1999, Reich et al. 1999, Mediavilla y Escudero 2003,
Navas et al. 2003) en la especie perenne en comparacion con la anual. Por lo tanto, la
especie perenne D. glomerata, con mayor VMF que la anual BW, tendrd menos C
disponible y mayor prioridad potencial de particion de ese C de satisfacer la demanda de
yemas axilares (mayor Lls), pero menor para crecimiento del macollo, esto es menor
TEF. Estos patrones acuerdan con lo encontrado en diferentes especies de Lolium. La
especie perenne L. perenne tuvo una prioridad de particion del C a macollos hijos
durante el crecimiento vegetativo (Robson et al. 1988), mientras que la anual Lolium
temulentum presentd una actividad meristematica concentrada en el meristema apical
(Ryle 1970). En este experimento, existio una relacion genotipica negativa entre la TEF
y la Lls y entre la VMF y la TEF, y una relacion positiva entre la VMF y la Lls, durante

las etapa de establecimiento temprano y tardio del canopeo.
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Efecto de los vecinos sobre las variables morfogenéticas en el macollo principal

Los rasgos especificos de cada vecino y no solo la biomasa de las plantas
vecinas, determinan el desempefio o performance de la planta objetivo debido a que
diferentes vecinos implican series de diferentes rasgos y habilidades competitivas
(Tremmel y Bazzaz 1993). Cuando los vecinos fueron de BW tuvieron mayores TEFyyi,
y TEF,eta (Figuras 2.4a y 2.4¢) y, por lo tanto, mayor tamafio de macollos (Capitulo 3),
los cuales indujeron cambios en las variables morfogenéticas como la TAF, la TAM y la
TRM de ambas especies.

Estudios previos han mostrado que los vecinos anuales afectan la ontogenia, la
morfologia y la ocupacion vertical del espacio de las plantas objetivo debido a un
incremento en el filocrono (Bos y Neuteboom 1998, Gautier et al. 1999, Lemaire y
Millard 1999, Nelson 2000) (Figura 2.3a) y un decrecimiento en la TAF (Figura 2.3b),
probablemente debido a cambios en la luz (Gautier et al. 1999, Bahmani et al. 2000,
Lemaire 2001). La TAF juega un rol estratégico (Lemaire 2001) debido a que es la
variable clave en la morfogénesis, teniendo influencia directa en los otros componentes
de la planta y de la estructura del canopeo (Lemaire y Agnusdei 2000). Debido a que la
TAF controla la produccion de yemas axilares (Davies 1974, Bahmani et al. 2000,
Matthew et al. 2000, Nelson 2000), un vecino BW produjo una menor cantidad de
sitios para el macollaje y por lo tanto, el decrecimiento de la TAM (Figura 2.5a)
(probablemente también asociado a los bajos Lls -<0,26, Capitulo 5), de la TRM
(Figura 2.5b) y la densidad final de macollos (Ver Capitulo 3). Este decrecimiento de la
TAF es el mecanismo morfogenético de control de la densidad de macollos; sin
embargo ver el mecanismo estructural simultaneo en Capitulo 3.

A pesar del efecto sobre la luz, la identidad del vecino no afectd la TEFy, ni

TEF,. (Figuras 2.4a y 2.4c) de las plantas objetivo. Entonces existiria una mayor
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sensibilidad de la TAF en respuesta a cambios en la luz, siendo la TEF menos sensible a
la misma. Estos resultados son opuestos a los hallados por Nelson (2000) que
consideran a la TAF una respuesta menos plastica que la TEF o el macollaje. Esta falta
de respuesta en la TEFs 0 TEF,¢1, tendria dos posibles explicaciones relacionadas con
la competencia por luz y/o con la edad de las plantas. La primera explicacion es que
durante los primeros 85 dias de emergidas las plantas no detectaron sefales
anticipatorias de competencia cuando la intercepcion del canopeo fue <93%. El segundo
mecanismo que podria explicar la carencia del efecto del vecino sobre el crecimiento de
la ldmina esté relacionado con la edad de las plantas. La edad y/o la etapa fenoldgica
puede modificar la expresion de la respuesta de evasion al sombreo, que generalmente
implica una respuesta combinada: mejora en el crecimiento de la hoja y supresidon del
desarrollo de macollos (Mdnaco y Briske 2000). Plantas jovenes de rapido crecimiento
de Schizachyrium scoparium (= 60 dias de vida) mejoraron el crecimiento de sus hojas
en respuesta a una baja relacidén rojo:rojo lejano pero no suprimieron la iniciacidon de
macollos, mientras que plantas de mayor edad (= 120 dias de vida) suprimieron la
iniciacién de macollos pero no mejoraron el crecimiento de sus laminas. Nuestros
resultados en plantas C; de edad intermedia (85 dias de vida) acuerdan con lo hallado en
plantas de mayor edad.

Por lo tanto, durante el establecimiento de la pastura, la TAF, la TAM y la TRM
controlaron la dindmica de hojas y de macollos y la colonizacidn vertical y horizontal
del espacio, por medio de un efecto mediado por la luz ejercido por vecinos anuales de
arquitectura mas alta y erectofila. Sin embargo, los vecinos anuales no modificaron la
TEFpruta 0 TEF,eta (Figuras 2.3a y 2.3c) o la tasa de llenado de sitios —Lls- de las

especies (Figura 2.4c), probablemente porque durante el periodo experimental no se
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pudieron cumplir todas las etapas en el proceso de competencia por luz y/o la edad de

las plantas pudo haber cambiado las respuestas de las plantas al sombreo.

Efecto de la fertilizacion sobre las variables morfogenéticas en el macollo principal

De acuerdo a lo esperado, la fertilizacion nitrogenada incremento tanto la
TEFpu como la TEF,, (Figuras 2.4a y 2.4¢) en el macollo principal aunque no afectd
la TAF (Figura 2.3b), la TAM (Figura 2.5a), la tasa de senescencia de hoja (TSF =
Figura 2.4b) o la VMF (Figura 2.3c). El efecto de la fertilizacion pudo haber resultado
en un incremento inmediato en el numero de células de los macollos presentes al
momento de la fertilizacion; esto es, en los macollos mas viejos (Volontec y Nelson
1983, Gastal y Durand 2000), sin efectos residuales en las cohortes mas jovenes. La
carencia de respuesta a la fertilizacion de la TAF acuerda con lo reportado por Cruz y
Boval (2000), pero no con los resultados obtenidos por Lattanzi et al. (1996) en la
especie anual Lolium multiflorum cv. Grasslands Tama, quienes encontraron que el

filocrono decrecio con la adicion de nitrégeno.

Cambios en los efectos de las especies, la identidad de los vecinos v la fertilizacion

nitrogenada entre cohortes de macollos

Todas las variables morfogenéticas a escala de hoja difirieron entre las tres
cohortes de macollos evaluadas. El filocrono (Figura 2.3a) se incrementd con la
aparicidn de las sucesivas cohortes de macollos debido a la expansion del area foliar y
al cierre del canopeo, especialmente en el caso de plantas vecinas anuales (Cuadro 2.1).
Hume (1991a) también encontrd filocronos mayores en los macollos mas jovenes de
BW cuando hubo alta disponibilidad de biomasa. A pesar del incremento del filocrono

en los macollos mas jovenes, la falta de cambio en la TAF pudo ser debida a un
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incremento en las temperaturas del aire después de la fertilizacion. La temperatura
media del aire se increment6 desde 12,5 a 12,9 °C en el periodo bajo estudio (Figura
2.1; Figura 2.3b). Los cambios en la longitud del dia no pudieron haber afectado los
rasgos morfogenéticos debido a que s6lo hubo una hora de diferencia entre las fechas de
aparicidn de las tres cohortes de macollos evaluadas (entre el 19 de Julio [9,66 hs dia]
y el 23 de Agosto [10,68 hs dia™]. Sato (1980) encontr6 hojas de mayor longitud pero
menor densidad de macollos por planta cuando la longitud del dia fue de 14 hs dia™ en
comparacion con 9 hs dia™ (Figuras 2.3a 'y 2.3¢).

A pesar del incremento en el filocrono, la VMF decrecid desde los macollos mas
viejos a los mas jovenes (Figura 2.3c), esta respuesta es opuesta a la relacion positiva
entre el filocrono y la VMF propuesta por Duru y Ducrocq (2000a). La relacién inversa
entre el filocrono y la VMF pudo deberse a un retraso ontogénico y a una senescencia
temprana de hojas en los macollos mds jovenes, sometidos a sefiales luminicas mas
limitantes. El momento de la senescencia es acelerado debido a un decrecimiento en la
relacidn rojo: rojo lejano (Rousseaux et al. 2000, Wingler et al. 2006), lo que representa
un sistema temprano de alarma (Ballaré et al. 1987, 1990) conducido por los vecinos
anuales inicialmente sobre las plantas de DG (Figura 2.3¢, Cuadro 2.1). Estos cambios
ocurren bastante antes del decrecimiento en la intercepcion RFA del canopeo y de que
la competencia intensa por luz dé comienzo (Casal et al. 1986, Ballaré et al. 1987,
Gautier et al. 1999). A pesar de que la intercepcion RFA del canopeo fue de alrededor
del 93% de la radiacidn incidente, el crecimiento de los macollos mas jovenes (macollos
subordinados) ocurrié bajo la percepcidon de un gran decrecimiento en la calidad de luz
debido a su ubicacion basal, como lo demuestra su menor VMF. Ese acortamiento en la
longevidad de las laminas pudo deberse al compromiso entre particionar nitrogeno a fin

de mantener la actividad fotosintética de las hojas existentes o construir nuevas hojas
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localizadas en estratos mejor iluminados de manera de optimizar la capacidad
fotosintética y el balance de carbono de toda la planta (Chabot y Hicks 1982, Gastal y
Lemaire 2002, Wingler et al. 2006). En el mismo sentido, el efecto del nitrégeno sobre
la TEFpmuta ¥ TEF,eta (Figuras 2.4a y 2.4c) fue sélo evidente en los macollos mds viejos,
macollo principal y en la cohorte de 50-dde/20-ddf. El nitrogeno adicionado debi6 haber
sido incorporado a los tejidos mejor iluminados de la planta, no estando disponible para
la cohorte de 60-dde/30-ddf. Ambos cambios en los patrones de particidn, con la edad
del macollo, corresponden a un cambio en la estrategia de crecimiento de una
predominantemente horizontal a una mas vertical (Lemaire y Millard 1999). Esto

también coincide con la falta de incremento en la TAM por efecto del N (Figura 2.5.a)

2.5. CONCLUSIONES

Las plantas vecinas anuales con mayor TEF, causaron un retraso en la TAF de
los macollos mas viejos de las plantas objetivo. Este retraso limitd el nimero potencial
de macollos y la TAM de las plantas, asociados a la luz percibida en la base del
canopeo. También, disminuyeron la VMF de los macollos mds jévenes que crecian bajo
calidades de luz reducidas debido a su posicion basal. El nitrogeno afectd positivamente
la TEF aunque este efecto fue sélo evidente en aquellos macollos de ambas especies que
estaban creciendo activamente al momento de la fertilizacion.

Este dafio temprano e irreversible impuesto por los vecinos anuales sobre la TAF
y la TAM, ambos asociados a la dindmica de hojas y macollos, limité la ocupacion
horizontal y vertical durante la etapa critica del establecimiento. La persistencia de la
graminea perenne C; es de mayor importancia en comparacion con la anual Cs debido a

que puede afectar severamente la estabilidad productiva de la pastura. La especie anual
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puede persistir en la pastura por re-establecimiento a partir de semillas; en los afios
siguientes este proceso puede ser afectado por las practicas de defoliacion.

El acortamiento de la longevidad de las ldminas (reduccion de la VMF) en las
cohortes mas jovenes de macollos inducido por los vecinos anules y el incremento en la
TEF, evidente solo en los macollos més viejos presentes alrededor del momento de la
fertilizacion, fueron dos mecanismos asociados con la optimizacién del uso del
nitrogeno y del balance del carbono en la planta, y con un cambio hacia una estrategia
de crecimiento mas vertical, usualmente registrada bajo condiciones de restriccion
luminica.

Este trabajo ha permitido clarificar algunos mecanismos morfogenéticos
involucrados en las interacciones competitivas tempranas entre gramineas anuales y

perennes en pasturas templadas.



Capitulo 3
Mecanismos estructurales de regulacion de la competencia entre dos
gramineas C;: influencia de los vecinos y del nitrégeno

Gatti M.L., Ayala Torales A.T., Cipriotti P.A. and Golluscio R.A. (2015) Dynamics of
structural traits in two competing Cs grass species: influence of neighbours and
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3.1. INTRODUCCION

La optimizacion de la composicion floristica demanda la comprension de los
mecanismos regulatorios del crecimiento y de la competencia entre especies
coexistentes. La variabilidad interespecifica en los rasgos morfogenéticos (Capitulo 2)
son los componentes principales de los rasgos estructurales, tamafio del macollo
(Virkajéarvi y Jarvenranta 2001) y densidad de macollos (Sugiyama 1995), y juegan un
rol importante en la determinacion de la habilidad competitiva de las especies dentro de
una comunidad (Lemaire y Millard 1999). El tamafio de macollo es proporcional al
tamafio final de ldminas, nimero de hojas vivas por macollo (NHv) y tamafio del
pseudotallo (Hume 1991a, Lemaire y Chapman 1996, Lemaire y Agnusdei 2000,
Virkajarvi y Jarvenranta 2001, Berone y Dreher 2007, Berone et al. 2007a,b). La
densidad de macollos depende de la tasa de aparicidn foliar (TAF), la que determina la
maxima tasa de aparicion de macollos, pero también de la tasa de llenado de sitios
(Davies 1974, Gautier et al. 1999, Bahmani et al. 2000). Ademas, todos estos rasgos
muestran variaciones plasticas debido a que son regulados por los factores ambientales
(Lemaire y Chapman 1996, Gastal y Durand 2000). El conocimiento de los rasgos
morfogenéticos (Capitulo 2) y de la plasticidad morfoldgica y estructural, constituye la
base de la comprension de los mecanismos que afectan el crecimiento y la persistencia
de las especies debido a que son predictores apropiados del desempefio competitivo de

las mismas (Islam y Hirata 2005).

El tamafio de macollos est4 asociado a la habilidad competitiva por luz (Hazard
y Ghesquiére 1995, Nurjaya y Tow 2001) y a la productividad potencial (Sugiyama
1995,1999), mientras que la densidad de macollos estd asociada con la ocupacion
horizontal del espacio y con la persistencia de las especies (Hume 1991a). La forma de

vida de las especies coexistentes puede condicionar estos mecanismos estructurales
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debido a que estan relacionados con diferentes patrones de particion de carbono (C )
entre tamafio y densidad de macollos (Sugiyama 1995). Durante el crecimiento
vegetativo, plantas de Lolium perenne presentaron una actividad balanceada en cada
uno de los tres principales centros de crecimiento meristematico: la region del
meristema terminal (meristema apical y varias hojas en expansion o primordios de
hojas), los meristemas laterales (yemas axilares) y los meristemas de raiz. En cambio,
Lolium temulentum, una graminea anual, presentd una actividad meristematica
concentrada en el meristema apical; estas diferencias entre especies perennes y anuales
se incrementd con la edad de las plantas (Ryle 1970). Ademas, Robson et al. (1988)
demostraron que las gramineas perennes presentan usualmente una mayor prioridad de
particion del C hacia macollos hijos, comparado con las especies anuales, una mayor
proporcion de la biomasa particionada hacia pseudotallos y menor a ldminas y raices
(Garnier 1992). Sin embargo, todavia no estd claro si existe una particion de biomasa
diferencial entre tamafio y densidad de macollos en plantulas de gramineas Cs anuales y
perennes.

Ademads, ambos rasgos estructurales —tamafio y densidad de macollos- pueden
ser regulados por sefiales directas e indirectas mediadas por plantas vecinas (Bahmani et
al. 2000) y/o con el aporte de nitrégeno. Este patron diferencial de particion de carbono
entre especies coexistentes puede ser causado por diferencias jerarquicas en la
adquisicion de luz dentro del canopeo, mas que a diferencias genotipicas intrinsecas
entre formas de vida (Lemaire y Millard 1999, Lemaire 2001). Estas jerarquias
desarrolladas bajo competencia por luz, conducen la competencia por recursos edaficos
y pueden ocurrir durante fases iniciales del crecimiento, debido a que estan relacionadas
con la percepcion de las plantas sobre la existencia de vecinos (Lemaire y Millard

1999). Ademads, la edad del macollo, otro importante factor que interfiere con las
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caracteristicas estructurales, puede influenciar las respuestas de las plantas al modificar
la estructura del canopeo (Paiva et al. 2012). En resumen, los mecanismos estructurales
son todavia poco conocidos y pueden ser determinantes de las jerarquias tempranas en
especies anuales y perennes coexistentes dentro de la comunidad.

Hemos previamente evaluado los rasgos morfogenéticos en mini-canopeos
compuestos por la graminea perenne Dactylis glomerata (pasto ovillo=DG) y por otra
anual/bianual Bromus willdenowii (cebadilla= BW). Esta es una mezcla comun de
gramineas utilizada en los sistemas pastoriles templados humedos de la Argentina.
Dactylis glomerata es una especie de lento establecimiento con plantulas de baja
habilidad competitiva (Nurjaya y Tow 2001). Bromus willdenowii es una especie nativa
de las planicies templadas de América del Sur (Maddaloni y Ferrari 2001) que se
comporta mas como una planta anual debido a que no produce macollos de reemplazo
después de su periodo reproductivo (Scheneiter y Rosso 2005). Debido a que BW
presenta altas tasas de crecimiento en el periodo de bajas temperaturas comparado con
la graminea perenne, BW puede establecerse rapidamente y excluir a DG (Harris 2001,
Sanderson et al. 2002), especialmente cuando se suplementa con una aplicacion de
nitrogeno (Sudding et al. 2005). Durante la fase de establecimiento temprano, etapa
critica en pasturas multiespecificas (Skinner 2005), los vecinos anuales de mayor TEF,
causaron un retraso en la TAF en los macollos més viejos de las plantas de ambas
especies. Este retraso redujo la TAM de las plantas debido a una restriccion a la llegada
de luz a la base del canopeo (Capitulo 2). Sin embargo, no estd claro cdmo estos
mecanismos estan asociados con la dindmica de los cambios estructurales entre cohortes
de macollos en presencia de diferentes vecinos y con practicas de fertilizacion
nitrogenada. Y ademas, ;cuales son los otros mecanismos estructurales involucrados en

las interacciones tempranas entre especies anuales y perennes?; ;estan involucrados en
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las jerarquias tempranas entre gramineas C; anuales y perennes en establecimiento, y
por lo tanto en la persistencia de las especies y en la composicion de la pastura?

Los objetivos del presente Capitulo son describir la dindmica y distinguir el
origen de los mecanismos estructurales y funcionales que determinan las interacciones
competitivas entre una especie graminea Cs anual y otra perenne durante la etapa critica
de establecimiento de la pastura, cuando se lleva a cabo fertilizacion nitrogenada en
invierno. Este Capitulo esta focalizado en dos niveles de organizacién: macollos y
plantas y analiza la dinamica y la produccidn primaria de tres cohortes de macollos de
plantas individuales (planta objetivo) de la especie anual y de la perenne, rodeadas por
dos plantas individuales (plantas vecinas) de la especie anual y perenne coexistentes en
la linea de siembra durante el crecimiento no disturbado (ausencia de defoliacion). Este
Capitulo también asocia dichos mecanismos estructurales con las habilidades
competitivas y jerarquias tempranas entre plantas dentro del canopeo.

Las hipotesis que guian este estudio son que:

Hipotesis 3.1. Los vecinos Cs anuales afectaran negativamente los mecanismos
estructurales del canopeo que facilitan la ocupacion inicial del espacio y el
establecimiento de las especies de la pastura, debido a la modificacion en la llegada de
luz a nivel del suelo.

Prediccion 3.1. Los vecinos anuales determinardn incrementos en el tamariio del
macollo via incrementos en la longitud de la lamina pero decrementos en el numero de
hojas vivas (NHv) por macollo, principalmente en aquéllos mas jovenes limitados en la
captura de luz. Los vecinos anuales también limitaran la ocupacion horizontal del
espacio via una reduccion en la densidad de macollos y en la biomasa de las plantas

durante el establecimiento de la pastura.
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Hipétesis 3.2. La magnitud de estos efectos serd mayor por la aplicacion de
nitrogeno y se expresara en los macollos de aparicion mas temprana beneficiados en
intercepcion de luz.

Prediccion 3.2. La aplicacion de nitrogeno aumentard el tamaiio de los
macollos y sera mayor en los macollos mas viejos respecto de los mds jovenes.

Concomitantemente se incrementard la densidad de macollos.

3.2. MATERIALES Y METODOS

Condiciones ambientales v Material vegetal v disefio experimental; Ver detalles en

el Capitulo 2 de la presente Tesis.

Coleccion de datos

Los datos fueron registrados después de la fertilizacion en las tres plantas
centrales — la planta central objetivo (Capitulo 2) y sus dos vecinas-, en la linea central
de las gramineas de cada mini-canopeo, a fin de evitar el efecto de borde en la linea
externa de las mismas. No se esperd efecto de borde ejercido por las lineas de
leguminosas debido a su muy lento crecimiento inicial y baja biomasa durante el
periodo experimental con una baja temperatura media diaria de 11,77 + 2,78 °C (Figura
2.1.). Las cohortes de macollos aparecidas fueron marcadas con anillos plésticos de
diferentes colores, y la longitud del pseudotallo y el numero total de macollos por planta
fueron registrados. El nimero y la longitud de las hojas expandidas y en expansion por
macollo fueron semanalmente monitoreadas en tres cohortes de macollos: el macollo
principal y aquellos mds grandes aparecidos 20 y 30 dias después de la fertilizacion
(macollos de 20-ddf and 30-ddf, respectivamente), esto es 50 y 60 dias desde la

emergencia (50-dde y 60-dde, respectivamente). Los datos fueron registrados hasta el
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comienzo del periodo reproductivo de la graminea anual (13 de Septiembre; 85-dde y
56-ddf), debido a que se considera que la competencia por recursos esta directamente
relacionada con el desarrollo vegetativo de las plantas (Lemaire y Millard 1999).

Al final del periodo experimental se cosecharon plantas enteras, manteniendo la
identidad de los macollos marcados. El sistema radical de las plantas fue excavado
manualmente; el suelo que lo rodeaba fue quitado cuidadosamente y luego la raiz fue
enjuagada con agua (Fang et al. 2012). El material cosechado fue separado en radical y
acreo: vivo y muerto; la fraccion aérea viva fue separada en laminas y pseudotallos o
vainas. Se seleccionaron submuestras del material verde de laminas —la hoja mas joven
totalmente expandida de cada macollo- y se determind el area foliar a partir de imagenes
digitales obtenidas con escaner y posterior procesamiento con software Scion Image
(O'Neal et al. 2002). El material de raiz —vivo+ muerto- y las fracciones aéreas fueron

secados en estufa a 65 ° C hasta peso constante, y luego pesados.

Estimacion de las variables estructurales en los macollos v en las plantas objetivo

El niimero de hojas vivas por macollo (NHv=hojas. macollo™), que representa el
total de hojas verdes de cada macollo, fue estimado como el cociente entre la VMF y la
TAF (Lemaire y Chapman 1996, Lemaire y Agnusdei 2000; Capitulo 2) y cotejado
respecto de los propios registros semanales. E1 NHy estuvo compuesto por hojas
expandidas (NHe=hojas.macollo™; aquellas que presentaron la ligula visible) y hojas en
crecimiento o expansién simultinea (NHc=hojas. macollo™; aquellas cuya ligula atn no
estaba visible). La proporcion de hojas en crecimiento por macollo fue calculada como
NHc.NHv™'. La longitud total de ldminas verdes (LLv=cm.macollo™), un estimador del
tamafio del macollo (en longitud) (Berone et al. a,b, 2007, Berone y Dreher 2007,

Berone et al. 2008), fue el promedio semanal del largo verde de ldminas por macollo
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que incluyd hojas expandidas y en expansion (Virkajarvi y Jarvenranta 2001, Agnusdei
y Colabelli 2007, Berone et al. a,b, 2007, Berone y Dreher 2007). La longitud del
pseudotallo (cm.macollo™) fue la distancia entre la ligula visible mas elevada y la
superficie del suelo (Virkajarvi y Jéarvenranta 2001). La densidad de macollos
(macollos.planta™) fue el numero de macollos en la planta objetivo en la cosecha final
(109 dds, 85 dde y 56 ddf). El drea foliar de las cohortes de macollos marcadas y de las
plantas objetivo (AFy=cm”.macollo™ y el AFp=cm2.planta'1) fueron estimadas en el

material cosechado de laminas verdes.

Variables asociadas con el crecimiento de los macollos v de las plantas objetivo

A la cosecha, la biomasa viva (biomasa verde; g.macollo™) estuvo compuesta por
la biomasa de ldminas y la biomasa del pseudotallo por macollo (g.macollo™); la
biomasa muerta del macollo (g.macollo™) fue el material muerto y senescente; la
biomasa aérea bruta del macollo (g.macollo™) fue la suma del material verde y muerto
de cada una de las tres cohortes de macollos evaluadas. Estas variables registradas en
los macollos marcados, fueron estimadas de manera similar a escala planta. La biomasa
aérea bruta y la biomasa de raiz (g.planta™) integraron la biomasa total de la planta
objetivo (g.planta'l). La particion de biomasa en torno de la biomasa aérea y radical
fueron la biomasa aérea bruta y la biomasa de raiz por unidad de biomasa total de la
planta objetivo, respectivamente. Ademads, un indice de competencia relativa (ICR;
Grace 1995, Weigelt y Jolliffe 2003) fue calculado como:

ICRpG= (DGmono - DGmezclay DGmono *100
ICRew= (BWmono = BWmezciay/BWmeno ¥100

En donde:
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DGono= Biomasa aérea bruta de DG en la monocultura; BW,0n0= biomasa aérea bruta
de BW en la monocultura y DGpezcla 6 BWiezcla = biomasa aérea bruta de la especie

DG 6 BW en la mezcla.

Analisis estadistico

Se realizaron andlisis factoriales de varianza con un nivel de significacion del 5%
siguiendo un disefio en bloques completamente aleatorizado con tres factores: especies
objetivo (dos niveles) x especies vecinas (dos niveles) x fertilizacion (dos niveles) (n=3;
24 mini-canopeos). La normalidad de los datos fue evaluada utilizando el test de
Shapiro-Wilk. Las diferencias entre cohortes de macollos fueron analizadas con un
arreglo de parcela dividida (tres niveles). Como generalmente se presentaron
interacciones que involucraron a las cohortes, el analisis se dividio para cada cohorte;
dentro de cada cohorte, se llevaron a cabo particiones por factor cuando subsistieron
otras interacciones. Para realizar los andlisis estadisticos se utilizo el paquete

profesional de InfoStat version 1.1 (D1 Rienzo et al. 2008).

3.3. RESULTADOS

Intercepcion de la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) por los mini-canopeos

Sesenta y seis dias desde la emergencia (66-dde y 36 dias después de la
fertilizacion-ddf-; el 25 de Agosto), la RFA interceptada no fue afectada por la especie
(P=0,68) o la practica de fertilizacion (P=0,09). Sin embargo, la intercepcion de la RFA
de las plantas objetivo con un vecino BW fue un 21% mayor que con un vecino DG
(70% cuando el vecino fue BW vs. 58% cuando el vecino fue DG; F=17,38; P=0,0009).
La radiacion RFA transmitida al suelo fue un 26% menor cuando el vecino fue BW que

cuando fue DG (102 pMOL.m™.s" con un vecino BW vs. 138 pMOL.m”.s™' con un
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vecino DG; la RFA incidente durante el invierno fue de 341 pMOL.m”s"). Este
momento coincide aproximadamente con la aparicidon y el anillado del macollo 50-
dde/20-ddf (9 de Agosto; 50-dde).

Al momento de la cosecha (el 13 de Septiembre; 85-dde y 56-ddf; a la salida del
invierno), la intercepcion de la RFA de cada especie fue diferencialmente afectada por
la identidad del vecino (interaccion especie*vecino, F=8,75; P=0,0104) y la fertilizacion
nitrogenada (F=4,89; P=0,0441). La intercepcion de la RFA del vecino BW (92,4%) no
fue afectada por la especie ni la fertilizacion nitrogenada. Sin embargo, la intercepcion
de la RFA del vecino DG fue un 9% mayor cuando creci6 con su misma especie (93,4%
con plantas objetivo de DG vs. 85,3% con plantas objetivo de BW) y también un 7%
mayor cuando se realizo fertilizacidon nitrogenada (86,2% N- vs. 92,6% N+) (Capitulo
2). La radiaciéon RFA transmitida al suelo bajo vecinos BW no fue afectada por la
identidad de la planta objetivo (120 pMOL.m”s™'), mientras que la radiacién
transmitida al suelo bajo vecinos de DG fue un 56% mayor con plantas objetivo de BW
(234 uMOL.m™.s™ cuando la especie objetivo fue BW vs. 103 uMOL.m”s” con
especie objetivo DG; la RFA incidente durante el inicio de la primavera fue de 1606
uMOL.m™.s"). También, la fertilizacién disminuyé un 45% la radiacion transmitida

(119 pMOL.m™s™ en N+ vs. 217 uMOL.m™.s™ en N-).

Variables estructurales del macollo

Hojas por macollo

Durante el periodo post-fertilizacion, el numero de hojas en crecimiento (NHc;
Figura 3.1a) y de hojas expandidas (NHe; Figura 3.1b), que integraron el numero de
hojas vivas por macollo (NHv; Figura 3.1c¢), decrecieron desde los macollos mas viejos

a los mas jovenes en ambas especies.
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Figura 3.1. a) Numero de hojas en expansion simultanea (nimero de hojas en
crecimiento=NHc=hojas.macollo’), b) nimero de hojas expandidas (NHe=
hojas.macollo™), ¢) numero de hojas vivas (NHv=hojas.macollo'1) y d) proporcién de
NHc:NHv™' (hojas. hoja™.macollo™), comparando sélo el efecto de las cuatro diferentes
situaciones de competencia intra- e interespecifica de la graminea perenne Dactylis
glomerata (DQG) y la anual Bromus willdenowii (BW). El efecto de la fertilizacion fue >
0.05 (ver Cuadro 3.1. para mayor detalle). Los datos corresponden a valores medios =+
error estandard de las tres cohortes de macollos (mac=macollo; macollo principal y
aquellos marcados aparecidos 20 y 30 dias después de la fertilizacion= ddf). La primera
abreviatura: nombre de la especie objetivo; la segunda abreviatura: nombre de la especie
vecina (por ejemplo: DG Dg).

En el macollo principal, NHv y NHe de BW fueron menores que aquellos de DG
(5,7 vs. 8,6 hojas vivas.macollo™; F=1543; P=0,0015, y 2,7 vs. 59 hojas
expandidas.macollo'l; F=20,93; P=0,0004, en BW y DG, respectivamente) (Cuadro
3.1.). Mientras BW presenté menor NHe y NHv que DG (Figura 3.1b y 3.1¢; Cuadro
3.1), el numero de hojas en crecimiento (NHc) presentd el patrén opuesto, BW

expandid simultaneamente mas hojas que DG (BW: 3,0 vs. DG: 2,6 NHc hojas.
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macollo™ en el macollo principal; F=5,68; P=0,031) (Figura 3.1b; Cuadro 3.1.). Como
consecuencia, la proporcion entre ambas variables (NHc.NHv™') fue mayor en la especie
anual (BW: 0,54 vs. DG: 0,32; F=35,25; P<0,0001) (Figura 3.1d; Cuadro 3.1.). Dicha
proporcion se incrementd desde el macollo principal hasta la cohorte de 60-dde/30-ddf
(0,32 hasta 0,71 hojas.hoja™) en DG, pero permaneci6 sin cambios entre cohortes en
BW (un valor medio de 0,58 hojas.hoja™', Figura 3.1d). No se detect6 efecto de los
vecinos, con excepcion de la cohorte de 50-dde/20-ddf, en la que ambas especies
presentaron un 160% mas de NHe (1,1 cuando el vecino fue BW vs. 2,9 NHe cuando el
vecino fue DG; F=16,41; P=0,0012) (Figura 3.1b; Cuadro 3.1.) y también un 54% mads
de NHv.macollo™ cuando crecieron con vecinos DG respecto de cuando lo hicieron con
vecinos BW (3,0 con vecinos BW vs. 4,7 NHv.macollo” con vecinos DG, F=16,12;
P=0.0013 (Figura 3.1c; Cuadro 3.1.). Como consecuencia, en esta cohorte, la
proporcién entre el NHe.NHv' fue un 61% mayor con vecinos BW que con vecinos DG
(0,7 vs. 0,4 hojas.hoja'l, respectivamente; F=14,89; P=0,0017) (Figura 3.1d; Cuadro
3.1.). En el macollo mas jéven no se observaron efectos significativos para ningun
factor (P>0,05; Figura 3.1d, Cuadro 3.1.). El nitrégeno no afectd significativamente el

numero de hojas por macollo (P>0,05).
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Cuadro 3.1. Resultados del analisis de la varianza comparando el efecto de las especies (dos niveles: Dactylis glomerata [DG] y Bromus
willdenowii [BW]), los vecinos (dos niveles: DG y BW), la fertilizacién invernal (dos niveles: sin=N"y con=N") y sus interacciones, sobre las
variables estructurales a escala macollo (n=3). Los resultados presentados son los valores medios y los valores P: ** P<(,01; * P< 0,05 y ns=
efecto no significativo.

Variables Unidad de Efecto de las especies Efecto de los vecinos | Efecto de fertilizacion Interacciones Referencias
crecimiento
(cohorte de Valores y P Valores y P Valoresy P Tipoy P
macollo)
NHc Macollo principal | DG= 2,6 * DG= 29 ns N= 28 ns ns
(hojas.macollo'l) BWw= 3,0 Bw= 2]7 N+= 2,8 Flg 3.1.a.
Macollo 20-ddf DG= 1,7 ns DG= 1,8 ns N= 18 ns ns
BW= 20 Bw= 19 N+= 1,9
Macollo 30-ddf DG= 1,7 ns DG= 18 ns N= 17 ns ns
BW= 1,6 Bw= 15 N+= 1,6
NHe Macollo principal DG= 59 ok DG= 49 ns N= 473 ns ns
(hojas.macollo™) Bw=__2,7 Bw= 38 N+= 43 Fig. 3.1.b.
Macollo 20-ddf DG= 24 ns DG= 29 ** N= 18 ns ns
BwW= 1,6 Bw= 1,1 N+= 2.2
Estructurales Macollo 30-ddf DG=_ 0,9 ns | DG= 1,2 ns N= 08 ns ns
del macollo BW= 14 BWw= 1,2 N+= 1,6
NHyv Macollo principal | DG= 8,6 *»* | DG= 78 ns N= 71 ns ns
(hojas,macollo']) BwW= 57 BW= 6,4 N+= 7,1 Fig. 3.1.c.
Macollo 20-ddf DG= 4,0 ns DG= 4] *ox N™= 36 ns ns
BW= 36 BWw= 30 N+= 4,0
Macollo 30-ddf DG= 2,6 ns DG= 29 ns N= 25 ns ns
BW= 30 Bw= 2] N+= 3,1
NHc:NHv! Macollo principal | DG= 0,3 ** 1 DG= 04 ns N= 04 ns ns
(hojas.hoja") BW=_05 BW= 04 N+= 04 Fig. 3.1.d.
Macollo 20-ddf DG= 0,5 ns DG= 04 *ok N= 06 ns ns
BwW= 0,6 BwW= 0,7 N+= 0,5
Macollo 30-ddf DG= 0,7 ns DG= 0,7 ns N= 038 ns ns
BWw= 0,6 Bw= 0,7 N+= 0.6
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Figura 3.2. a) Longitud total de ldminas verdes por macollo (LLv=cm.macollo™), b)
longitud del pseudotallo (cm.macollo™) y ¢) densidad de macollos (numero.planta™)
evaluadas en cuatro situaciones diferentes de competencia intra- e interespecifica de la
graminea perenne Dactylis glomerata (DG) y la anual Bromus willdenowii (BW) en los
tratamientos no fertilizados (N-) y fertilizados (N+). En a) y b) los datos corresponden a
valores medios + error estandard de las tres cohortes de macollos (mac=macollo;
macollo principal y aquellos marcados aparecidos 20 y 30 dias después de la
fertilizacion= ddf) y en c) de la planta (efecto de la fertilizacion > 0,05; Ver Cuadro
3.2.). La primera abreviatura: nombre de la especie objetivo; la segunda abreviatura:
nombre de la especie vecina (por ejemplo: DG Dg).
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Cuadro 3.2. Resultados del analisis de la varianza comparando el efecto de las especies (dos niveles: Dactylis glomerata [DG] y Bromus
willdenowii [BW]), los vecinos (dos niveles: DG y BW), la fertilizaciéon invernal (dos niveles: sin=N" y con=N") y sus interacciones, sobre
algunas variables estructurales clave a escala macollo y planta (n=3). Los resultados presentados son los valores medios y los valores P: ** P<
0,01; * P<0,05 y ns= efecto no significativo.

Variables Unidad de Efecto de las especies Efecto de los vecinos | Efecto de fertilizacion Interacciones Referencias
crecimiento
(cohorte de Valores y P Valores y P Valores y P Tipoy P
macollo/planta)
LLv Macollo principal | DG= 40,3 ** | DG= 534 ns N= 46,6 *E ns
(Cm.macollo'l) BW= 66,8 Bw= 537 N+= 60,5
Macollo 20-ddf DG= 272 ** | DG= 36,7 ns N™= 31,6 * ns Fig.3.2.a.
BW= 464 BW= 36,9 N+= 42,0
Estructural Macollo 30-ddf DG= 19,1 ** | DG= 25,7 ns |N= 245 ns ns
del macollo BW=_ 30,5 BW=_239 N+= 251
Longitud del Macollo principal DG= 4,7 ok DG= 69 ns N= 6,0 ok ns
pseudotallo BW= 9,2 Bw= 17,1 N+= 7,9 Fig. 3.2.b.
(cm.macollo™) Macollo 20-ddf DG= 4,5 * | DG= 59 ns = 52 *x ns
BW= 7,3 BW= 59 N+= 6,6
Macollo 30-ddf DG= 3,5 *ok DG= 4,1 ns = 38 * Sp. Vec *
BW= 5,0 BW= 44 N+= 4.7
Densidad de Planta entera DG= 153 ns DG= 172 * N™= 14,6 ns ns Fig. 3.2.c.
Estructural | macollos B= 139 BI= 12,0 Nt= 147
de la planta | (macollos.planta™)
Area foliar Planta entera DG= 140 * DG= 19%4 ns N™= 174 ns ns | -
(cn’.planta™) BW= 252 BW= 198 N+= 218
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Longitud total de laminas verde por macollo

BW presentd un 65% mas de longitud total de laminas verdes por macollo
(LLv) que la especie DG, en las tres cohortes de macollos (por ejemplo 66,8 vs. 40,2
cm.macollo™ en el macollo principal; F=43,95; P<0,0001; Figura 3.2a; Cuadro 3.2.). No
se evidencid efecto de los vecinos sobre la LLv de las especies (P>0,05). El LLv se
incremento alrededor del 30% en respuesta a la fertilizacion en el macollo principal
(46,6 vs. 60,4 en N- y N+, respectivamente; F=11,94; P=0,004) y en el macollo de 50-
dde/20-ddf (31,6 vs. 42,0 en N- y N+, respectivamente; F=8,62; P=0,01; Figura 3.2a;

Cuadro 3.2.), pero no en la cohorte de 60-dde/30-ddf.

Longitud del pseudotallo

La longitud del pseudotallo fue un 96% mayor en BW que en DG (9,2 vs. 4,7
cm.macollo'l; F=73,15; P<0,0001; Cuadro 3.2.) y presentd una tendencia decreciente
con el incremento de la edad del macollo (Figura 3.2b.). En la cohorte més joven de
macollos, la longitud del pseudotallo de las plantas de BW rodeadas por vecinos BW
(5,7 ecm.macollo™) fue un 25% mayor que aquellas rodeadas por vecinos DG (4,4
cm.macollo™), pero no se evidenci6 efecto de los vecinos en el largo del pseudotallo de
las plantas de DG (3,5 cm.macollo'l) (interaccidn especies*vecinos; F=8,49; P=0,01;
Cuadro 3.2.). La fertilizacién nitrogenada incrementd el largo del pseudotallo en

alrededor del 28% en todas las cohortes de macollos (F>8,49; P<0,01).

Area foliar de los macollos individuales
El drea foliar (AF,,) del macollo principal fue un 102% mayor en BW que en DG
(64,0 vs. 31,7 cmz.macollo'l, respectivamente; F=36,96; P<0,0001) y presentd un

incremento del 43% en respuesta a la fertilizacion (N-: 39,3 vs. N+: 56,4 cm?.macollo™;
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F=10,35; P=0,0062). Se encontr6 similar respuesta en la cohorte de 50-dde/20-ddf
(efecto de la especie, BW: 36,9 vs. DG: 17,7 cm.macollo-1, respectivamente; F=34,4;
P<0,0001 y efecto de la fertilizacion, N-: 22,2 vs. N+: 32,4 cm.macollo'l; F=9,66;
P=0,0077). No hubo efecto en la cohorte mas joven de macollos, 60-dde/30-ddf
(P>0,05). No se detectd efecto significativo de los vecinos en el AF, en ninguna

cohorte de macollos (P>0,56).

Variables asociadas con el crecimiento de los macollos

Biomasa de los macollos

La biomasa aérea bruta del macollo (biomasas muertas + vivas) de BW fue un
140 % mayor que la de DG en las tres cohortes evaluadas (por ejemplo: BW: 0,74 vs.
DG: 0,25 g.macollo'l; F>13,57; P<0,0025; Cuadro 3.3.) y se incremento alrededor del
36% por efecto de la fertilizacion nitrogenada en el macollo principal (N-: 0,42 vs. N+:
0,57 g.macollo'l; F=4,93; P=0,043; Figura 3.3a). La biomasa muerta que BW acumulo
en el macollo principal y en la cohorte de 50-dde/20-ddf fue un 200% y un 150% mayor
respectivamente (0,09 y 0.05 g.macollo'l, respectivamente), que aquélla de DG (0,03
g.macollo'1 en ambas cohortes; F>12,2; P<0,0036). Los macollos de BW también
presentaron una mayor biomasa viva que aquéllos de DG, y estas diferencias
disminuyeron con la edad del macollo, 195% en el macollo principal (BW: 0,6 vs. DG:
0,2 g.macollo'l; F=42,95; P<0,0001; Cuadro 3.3.) hasta el 86% en el macollo de 60-
dde/30-ddf (BW: 0,1 vs. DG: 0,07 g.macollo'l; F=15,35; P=0,0015). La biomasa viva
estuvo compuesta por ldminas y pseudotallos (Figura 3.3b y 3.3c.; Cuadro 3.3.); fueron
132 y 175% respectivamente mayores en los macollos de BW que en los de DG

(laminas de BW: 0,4 vs. laminas de DG: 0,1 g.macollo'l; pseudotallos de BW: 0,3 vs.
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pseudotallos de DG: 0,08 g.macollo'l en el macollo principal; F>9,32; P<0,0086;

Cuadro 3.3.); esas diferencias decrecieron desde el macollo mas viejo al mas joven.
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Figura 3.3. a) Biomasa aérea bruta y componentes de la biomasa viva del macollo
(g.macollo™): b) biomasa de laminas y ¢) biomasa del pseudotallo en la cosecha final
(13 de Septiembre) en cuatro situaciones diferentes de competencia intra- e
interespecifica de la graminea perenne Dactylis glomerata (DG) y la anual Bromus
willdenowii (BW) en los tratamientos no fertilizados (N-) y fertilizados (N+). Los datos
corresponden a valores medios + error estandard de las tres cohortes de macollos
(mac=macollo; macollo principal y aquellos marcados aparecidos 20 y 30 dias después
de la fertilizacion= ddf). La primera abreviatura: nombre de la especie objetivo; la
segunda abreviatura: nombre de la especie vecina (por ejemplo: DG Dg).
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Cuadro 3.3. Resultados del analisis de la varianza comparando el efecto de las especies (dos niveles: Dactylis glomerata [DG] y Bromus
willdenowii [BW]), los vecinos (dos niveles: DG y BW), la fertilizaciéon invernal (dos niveles: sin=N" y con=N") y sus interacciones, sobre
variables asociadas al crecimiento de los macollos (n=3). Los resultados presentados son los valores medios y los valores P: ** P<(0,01; * P<
0,05 y ns= efecto no significativo.

Variables Unidad de Efecto de las Efecto de los vecinos | Efecto de fertilizacion | Interacciones | Referencias
crecimiento especies
(cohorte de Valores y P Valores y P Valores y P Tipoy P
macollo)
Biomasa aérea Macollo principal DG= 0,25 ** 1 DG= 0,54 ns N= 042 * ns
bruta BWwW= 0,74 BWw= 0,45 N+= 0,57
(g.macollo™) Macollo 20-ddf DG= 0,14 ** | DG= 0,29 * N= 021 ns ns Fig. 3.3.a.
BW= 10,35 Bw= 0,20 N+= 0,28
Macollo 30-ddf DG= 0,08 ** | DG= 0,12 ns N= 0,12 ns ns
BW= 0,14 BW= 0,10 N+= 0,11
Biomasa aérea viva | Macollo principal DG= 0,22 *k DG= 048 ns N™= 0,36 * ns
Variables (g.macollo™) BW= 0,65 BW= 0,40 N+= 0,52
asociadas al Macollo 20-ddf DG= 0,12 ** | DG= 024 ns |[N= 0,8 ns ns | -
crecimiento BwW= 0,30 Bw= 0,18 N+= 0,24
de los Macollo 30-ddf DG= 0,07 ** | DG= 0,11 ns N= 0,10 ns ns
macollos Bw= 0,13 BW= 10,08 N+= 0,09
Biomasa de laminas | Macollo principal DG= 0,14 ** DG= 0,28 ns N= 0,22 * ns
(g.macollo™) BW= 0,38 BW= 024 N+= 0,30 Fig. 3.3.b.
Macollo 20-ddf DG= 0,08 ** | DG= 0,15 ns N= 0,11 ns ns
BwW= 0,18 BwW= 0,11 N+= 0,15
Macollo 30-ddf DG= 0,04 ** DG= 0,07 ns N= 0,07 ns ns
BW=0,08 BW= 10,05 N+= 0,06
Biomasa del Macollo principal DG= 0,08 ** 1 DG= 0,19 ns N= 0,14 * ns
pseudotallo BW= 0,28 BWw= 0,16 N+= 0,22
(g.macollo™) Macollo 20-ddf DG= 0,04 ** | DG= 0,09 * N= 0,07 ns ns Fig. 3.3.c.
BW= 0,11 BW= 0,06 N+= 0,09
Macollo 30-ddf DG= 0,02 * DG= 0,04 ns N= 0,03 ns ns
BW= 0,04 BW= 10,03 N+= 0,04
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La biomasa aérea bruta y muerta de la cohorte de 50-dde/20-ddf de ambas
especies fue mas del 45% mayor cuando estuvieron rodeadas por plantas vecinas de DG
respecto de vecinas de BW (0,2 vs. 0,3 g de biomasa aérea bruta por macollo cuando el
vecino fue BW y DG, respectivamente; F>12,2; P<0,04; Cuadro 3.3.). La biomasa de
los pseudotallos de la cohorte 50-dae/20-ddf de ambas especies se increment6 un 50%
cuando las plantas vecinas fueron de DG comparada con plantas vecinas BW (0,06 vs.
0,09 g.macollo'1 cuando el vecino fue BW y DG, respectivamente; F=4,87; P=0,044).
La biomasa de laminas no presento efectos de vecinos (P>0,05). En cambio, la biomasa
aérea bruta y viva solo del macollo principal se incrementd por efecto de la
fertilizacion, alrededor del 44% de la biomasa viva del macollo (0,4 vs. 0,6 g de
biomasa viva por macollo en N- y N+, respectivamente; F=6,15; P=0,026) asociado a
incrementos de alrededor del 36% en la biomasa de las laminas (N-: 0,2 vs. N+ 0,3
g.macollo™; F=5,25; P=0,038; Cuadro 3.3.) y del 57% en el pseudotallo (N-: 0,1 vs.

N+: 0,32 g.macollo'l; F=6,45; P=0,024) (Figura 3.3b y 3.3c.; Cuadro 3.3.).

Variables estructurales de las plantas objetivo

Densidad final de macollos de las plantas

La densidad de macollos al momento de la cosecha final fue similar en ambas
especies (14,63 macollos.planta™; P=0,53), pero fue un 44% mayor con vecinos DG que
con vecinos BW (17,2 vs. 12 macollos.planta'l, respectivamente; F=5,74; P=0,03). No

se encontraron efectos de la fertilizacion (P=0,97; Figura 3.2c; Cuadro 3.2.).

Area foliar de las plantas
De igual forma a lo ocurrido en los macollos individuales, el drea foliar de las

plantas objetivo (AF,) fue un 79% mayor en BW que el area foliar de DG (252 vs. 141
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cmz.planta'l, respectivamente; F=8,70; P=0,01; Cuadro 3.2.). No se detectaron efectos
de los vecinos (P=0,92) y, a pesar del incremento del AF,, de los macollos mas viejos
por accidn del nitrogeno, éste no ejercid ningun efecto a escala planta (N-: 174 vs. N+:

218 cmz.planta'lg P=0,26).

Variables asociadas con el crecimiento de las plantas

Biomasa aérea de las plantas

De acuerdo al patron observado a escala macollo, la biomasa aérea bruta de las
plantas objetivo de BW fue un 180% mayor que las plantas de DG (3,30 vs. 1,17
g.planta'l; F=26,81; P=0,0001), y los vecinos DG incrementaron un 55% la biomasa
bruta de ambas especies comparado con vecinos BW (2,72 vs. 1,76 g.planta”,
respectivamente, F=5,59; P=0,0331; Figura 3.4a; Cuadro 3.4.). La biomasa muerta y
viva de las plantas de BW fueron un 200% y 177% mayores que aquéllas de DG,
respectivamente (muerta BW: 0,4 vs. muerta DG: 0,1 g.planta'l; F=25,11; P=0,0002 y
viva BW: 2,9 vs. viva DG: 1,0 g.planta'l; F=27,86; P=0,0001). La biomasa de laminas y
de pseudotallos de la especie anual fueron un 167% (BW: 1,7 vs. DG: 0,6 g de
laminas.planta™; F=23,96; P=0.0002) y un 195% (BW: 1,1 vs. DG: 0,4 g de
pseudotallos.planta™; F=24,57; P=0,0002) mayores que aquéllas de la especie perenne,
respectivamente (Figura 3.4b y 3.4c; Cuadro 3.4.).

La biomasa viva y muerta de las plantas objetivo fueron un 53% mayores
cuando los vecinos fueron DG comparados con vecinos BW (vecinos BW: 1,5 vs.
vecinos DG: 2,4 g.planta'l; F=5,49; P=0,033 y vecinos BW: 0,2 vs. vecinos DG: 0,3
g.planta'l; F=7,40; P=0,016, respectivamente). Como consecuencia, la biomasa aérea
bruta de las plantas fue un 55% mayor con vecinos DG que con vecinos BW (vecinos

BW: 1,8 vs. vecinos DG: 2,7 g.planta'l; F=5,59; P=0,033; Figura 3.4a). Los vecinos DG
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incrementaron un 54% la biomasa de laminas y un 55% la biomasa del pseudotallo de
las plantas objetivo comparados con vecinos BW (F=4,9; P=0,044 y F=4,6; P=0,049,

respectivamente; Figuras 3.4b y 3.4c; Cuadro 3.4.).
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Figura 3.4. a) Biomasa aérea bruta y componentes de la biomasa viva de las plantas
(g.planta™): b) biomasa de laminas y c) biomasa del pseudotallo, y d) biomasa de raiz
(g.planta™) de las plantas objetivo en la cosecha final (13 de Septiembre) en cuatro
situaciones diferentes de competencia intra- e interespecifica de la graminea perenne
Dactylis glomerata (DG) y la anual Bromus willdenowii (BW) en los tratamientos no
fertilizados (N-) y fertilizados (N+). Los datos corresponden a valores medios + error
estandard. El efecto de la fertilizacion >0,05 (Ver Cuadro 3.3.). La primera abreviatura:
nombre de la especie objetivo; la segunda abreviatura: nombre de la especie vecina (por
ejemplo: DG Dg). Sp= efecto de la especie; Vec= efecto del vecino.
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Cuadro 3.4. Resultados del analisis de la varianza comparando el efecto de las especies (dos niveles: Dactylis glomerata [DG] y Bromus
willdenowii [BW]), los vecinos (dos niveles: DG y BW), la fertilizaciéon invernal (dos niveles: sin=N" y con=N") y sus interacciones, sobre
variables asociadas al crecimiento de las plantas objetivo (n=3). Los resultados presentados son los valores medios y los valores P: ** P<0,01; *
P< 0,05 y ns= efecto no significativo.

Variables Unidad de Efecto de las Efecto de los Efecto de Interacciones Referencias
crecimiento especies vecinos fertilizacion
Valores y P Valores y P Valores y P Tipoy P

Biomasa aérea Planta entera | DG= 1,17 DG= 2,72 N= 194

bruta Hox * ns ns Fig. 3.4.a.
-1

(gplanta”) BW= 330 BW= 1,76 N+ 2,54

Biomasa viva Planta entera | DG= 1,04 DG= 2,37 N= 1,68

mass Hox * ns ns | -

(g.planta™) BW= 2,88 BW= 155 N+= 2,24

Variables asociadas al ' ’ ’
crecimiento de las - -
plantas Biomasa de Planta entera | DG= 0,64 DG= 0,93 N= 103 .

laminas ok * ns ns Fig. 3.4.b.
-1

(g-planta’) BW= 1,71 BW= 141 Nt= 132

Biomasa del Planta entera | DG= 0,40 DG= 0,96 N= 0,65

pseudotallo *K * ns ns Fig. 3.4.c
-1

(g-planta™) BW= 1,18 BW= 0,62 N+ 0,02

Biomasa de raiz Planta entera DG= 0,58 DG= 1,08 N= 0,81

(g.planta™) *K *E ns ns Fig. 3.4.d.

BW= 1,00 BW= 0,49 N+= 0,76
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A pesar de que ambas especies mostraron similar densidad final de macollos y la
fertilizacion incremento la biomasa de las ldminas y de los pseudotallos en el macollo
principal (Figuras 3.3b y 3.3c.), no se detectd efecto de la fertilizacién en la biomasa

aérea bruta ni en la viva de las plantas objetivo (P>0,05).

Biomasa de raiz de las plantas

La biomasa de raiz fue significativamente afectada por la especie y los vecinos.
Fue un 72% mayor en plantas de BW que en el plantas de DG (1,00 vs 0,6 g.planta™,
respectivamente; F=9,28; P=0,0087; Figura 3.4d) y un 55% menor en presencia de
vecinos BW respecto de vecinos DG (0,5 vs. 1,08 g.planta'l, respectivamente; F=18,49;

P=0,0007). La fertilizacioén no afect6 la biomasa de raices (P=0,70).

Biomasa total de las plantas y particion de la biomasa

De acuerdo a la biomasa aérea bruta y a la biomasa de raiz, la biomasa total de
las plantas objetivo (sumatoria de las dos previas) fue un 191% mayor en las plantas de
BW (4,3 vs 1,5 g.planta—l; F=53,09; P<0,0001) y un 36% menor con vecinos BW que
con vecinos DG (2,2 vs 3,5 g.planta-], respectivamente; F=10,86; P= 0,0053). Como
consecuencia, la particion en torno de la biomasa aérea fue un 15% mayor en plantas
de BW (0,77 vs. 0,67 en plantas de BW y DG, respectivamente; F=7,15; P=0,018) y un
27% mayor con vecinos BW (0,76 vs. 0,68 con vecinos BW y DG, respectivamente; F=
5,36; P=0,0363). La respuesta inversa fue obtenida en torno a la particion hacia la raiz.
La misma fue un 42% menor en plantas objetivo de BW respecto de plantas de DG
(0,22 vs. 0,33, respectivamente; F=15,68; P=0,014).. La fertilizacion no ejercid efecto

sobre la biomasa total de la planta objetivo o en la particion de biomasa (P>0,05).
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Indice de competencia relativa

DG parece ser un competidor menos agresivo que BW porque el indice de
competencia relativa (ICR) fue positivo (32%) para la primera especie y negativo (-
61%) para la segunda (F=12,17; P=0,01). Estos resultados sugieren que la competencia
interespecifica es mas fuerte que la intraespecifica en DG; lo contrario ocurre con la
especie anual/bianual BW que se beneficia con un competidores menos agresivo -DG-.
El ICR se incrementd levemente con la fertilizacion nitrogenada pero su efecto no fue

estadisticamente significativo (P=0,13).

3.4. DISCUSION

Efecto de las especies

BW presentd mayor tamafio de macollos (mayor LLv; Figura 3.2a; Cuadro 3.2)
respecto de DG en todas las cohortes evaluadas debido a su mayor tamafio final de
laminas (hasta un 85% superior; datos no presentados) y un aproximadamente 70%
mayor largo del pseudotallo (Figura 3.2b). Ambos mecanismos sugieren que BW
presenta una mayor competitividad por luz respecto de DG. Ademds de hojas y
pseudotallos mas largos, el tamafio del macollo estd compuesto por un mayor NHv
(Hume 1991a). Sin embargo, BW presentdé menor NHe y NHv con respecto a DG
(BW=5,7 vs. DG= 8,6 NHV.macollo'I; Figuras 3.1b y 3.1c; Cuadro 3.1) pero solo en el
macollo principal. Estos valores de DG son similares a aquéllos hallados por Duru y
Ducrocq (2000 a); (entre 4,8 y 7,0 en diferentes periodos de crecimiento), pero mayores
a aquéllos encontrados por otros investigadores (entre 4 y 5 NHv por macollo en
diferentes cultivares de DG y de BW) (Rawnsley et al. 2002, Turner et al. a,b, 2006,

Berone y Dreher 2007). BW tuvo mayor AF,, mayor biomasa de laminas (Figura
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3.3b), mayor biomasa de pseudotallos (Figura 3.3c), biomasa viva y bruta aérea de
macollos (Figura 3.3a) respecto de DG en las tres cohortes de macollos evaluadas.

A pesar de su menor tamafio de macollos, DG no presentdé mayor densidad final
de macollos (Figura 3.2c; Cuadro 3.2) que BW debido a un incremento dindmico en la
proporcidn de hojas en activo crecimiento (NHc.NHv'1; Figura 3.1¢; Cuadro 3.1) en los
macollos més jévenes. Dicho cambio estructural fue determinante de una menor
cantidad de carbono exportable a llenado de sitios (Lls; Capitulo 2) (Berone et al.
2007a) y a macollaje, debido a que la zona de crecimiento de la hoja es un destino fuerte
con prioridad en el uso y la acumulacion de los propios carbohidratos producidos
(Volontec y Nelson 1984, Gautier et al. 1999, Nelson 2000, Schnyder et al. 2000). Este
mecanismo estructural de control de la densidad de macollos seria alternativo a aquél
morfogénico discutido en el Capitulo 2 de la presente Tesis; ambos mecanismos de

control seran tratados en el Capitulo 5.

Efecto de los vecinos

Se observaron efectos diferenciales de los vecinos sobre la densidad de macollos
y la biomasa de las plantas. Los vecinos anuales restringieron un 30% la densidad de
macollos (Figura 3.2 ¢, Cuadro 3.2) asociada a un menor NHe y NHv y una mayor
proporcion NHe.NHv' en el macollo 50-dde/20-ddf (Figuras 3.1b, 3.1¢ y 3.1d, Cuadro
3.1). Esto pudo haber constituido una restriccion en la particion de carbono hacia los
meristemas axilares y por lo tanto hacia el incremento en la densidad de macollos, ya
que las hojas comienzan a atender la demanda de carbono de las yemas axilares recién
cuando han alcanzado el 80% de su largo final (Schnyder et al. 2000). Este ajuste
temprano en el NHe y en el NHv en macollos de edad intermedia actué como un

mecanismo regulatorio que disminuy6 el macollaje en plantas rodeadas por vecinos
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anuales. Esta disminucion en el NHe representd una estrategia que promovié la muerte
temprana de hojas expandidas (asociada a una menor longevidad de las hojas= menor
VMF, Capitulo 2), y no de aquéllas en activo crecimiento (menor NHe pero similar
NHc) que pueden vegetar en estratos mejor iluminados del canopeo. Tal como fuera
demostrado en otros experimentos que involucran gramineas C; (Bahmani et al. 2000,
Nelson 2000), no se observd efecto de los vecinos sobre el NHc (Figura 3.1 a). Este
mecanismo estructural de control de la densidad de macollos seria simultaneo a aquél
morfogénico discutido en el Capitulo 2 de la presente Tesis; ambos mecanismos de
control seran tratados en el Capitulo 5. Este mecanismo estructural regulatorio estuvo
asociado con un temprano decrecimiento (66-dde) en la RFA transmitida al suelo del
26%, causado por los vecinos anuales (102 pMOL.m™.s™ con vecinos BW vs. 138
pMOL.m™”s" con vecinos DG). Entonces, esta restriccion temprana en la ocupacién
horizontal del espacio conducida por los vecinos anuales resulta de gran importancia
durante el establecimiento de la pastura y/o cuando los canopeos son poco densos
(Virkajarvi y Jarvenranta 2001). En este sentido, el macollaje representa una respuesta
de explotacién u oportunistica (Nelson 2000) y también estd asociado con la
persistencia de las especies (Hume 1991a). Obviamente, esto puede condicionar la
composicion floristica futura de la comunidad (Ross y Harper 1972, Eagles et al. 1982).

Sin embargo, los vecinos anuales no incrementaron la LLv (Figura 3.2a; Cuadro
3.2) o la longitud de los pseudotallos (similar tamafio del macollo; excepto en el
macollo mas joven; Figura 3.2b) durante los primeros 85 dias de emergidas las plantas
no detectaron sefiales anticipatorias de competencia cuando la intercepcion del canopeo
fue <93%. Las respuestas de evasidon al sombreo ocurren antes que las plantas sean
directamente sombreadas (efecto indirecto y directo del sombreo, respectivamente

(Lemaire y Millard 1999). Sin embargo, no siempre son esperables incrementos en la
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TEF o en la LLv; esta respuesta puede ocurrir (Casal et al. 1985), depender del orden de
aparicion del fitdmero (Zhu et al. 2014), depender de la zona de la hoja que reciba el
estimulo luminico; ldmina o pseudotallo (Skinner y Simmons 1993) o puede no ocurrir
(Monaco y Briske 2000). A pesar de esto, la longitud del pseudotallo de las plantas de
BW rodeadas por vecinos de su misma especie fue un 25% mayor que aquéllas rodeadas
por vecinos DG (Figura 3.2b) en el macollo mas joven (60-dde/30-ddf). Esto estuvo
asociado con limitaciones luminicas hacia el final del periodo experimental. Esta
respuesta de evasion al sombreo ocurre antes que las plantas perciban una reduccion en
la relacion rojo: rojo lejano y antes que sean directamente sombreadas, representando
una sefal de proximidad de vecinos (Ballaré et al. 1987, 1990).

Mientras los vecinos anuales no incrementaron el tamafio de macollo (similar
altura de macollo), promovieron el decrecimiento de la biomasa aérea bruta del
macollo (tamafio del macollo en biomasa ver después en Jerarquias entre cohortes y
entre plantas en el canopeo) asociado principalmente a una menor biomasa del
pseudotallo (Figuras 3.3a y 3.3c) en la cohorte 50-dde/20 ddf. Probablemente esto se
haya debido a un efecto de dilucién de la materia seca del pseudotallo (<g.cm™). No se
pudieron detectar otros efectos significativos en el macollo de 60-dde/30-ddf
probablemente debido a su corto periodo de evaluacion (21 dias previos a la cosecha
final).

Por lo tanto, las plantas de ambas especies crecieron mas cuando estuvieron
rodeadas de vecinos perennes al ser la competencia intraespecifica mas intensa en BW y
la interespecifica, en DG; el ICR (indice de competencia relativa) fue de signo negativo
para BW y positivo para DG y que el signo de esta relacion sorprendentemente no se
modificara por efecto del nitrogeno. Esto estuvo asociado a la menor densidad de

macollos por planta inducida por el vecino anual que restringid la biomasa de laminas y
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de pseudotallos de las plantas (Figura 3.4. b y c). Ademads, los vecinos anuales
decrecieron la biomasa de raiz (Figura 3.4d) y la particion de biomasa hacia la misma
(reducida al 34% vs. el vecino perenne: 59%). Estos resultados sugieren que durante el
establecimiento de la pastura, los vecinos anuales no mejorarian la competencia por luz
de las plantas pero limitarian la colonizacion horizontal del espacio y la habilidad para
adquirir eficientemente nutrientes del suelo; esto es importante en el resultado
competitivo bajo condiciones de alta disponibilidad de nutrientes (Sugiyama 1999). Este
efecto de los vecinos es especialmente relevante en especies de lento establecimiento,
como lo es la graminea perenne DG, cuyas plantulas tienen baja habilidad competitiva
asociada a su lento crecimiento subterrdneo inicial (Nurjaya y Tow 2001). Este
crecimiento inicial puede condicionar su desempefio posterior debido a que la habilidad
competitiva de DG se correlaciona positivamente con el peso de sus raices durante el

segundo afio luego del establecimiento (Sugiyama y Nakashima 1994).

Efecto de la fertilizacion nitrogenada

Debido a que la fertilizacidn nitrogenada promovié la tasa de elongacion foliar
(TEF; Capitulo 2), ésta estuvo también asociada con ciertas variables estructurales,
principalmente a la longitud total de laminas verdes (Figura 3.2a; Cuadro 3.2) y a la
longitud del pseudotallo (Figura 3.2b, Cuadro 3.1). Este incremento en la longitud del
pseudotallo causado por el nitrogeno acuerda con lo hallado por Duru y Ducrocq
(2000b) y con Duru et al. (2000). Esta inversion en longitud de ldminas y de
pseudotallos explica el incremento en el AF,, (Cuadro 3.1) que puede ser posicionado
en horizontes superiores del canopeo. En los macollos principales, este balance de
carbono y biomasa positivos permitié el incremento en la biomasa aérea bruta (Figura

3.3a) y biomasa viva del macollo via incrementos en la biomasa de laminas (Figura
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3.3b) y en la biomasa de pseudotallos (Figura 3.3.c) s6lo en los macollos principales.
Este incremento en la biomasa de pseudotallos acuerda con lo reportado por Calviére y
Duru (1999) y con Duru et al. (2000). El efecto de la fertilizacion resulta en un
incremento inmediato del nimero de células de los macollos presentes al momento de la
fertilizacion (Volontec y Nelson 1983, Gastal y Durand 2000), esto es, en los macollos
mas viejos y mejor iluminados; asociado con el gradiente vertical de distribucion de
nitrogeno en las hojas paralelo a la distribucion vertical de luz dentro del canopeo
(Lotscher et al. 2003).

La fertilizacion nitrogenada afecto las longitudes (largos frescos) mas que los
pesos (materia seca) de los macollos evaluados. Este efecto parece diluirse desde los
macollos mas viejos a los mas jovenes debido a que solo la respuesta en longitud de los
pseudotallos permanecid significativa hasta el macollo de 60-dde/30-ddf. En los
macollos mas jovenes, los incrementos en la LLv y en la longitud de los pseudotallos no
fueron acompafiados por cambios en la biomasa de laminas o en la biomasa de
pseudotallos (Figuras 3.3b y 3.3c), probablemente debido a reducciones en el peso por
unidad de longitud (datos no presentados). Esto podria representar un mecanismo de
conservacion de la material seca en etapas tempranas de la siembra, relacionado con una
expansion volumétrica de los tejidos (Schnyder et al. 2000).

La fertilizacion nitrogenada no afectd el numero de hojas vivas por macollo
(NHv; Figura 3.1c) debido a que no afecto la TAF (tasa de aparicion foliar ) o la VMF
(vida media foliar; Capitulo 2). El nitrogeno no afectd la densidad de macollos o las

biomasas (P>0.05) a escala planta.
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Jerarquias entre cohortes v entre plantas en el canopeo

Durante el establecimiento de la pastura (esto es durante los 85-dde) se
establecieron jerarquias de plantas dominantes dentro del canopeo determinadas por
caracteristicas genéticas de las especies: las plantas de BW fueron mas altas y
erectofilas (> LLv y > longitud de pseudotallos) (Figuras 3.2a y 3.2b) respecto de las
plantas de DG. Esta jerarquia genética en la habilidad para capturar luz se impone
tempranamente durante la etapa de establecimiento de la pastura (desde el macollo
principal) en canopeos compuestos por gramineas Cj anuales y perennes.

Mientras tanto, la falta de incremento en el tamafio del macollo -LLv- (esto es
una respuesta de evasion al sombreo; Figura 3.2a) por efecto de los vecinos se debe a
que el incremento en el tamafio del macollo sélo se observa en canopeos sombreados
(Casal et al. 1987, Virkajérvi y Jirvenranta 2001). Este no es el caso durante la fase de
establecimiento de la pastura debido a que durante este periodo no ha sido posible
completar las etapas del proceso de competencia por luz (Lemaire 2001) cuando la
intercepcion del canopeo fue < 93% de la radiacion incidente. La jerarquia ambiental
entre plantas dentro del canopeo se desarrollaria en etapas posteriores a la fase de
establecimiento (> 85 dde y 100 dds en este tipo de mezclas). Sin embargo, un signo de
jerarquia plastica conducida por los vecinos anuales fue observada: en el macollo mas
joven (60-dde/30-ddf), la longitud del pseudotallo de las plantas de BW rodeadas por
vecinos de su misma especie fue mayor que aquéllas rodeadas por vecinos DG (Figura
3.2b). Esto estuvo asociado con limitaciones luminicas hacia el final del periodo
experimental. Esta respuesta de evasion al sombreo ocurre antes que las plantas
perciban una reduccion en la relacidn rojo: rojo lejano y antes que sean directamente
sombreadas, representando una sefial de proximidad de vecinos (Ballaré et al. 1987,

1990), y en este caso, antes que el LLv cambie (Figura 3.2a, Cuadro 3.1).
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Los vecinos condujeron la ocupacion aérea y la colonizacion subterranea. El
menor NHe de macollos de edad intermedia de plantas rodeadas por vecinos BW
probablemente indujeron un decrecimiento de la densidad de macollos (Figura 3.4a 'y
Cuadro 3.3). Esta restriccion temprana en la ocupacion horizontal del espacio conducida
por los vecinos anuales es de gran importancia durante el establecimiento de la pastura
y/o cuando los canopeos son poco densos (Virkajarvi y Jarvenranta 2001). En este
sentido, el macollaje representa una respuesta de explotacion u oportunistica (Nelson
2000). Obviamente, esto puede condicionar la composicion floristica futura de la
comunidad (Ross y Harper 1972, Eagles et al. 1982).

Los vecinos anuales decrecieron la biomasa de raiz (Cuadro 3.3) y la particion de
biomasa hacia la misma. Esto sugiere que durante el establecimiento de la pastura, los
vecinos anuales no mejoran la competencia por luz de las plantas o la colonizacion
horizontal del espacio pero limitan la habilidad para adquirir eficientemente nutrientes
del suelo; esto es importante en el resultado competitivo bajo condiciones de alta
disponibilidad de nutrientes (Sugiyama 1999). Este efecto de los vecinos es
especialmente relevante en especies de lento establecimiento, como lo es la graminea
perenne DG, cuyas plantulas tienen baja habilidad competitiva asociada a su lento
crecimiento subterraneo inicial (Nurjaya y Tow 2001). Este crecimiento inicial puede
determinar su desempefio posterior debido a que la habilidad competitiva de DG se
correlaciona positivamente con el peso de sus raices durante el segundo afio luego del
establecimiento (Sugiyama y Nakashima 1994). Por lo tanto, los vecinos anuales
limitaron la jerarquia en la colonizacion subterranea de las plantas, lo que estd
relacionado con la captura de agua y de nitrégeno en el corto plazo y con su futura

habilidad competitiva por luz y por nutrientes (Lemaire 2001).
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Se observd también una jerarquia entre cohortes de macollos; aquéllas menos
iluminadas tuvieron una jerarquia dominada dentro de la estructura de la planta,
presentando menores LLv (Figura 3.2a, Cuadro 3.1) y longitudes de pseudotallos
(Figura 3.2b, Cuadro 3.1), mientras que aquéllas mejor iluminadas presentaron un
patron opuesto. Las relaciones entre macollos en desarrollo puede ser critica para el
¢xito de la planta en su conjunto debido a que es esencial particionar recursos hacia
aquéllos con mayor probabilidad de tener alto rendimiento de por vida (Novoplansky
2003). En plantas jévenes de gramineas, el macollo mas grande es al mismo tiempo el
de mejor desempefio presente y futuro; esto es, con una jerarquia dominante dentro de la
estructura de la planta. En este mismo sentido, los efectos del nitrégeno sobre la LLv
(Figura 3.2a) fueron evidentes solo en los macollos mas viejos (macollo principal y
cohorte de 50-dde/20-ddf) debido a que el nitrogeno debe haber sido incorporado a los
tejidos mejor iluminados de la planta, no estando disponible para la cohorte mas juvenil
(60-dde/30-ddf). Ambos cambios en los patrones de particion con la edad del macollo,
corresponden al cambio de una estrategia de crecimiento de la planta

predominantemente horizontal a uno mas vertical (Lemaire y Millard 1999).

3.5. CONCLUSIONES

En comunidades multiespecificas templadas compuestas por gramineas Cs
anuales/bianuales y perennes (DG+BW), se registraron cambios en rasgos estructurales,
de origenes tanto genéticos como plasticos durante la etapa critica de establecimiento y
en ausencia de defoliacion. Los mayores LLv y longitudes de pseudotallos de todas las
cohortes de macollos evaluadas de la especie anual BW, en comparacion con la especie
perenne DG, sugieren una mayor jerarquia y habilidad competitiva en la captura de luz

de las plantas de BW. A pesar de su menor tamafio de macollo, DG no presentd un
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incremento en la densidad de macollos por planta, y entonces en la ocupacion
horizontal temprana del espacio, probablemente debido al incremento en la proporcion
de hojas en crecimiento (NHc.NHv™") registrada en los macollos més jovenes. Esta baja
habilidad de ocupacion horizontal del espacio puede impactar negativamente en la
habilidad de la graminea perenne para persistir dentro de la comunidad. Sin embargo,
no pudo establecerse una jerarquia ambiental en la captura de luz —incrementos en la
longitud de lamina verde por macollo o en el largo de los pseudotallos- ya que el
incremento en el tamafio de los macollos solo puede ser observado en canopeos
sombreados, lo que no es el caso durante la fase de establecimiento.

Sin embargo, los vecinos condujeron la ocupacién aérea horizontal y la
colonizacidn subterranea. El ajuste temprano en el numero de hojas expandidas y vivas
(NHe y NHv) en macollos de edad intermedia (macollo de 20-ddf/50-dde), actué como
un mecanismo regulatorio que produjo la disminucion en la densidad de macollos de las
plantas rodeadas por vecinos anuales. También, los vecinos anuales limitaron la
colonizacidon subterranea (menor biomasa de raiz de las plantas) y la habilidad
competitiva por los recursos del suelo. Esto es especialmente relevante en especies de
lento establecimiento como es el caso de la perenne DG, que presenta lento crecimiento
subterraneo inicial y captura de nitrogeno. Esto puede condicionar el desempefio
posterior de la graminea perenne en la pastura. La fertilizacion nitrogenada invernal
mejoro la altura de los macollos en todas las cohortes evaluadas, y la captura de luz,
pero no la biomasa de los macollos o la densidad de macollos por planta; por lo tanto,
su efecto no resulto significativo a escala planta.

La jerarquia en la captura de luz estaria relacionada con los genotipos elegidos,
mientras que las jerarquias en la ocupacion horizontal y colonizacion subterranea del

espacio son claramente controlados por los vecinos, y por lo tanto de origen ambiental o
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plastico. Estos hallazgos han permitido clarificar algunos mecanismos estructurales
involucrados en las interacciones competitivas tempranas entre gramineas anuales y
perennes en la linea de siembra y enfatizan la importancia de las decisiones culturales al
momento de planificar comunidades multiespecificas templadas. Sin embargo, estas

respuestas deberian ser evaluadas en etapas posteriores del cultivo.



Capitulo 4
Efectos de la defoliacion y la fertilizacion nitrogenada sobre la
productividad y persistencia de gramineas C; perennes en pasturas
multiespecificas
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4.1. INTRODUCCION

Quienes diseflan y manejan pasturas suelen buscar aquella composicion floristica
que asegure obtener pasturas densas y longevas (Kemp y King 2001). La composicidon
floristica optima es aquélla en la que las gramineas perennes y las leguminosas dominan
sobre las gramineas anuales (Kemp et al. 2000, Kemp y King 2001, Laidlaw y Teuber
2001). El funcionamiento de estas pasturas perennes longevas presenta ventajas respecto de
las de vida mas corta ya que hacen un uso mas eficiente del agua, capturan mejor los
nitratos y proporcionan una mayor cobertura del suelo, lo que reduce la invasion de
malezas (Kemp et al. 2000, Harris 2001, Garden y Bolger 2001, Sanderson et al. 2002).
Asimismo, los tapices dominados por especies perennes presentan menor variabilidad
productiva a lo largo del afio que los dominados por anuales (Kemp et al. 2000, Lazenby y
Tow 2001). Las decisiones culturales pueden inducir pérdida de especies —cambios en la
composicion floristica- que conduzcan a incrementar la variabilidad intra e interanual de la
productividad en las pasturas. Entre las decisiones culturales posteriores a la siembra, que
deben procurar mantener aquella composicion floristica dptima, se encuentran las estrategias

de fertilizacion y de defoliacion.

En ambientes templado-humedos de Argentina, heterogéneos en el tiempo y en el
espacio, las mezclas utilizadas suelen incluir gramineas C; anuales y perennes Yy
leguminosas erectas y rastreras. Aunque estas comunidades multiespecificas crecen durante
todo el afio, se establecen relaciones de hasta 10 a 1 en términos de productividad primaria
neta adrea entre periodos de maximo (primavera) y minimo crecimiento del forraje
(invierno) (Mazzanti y Arosteguy 1985). A fin de disminuir esa estacionalidad productiva

intraanual, las pasturas suelen ser fertilizadas con nitrogeno (N) en otofio y/o en invierno.
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La siembra de gramineas C; anuales suplementadas con la aplicacién de N provee una gran
cantidad de forraje verde hacia el final del invierno, lo que permite maximizar la
productividad de las pasturas y atenuar la variabilidad productiva intraanual (Kemp y King
2001). Sin embargo, el aumento de productividad esperado en respuesta al agregado de N
podria ser simultaneo con el desplazamiento de ciertos grupos funcionales o especies
inicialmente poco abundantes. Entre ellos se destacan las gramineas perennes, afectadas por
la competencia ejercida por las anuales, y las leguminosas, que sostienen simbiontes
fijadores cuya actividad se inhibe cuando la disponibilidad de N mineral edafico es elevada

(Suding et al. 2005).

Por otra parte, dado que durante el periodo critico de escasez de forraje resulta
complicado hacer ajustes estacionales en la carga animal y el uso de reservas forrajeras es
escaso (Berone et al. 2008), las gramineas suelen tener periodos de descanso insuficientes
debido a que la demanda nutricional del ganado y la disponibilidad del forraje conducen a
reiteraciones de las defoliaciones antes de que las plantas se encuentren en su estado
fisiologico Optimo. Los patrones de defoliacion pueden afectar significativamente la
persistencia y la productividad de las especies (Madakadze et al. 1999). La defoliacion
tiene un efecto directo en el funcionamiento de las plantas defoliadas, asociado con la
reduccion del ingreso de carbono (Gautier et al. 1999, Lemaire y Agnusdei 2000, Lemaire
2001, Cullen et al. 2006), y también, un efecto indirecto a partir de la modificacion de las
condiciones microambientales generadas por las plantas vecinas (Lemaire 2001). En este
sentido, la defoliacién es un disturbio que controla la intensidad de la competencia y la
relaja temporalmente por la liberacion de recursos —luz, agua y nutrientes- que provoca

(Briske y Heismidt 1991).
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La extension del periodo entre defoliaciones es capaz de cambiar la dinamica de la
competencia por el espacio en canopeos graminosos (Belesky 2006). La definicidon de la
frecuencia dptima de defoliacion en una graminea se basa en parametros morfogenéticos.
Se recomienda que entre dos defoliaciones sucesivas transcurra el tiempo que demanda la
completa expansion del numero maximo de hojas vivas por macollo (Lemaire y Agnusdei
2000, Fulkerson y Donaghy 2001). Esta etapa ontogénica del macollo, o edad de rebrote,
coincide con el comienzo de la senescencia de la primera hoja producida después de la
ultima defoliacion, la hoja mas vieja del macollo. Este periodo estd representado por la vida
media foliar (VMF; Fulkerson y Slack 1994, Berone et al. 2008). La aplicacion de esta
aproximacion de “Optimo fisioldgico™ para orientar el manejo de la defoliacion, permite
maximizar las tasas de crecimiento, recuperar el nivel de reservas, reasumir el crecimiento
de las raices, incrementar el macollaje, mantener la calidad del forraje para los animales y
mejorar la persistencia de las especies (Fulkerson y Slack 1994, Donaghy y Fulkerson
1997, Donaghy et al. 1997, Fulkerson y Donaghy 2001, Rawnsley et al. 2002, Turner et al.
2006 a, Donaghy et al. 2008). Entonces, las altas frecuencias de defoliacion (superiores al
optimo de tolerancia de cada especie) tipicas del periodo otofio-invernal podrian impactar
negativamente sobre el crecimiento, la habilidad competitiva y la persistencia de las
especies (Fulkerson y Donaghy 2001). Como consecuencia, las defoliaciones realizadas
durante el periodo critico de establecimiento-implantacion de la pastura (primer afio de
vida) son decisivas para el éxito de la pastura a largo plazo.

Numerosos estudios evaluaron el efecto de la frecuencia de defoliacion establecida
con un criterio fisioldgico en monoculturas (Fulkerson y Slack 1994, Nelson 2000, Lemaire
y Agnusdei 2000, Rawnsley et al. 2002, Fulkerson y Donaghy 2001, Watson et al. 2001,

Turner et al. 2006 a,c, Donaghy et al. 2008). La frecuencia de defoliacion puede tener
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efectos contrapuestos sobre las variables morfogénicas de las especies. Por ejemplo, altas
frecuencias de defoliacion no modificaron la tasa de aparicion foliar (TAF), el filocrono o
la tasa de elongacion foliar por macollo (TEF) aunque si la tasa de aparicion de macollos
(TAM) en Lolium perenne (Poff et al. 2011). En otros estudios las altas frecuencias de
defoliacion afectaron simultaneamente el rebrote de laminas, asociado a la TAF y la TEF,
el macollaje y el crecimiento de las raices (Donaghy y Fulkerson 1997, Rawnsley et al.
2002).

La aproximacion del “"6ptimo fisioldgico” ha sido, en cambio, muy poco evaluada
en cultivos pluriespecificos, en los que respetar la frecuencia fisioldgica 6ptima de una
especie puede impactar negativamente sobre el crecimiento y la persistencia de las especies
acompafiantes, por imponerles una frecuencia excesiva de defoliacién. Este podria ser el
caso de mezclas de formas de vida anuales y perennes, lo que colocaria a la graminea
perenne, con hojas de mayorVMF (Capitulo 2), en una situacion de extrema vulnerabilidad
frente a las anuales, altamente competitivas. Por otro lado, la recuperacion de las especies
luego de la defoliacion no sélo depende de la capacidad intrinseca de cada una y de las
caracteristicas de la defoliacion, sino también del ambiente bidtico y abidtico —luz, agua y
nutrientes- en el que crece la planta (Richards 1993). El impacto negativo de la defoliacion
en el desempefio de la planta suele ser mayor en condiciones estresantes que en condiciones
favorables (Sugiyama y Nakashima 1995). El aporte de nitrogeno no sélo afecta a la
competencia de las especies sino también a sus respuestas relativas a la defoliacion
(Remison y Snaydon 1980). Sin embargo, pocos trabajos han evaluado con esta
aproximacion fisioldgica, la capacidad de recuperacion de las especies defoliadas
reiteradamente con frecuencias excesivas (excepto por ejemplo Turner et al. 2006 c). En

este marco, a la hora de aplicar una defoliacidn a una pastura pluriespecifica es clave
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determinar cual de las especies se tomarda como referencia —especie guia- y con qué
frecuencia se la defoliard —nimero de hojas por macollo-.

El objetivo del presente Capitulo es analizar los efectos de la fertilizacion
nitrogenada invernal y la frecuencia de defoliacidén sobre la productividad y la persistencia
de la graminea perenne en canopeos compuestos por gramineas Cs anuales y perennes. Este
Capitulo estd enfocado en el nivel de organizacion poblacional y analiza los mecanismos
morfogénicos, estructurales y funcionales de la graminea perenne, asi como las
consecuencias de los dos factores sobre su capacidad de crecer y persistir, durante el
periodo critico de implantacion de la pastura (mediano plazo).

Las hipotesis que guian este estudio son que:

Hipotesis 4.1. Frecuencias de defoliacion superiores al optimo fisiologico de la
graminea C; perenne, aplicadas durante el periodo otofio-invierno, afectaran
negativamente su crecimiento, su cobertura relativa y su persistencia en la pastura. Estos
efectos negativos no podran ser revertidos por una adecuacion posterior de la frecuencia
de defoliacion (primavera-verano).

Predicciones 4.1. Las altas frecuencias de defoliacion disminuiran
permanentemente el rebrote de laminas, la densidad de macollos, el nivel de hidratos de
carbono de reserva y el crecimiento radical, aunque no la TAF o el filocrono de la especie
perenne de la pastura, respecto de la frecuencia optima de defoliacion. Estos efectos serdn
independientes de la adecuacion posterior en la frecuencia de defoliacion.

Hipotesis 4.2. El efecto negativo de las altas frecuencias de defoliacion sobre la
graminea C; perenne serd mayor en pasturas no fertilizadas que en las fertilizadas, debido

a la mayor limitacion por nitrogeno de las primeras.
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Prediccion 4.2. La escasez de N magnificara los efectos de las altas frecuencias de
defoliacion sobre las mencionadas variables de respuesta respecto de las pasturas

fertilizadas.

4.2. MATERIALES Y METODOS

Material vegetal v diseiio experimental

El 8 de Abril de 2010 se sembraron veinticuatro unidades experimentales (mini-
canopeos) de cinco lineas alternas de 0,24 m de longitud, distanciadas 0,175 m entre si
(aproximadamente 0,21 m?). Todas las unidades experimentales tuvieron la misma
composicion floristica inicial: tres lineas correspondieron a las gramineas, Bromus
willdenowii cv. Fortin Pergamino (BW= cebadilla; especie anual/ bianual) y Dactylis
glomerata cv. Porto (DG= pasto ovillo; especie perenne), mientras que las otras dos lineas
fueron sembradas con Trifolium pratense cv. Redgold (TP= trébol rojo), a fin de simular la
tipica composicion de una pastura templado-htimeda. Cada linea de gramineas tuvo 15
plantas, 10 de DG y 5 de BW (aproximadamente 35% de DG+15% de BW; 50% de
gramineas; 214 plantas de gramineas.m™), sembradas manualmente en una secuencia que
involucr6 todas las posibles combinaciones de competencia intra e interespecifica que
pueden establecerse entre ambas especies en una siembra a chorrillo en la linea. Las dos
lineas de TP tuvieron 7 plantas (50% de leguminosas; 67 plantas.m™). El arreglo de siembra
de los mini-canopeos se puede observar en la Figura 4.1. Los mismos fueron desmalezados

y regados manualmente para evitar déficits hidricos.
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Figura 4.1. Diagrama del arreglo de siembra de los mini-canopeos idénticos en su
composicion floristica inicial en los que se respetaron frecuencias altas y Optimas de
defoliacion para cada una de las especies guia: Dactylis glomerata [DG] y Bromus
willdenowii [BW]). ¢ DG y « BW; X Trifolium pratense [TP]; G linea de gramineas y L
linea de leguminosas (TP).

Después de la emergencia, la densidad fue reducida manualmente para obtener
aproximadamente 200 plantulas de gramineas por m’, con 1,5 cm entre plantas. Este
espaciamiento entre plantulas es usualmente obtenido en pasturas en Argentina dos meses
después de la siembra (Gatti et al. 2011). A los mini-canopeos se le aplicaron
aleatoriamente los tratamientos, en un arreglo factorial con 2 niveles de fertilizacién (no=
N /si= N'*= fertilizacién con 170 kgN.ha™' aplicados en invierno) y 4 tipos de defoliacion,
resultantes de la combinacion de especie guia (BW 6 DG) y frecuencia de defoliacion o
numero de hojas de rebrote por macollo (cada vez que la especie guia alcanz6 4 Hojas:
[4H] 6 2 Hojas: [2H] de rebrote por macollo, BW 2H, DG 2H, BW 4H y DG 4H
[tratamiento testigo]), formando un disefio en bloques completos aleatorizado con tres
repeticiones. Los bloques controlaron dos fuentes de variacion: la posicidon topografica y el
contenido inicial de fésforo. Debido a la alta demanda del nutriente de las leguminosas,

elevamos el contenido edafico a 20 ppm de forma tal que las plantas recibieron a la siembra

entre 59 y 95 kg de P/ha, respectivamente, de acuerdo a Rubio et al. (2012).
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Determinacion del estado de rebrote requerido

Para establecer los niveles de frecuencia de defoliacion arriba mencionados (2 o 4
hojas) se considero que el intervalo optimo entre defoliaciones o periodo de descanso
optimo, reciprocas de la frecuencia de defoliacion (Lemaire et al. 2009), para cada especie
fue el tiempo que demandd la completa expansion del numero maximo de hojas vivas por
macollo (NHv) luego del corte. DG mantiene alrededor de cuatro a cinco hojas vivas por
macollo (Fulkerson y Donaghy 2001, Rawnsley et al. 2002, Turner et al. 2006 a,c). BW
mantiene entre cuatro y seis hojas vivas por macollo (Hume 1991a, Duru y Ducrocq
2000a, Fulkerson et al. 2000, Turner et al. 2006 a,b, Berone y Dreher 2007). Estos valores
resultan similares al promedio de los obtenidos y comunicados en el Capitulo 3: 5,09 y 4,13
NHv en DG y BW, respectivamente (promedio entre situaciones de competencia, practicas
de fertilizacion y cohortes de edades de macollos). Por lo tanto, en este ensayo se asumid
un estado fisiologico Optimo para el corte de cuatro hojas por macollo, comun para ambas
especies (ver Coleccion de datos). Debido a que BW presenta una tasa de aparicion foliar
(inversa del filocrono) méas rapida que DG (filocrono de BW entre 103- 123 vs. filocrono de
DG entre 160-204 °C-dia; Hume 1991a, Lemaire y Agnusdei 2000, Rawnsley et al. 2002,
Turner et al. 2006a, Berone y Dreher 2007), la aparicion y elongacion de cuatro hojas
nuevas por macollo requiri6 de intervalos diferentes entre defoliaciones para ambas

especies guia.

Periodo experimental

El periodo experimental fue subdividido en tres subperiodos: (1) inicial, emergencia-
primer corte, (2) entrenamiento y (3) recuperacion, de acuerdo a Berone et al. (2008). Las

observaciones abarcaron los dos ultimos subperiodos (Ver Cuadro 4.1). Durante el
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subperiodo inicial (1), el 8 de Julio (89 dias desde la siembra (dds) y 67 dias desde la
emergencia (dde) y =1000 grados centigrados dia (GDC), se considerd que ambas especies
se encontraban plenamente establecidas, se realizo un corte general de los mini-canopeos y
se iniciaron las observaciones. Se adopto este criterio debido a que las plantulas de especies
forrajeras se consideran establecidas cuando aparecieron 4 ¢ 5 hojas y por lo menos 2
macollos y 2 raices adventicias, aproximadamente entre 40 y 50 dias desde emergencia
(dde; Ries y Svejcar 1991, Sanderson et al. 2002). Al momento del corte inicial, DG tuvo
en promedio 3,75 hojas.macollo” y 7 macollos.planta’ y BW, 4,44 hojas.macollo™ y 13
macollos.planta™). Eso hizo un total aproximado de 1625 macollos de gramineas por m™ en
cada mini-canopeo (repartidos practicamente en partes iguales entre DG y BW, 816 y 809
macollos.m™, respectivamente). En ese momento la radiacion interceptada por los mini-
canopeos fue de 69,39 + 6,09 % de la radiacion incidente.

Durante el subperiodo de entrenamiento (2) se aplicaron los diferentes tratamientos
de fertilizacion y de defoliacion. La fertilizacion nitrogenada se realizé el 16 de Julio (97
dds, 75 dde y 8 dias después del corte inicial), en pleno invierno. En ese momento el
contenido edifico de NO;™ era de 31,6 mg kg'. Los tratamientos que se anticiparon a las
frecuencias consideradas Optimas de las especies guia fueron definidos para la mitad del
numero de hojas vivas 6ptimo por macollo (2 hojas: [2H]). Asi, durante este subperiodo, se
realizaron 2 cortes en cada mini-canopeo que debid alcanzar 2 hojas nuevas por macollo
(tratamientos que anticiparon y reiteraron defoliaciones) y uno solo, en aquéllos que se
defoliaron cada vez que las plantas de la especie guia alcanzaban 4 hojas (tratamientos que
no reiteraron defoliaciones) (Figura 4.2).

Durante el subperiodo de entrenamiento (2), la fecha de defoliacién considerada

Optima para la especie guia DG (DG 4H —tratamiento testigo-; en 4 hojas nuevas del rebrote
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en DQ) fue el 4 de Octubre en los dos niveles de fertilizacion, ochenta y ocho dias después
del corte inicial ocurrido el 8 de Julio. La anticipacién maxima de defoliacidn (tratamiento
BW 2H); defoliacion cada vez que BW tuvo dos hojas por macollo, reiteracion de
defoliaciones respecto de la defoliacion en DG 4H fue de aproximadamente 33 y 39 dias en
N y N+, respectivamente, ocurrida entre 55 y 49 dias luego del corte inicial. En este
momento la especie perenne DG presentaba <2 hojas por macollo. La anticipacidon
intermedia ocurri6 en los tratamientos de DG 2H; 24 y 28 dias antes que DG 4H y 64 y 60
dias desde el corte inicial en Ny N', respectivamente. La anticipacién minima ocurrié en
los tratamientos defoliados cuando BW tuvo 4 hojas (BW 4H), 14 y 19 dias previos al corte
de DG 4H y con descansos de 58 y 63 dias desde el corte inicial, en N y N+,
respectivamente. En ese momento la especie perenne DG presentaba aproximadamente 3
hojas por macollo. La reiteracion de defoliaciones durante el subperiodo de entrenamiento
(2H) increment¢ el filocrono promedio de las especies guia (Ver en Seccion de Resultados,
Figura 4.4) y esto condicion¢ las fechas posteriores de defoliacion y la duracién del periodo

experimental de cada tratamiento (Figura 4.2; Cuadro 4.1).
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Figura 4.2. Lineas temporales en las que se indica las fechas de cortes y cosechas de la especie perenne Dactylis glomerata [DG] para
cada uno de los ocho tratamientos: 2 niveles de fertilizacién (no=N", lineas punteada 6 si=N"= fertilizacién con 170 kgN. ha™
aplicados en invierno, lineas continuas) y 4 tipos de defoliacion (resultante de la combinacidn de especie guia (BW 6 DQG) y frecuencia
de defoliacidon o nimero de hojas de rebrote por macollo: 4 Hojas: [4H] 6 2 Hojas: [2H]. El subperiodo de entrenamiento finaliza luego

del corte (C) 1 en los tratamientos de 4H y luego del C 2 en 2H. El subperiodo de recuperacion finaliza en la cosecha final (Co).
Ci=corte inicial.
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Cuadro 4.1. a) Fechas de defoliacion, intervalos entre defoliaciones o descansos (IE) y
duracion del subperiodo de entrenamiento. Los registros obtenidos en las altas frecuencias
de defoliacion corresponden a los cortes 1 y 2 (anticipacion y reiteracion de defoliaciones).
b) Fechas, intervalos entre defoliaciones y duracidon del subperiodo de recuperacion. % de
la radiacion interceptada antes de la defoliacion (% Rinterc.) y nimero de hojas por
macollo en la especie perenne (n° hojas en DG). Los valores de IE estdn expresados en dias
y en grados centigrados dia (GDC) contados a partir del corte inicial (8 de Julio) durante el
subperiodo de entrenamiento y desde la fecha del ultimo corte durante el subperiodo de
recuperacion. Efecto del tipo de defoliacion (combinacion de especie (sp.) guia+frecuencia
con cuatro niveles: guia Dactylis glomerata [DG] 6 guia Bromus willdenowii [BW]) +
numero de hojas del rebrote por macollo cuando se efectud la defoliacion: 2H= defoliacidon
con 2 hojas 6 4H= defoliacion) y el efecto de la fertilizacion nitrogenada invernal (con dos
niveles: sin (N')y con 170 kg N. ha-' (N).
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Durante el subperiodo de recuperacion (3), se les permitié a las plantas guia de BW
o de DG alcanzar nuevamente 4 hojas nuevas de rebrote por macollo y luego se procedio a
la cosecha de la poblacion de la graminea C; perenne Dactylis glomerata. La cosecha final
de las plantas de DG de la micro-parcela ocurrié en distintas fechas en cada tratamiento

(Ver Cuadro 4.1).

Coleccion de datos

Los momentos de defoliacién fueron definidos a partir del registro del nimero de
hojas completamente expandidas en 6 macollos de la especie guia, identificados con anillos
de distintos colores en cada micro-parcela. Se eligieron macollos de distintas edades al azar
en plantas ubicadas dentro de la linea central de cada mini-canopeo. Se procedio al corte de
todas las plantas de los mini-canopeos cuando por lo menos el 50% de los macollos
marcados alcanzo el nimero de hojas por macollo (Berone et al. 2008). Las plantas fueron
cortadas manualmente -con tijera escolar- a la altura de la ligula de cada hoja a fin de
remover todo el tejido de ldminas (Davidson y Milthorpe 1966), lo que significé una
defoliacion intensa para las plantas (Hirata y Pakiding 2002, Cullen et al. 2006, Lestienne
et al. 2006). Las laminas de DG cosechadas en cada fecha fueron secadas en estufa a 65 ° C
hasta peso constante, y luego pesadas. La altura minima de las vainas remanentes fue de
39,2 mm para DG, siendo un 55% més altas en los tratamientos N* que en los N". Esto
permitié: a) separar el efecto de la frecuencia del de la intensidad de defoliacidn,
eliminando el efecto del area foliar remanente, b) basar la respuesta de la especie perenne
DG a la frecuencia de defoliacion solo en su capacidad de incremento del indice de area
foliar (Nassiri y Elgersma 1998, Nurjaya y Tow 2001), excluyendo eventuales efectos de

removilizacion de hidratos de carbono, debido a que las vainas suelen hacer escaso aporte
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de fotosintatos (Parsons et al. 1983, Cullen et al. 2006), c) no afectar el contenido de
hidratos de carbono solubles de reserva (HCR) en el rastrojo remanente de la especie ya
que la altura de defoliacidn aceptable fue definida en 30 mm para DG (Turner et al. 2007) y
d) obligar a las plantas en el inicio del rebrote a generar nuevos tejidos fotosintéticos a
partir de la utilizacion de los HCR almacenados (Fulkerson y Donaghy 2001).

Durante ambos subperiodos (2 y 3) se registr6 semanalmente la aparicion de las
hojas por macollo (Duru y Ducrocq 2000a,b) en 3 de los macollos marcados por micro-
parcela. Las plantas fueron cosechadas enteras 3 horas después de la salida del sol a fin de
evitar el efecto confundido de la fluctuacion diaria en la concentracion de los hidratos de
carbono solubles de reserva (HCR; Fulkerson y Slack 1994, Turner et al. 2006b, Berone et
al. 2008). El sistema radical de las plantas fue excavado manualmente hasta > de 20 cm de
profundidad; el suelo que lo rodeaba fue quitado cuidadosamente y luego la raiz fue
enjuagada con agua (Fang et al. 2012). El material cosechado al final del periodo
experimental fue separado en sus distintos componentes: radical y aéreo, este ultimo
subdividido a su vez en material de laminas y de pseudotallos (vainas de hojas mas hojas en
elongacion envueltas en la base; Lee et al. 2010). Todo el material fue secado en estufa
(65° C) hasta peso constante y pesado de manera de estimar el peso seco de laminas,
pseudotallos y raices. El contenido de hidratos de carbono de reserva (HCR) — fructosanos-
(Fulkerson y Slack 1994) en los pseudotallos, lugar preferencial de acumulacion y reserva
de las gramineas (Fulkerson y Slack 1994, Fulkerson y Donaghy 2001, Berone et al. 2008),
se determino en el laboratorio del Centro de Investigacion y Servicios en Nutricion Animal

(CISNA) de la Facultad de Agronomia (UBA).
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Condiciones ambientales

El experimento se llevd a cabo en el campo experimental de la Facultad de
Agronomia, Universidad de Buenos Aires, (FAUBA; 34°35S, 58°29W). El analisis
quimico de los horizontes superiores del suelo (0-20 c¢cm) indicé un pH (1:2,5) de 5,85,
conductividad eléctrica de 0,20 dS m™', contenido de carbono (Walkley Black) de 12,9 mg
gy de nitratos (SNEDD) de 31,6 mg kg™'. El contenido de fosforo extractable (Bray and
Kurtz 1) mostrd una distribucion espacial en parches en los 20 cm superficiales del suelo,
entre 5,3 y 10,9 mg kg'. El periodo experimental desde la siembra —8 de Abril de 2010-
hasta el ultimo de los registros — 21 de Enero de 2011- fue de 288 dias (Cuadro 4.1). La
temperatura promedio del aire, registrada con un data-logger, fue de 15,9 = 6,1 °C durante
el periodo experimental y vario de 14,6, a 13,2 y a 24,3 °C durante los tres sucesivos
subperiodos. Las lluvias fueron de 796 mm; 279,1, 327,8 y 189,1 mm durante los sucesivos
subperiodos.

Durante el subperiodo de entrenamiento (2) y previo a cada fecha de corte, se
tomaron registros de la radiacién fotosintéticamente activa (REA=pMOL.m™.s™") sobre el
canopeo y dentro de él a nivel del suelo a las 12:00 hs (Sims et al. 2005), usando un
radiémetro de barra de aluminio de 50 cm de longitud (Flujo de fotones= pMOL.m™.s™";
Figura 4.2). La radiacion interceptada por el canopeo previo al primer corte varié entre el
80 y el 91% cuando se defolié anticipadamente (2H) en N™ y entre 88 y 97% en N' (Figura
4.3b y c). La radiacion interceptada registrd una caida sustancial luego del corte 1 sobre
todo en los tratamientos N' (N: = 40% vs. N': = 26%). Los canopeos defoliados en 4H
interceptaban entre el 95 y el 97% de la radiacidon incidente al momento del corte en BW

4H Ny N', respectivamente. Los canopeos defoliados en DG 4H interceptaban el 98% de
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la radiacion incidente al momento de la defoliacién tanto en N” como en N' (4 de Octubre;

Figura 4.3a).
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Figura 4.3. Radiacion fotosintéticamente activa interceptada por el canopeo (%) durante el
subperiodo de entrenamiento a) defoliaciones realizadas en 4 hojas de rebrote por macollo
(4H), b) defoliaciones realizadas en 2 hojas (2H) en el tratamiento no fertilizado (N') y c)
defoliaciones realizadas en 2H en los tratamientos fertilizados (N"). Las flechas indican las

fechas de cortes. C1= corte 1 y C2= corte 2 en los tratamientos que reiteraron defoliaciones
en 2H.

Variables de respuesta

Las variables de respuesta fueron estimadas para cada subperiodo (2 6 3) y/o para el
periodo observacional total. Todas las tasas fueron relativizadas a unidades de tiempo
térmico (grados centigrados dia=GDC) a fin de eliminar el efecto diferencial de la
temperatura ocurrida en las distintas fechas de cosecha (Cuadro 4.1). El filocrono y el
rebrote de laminas se midieron en ambos subperiodos. En los tratamientos que reiteraron
defoliaciones, el valor de la variable fue el promedio ponderado (segun el tiempo térmico)
de los registros obtenidos en ambos cortes.

El filocrono (GDC.hoja™ a escala de macollo) representa el tiempo térmico hasta
que la hoja aparece a través de la vaina de la hoja anterior y es habitualmente usado para

describir y entender el desarrollo de las gramineas (Wilhelm y McMaster 1995). Fue
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estimado para cada subperiodo como la inversa de la pendiente de la regresion lineal entre
el numero de hojas y el tiempo térmico, con una temperatura base de 0 °C (Fustec et al.
2005, Bartholomew y Williams 2005). El rebrote de ldminas de las especies (mg.GDC™'.m™
%) fue la diferencia en la biomasa bruta (verdetmuerta) de las ldminas entre eventos de
corte; la biomasa inicial de laminas siempre fue de 0 mg.m? debido a la metodologia de
defoliacion  (defoliacion intensa). No se contabilizd la biomasa reproductiva
(inflorencencias+varas florales).

La biomasa aérea, la biomasa radical, la densidad de macollos y el contenido de
hidratos de carbono de reserva se midieron al momento de la cosecha final. La fasa de
acumulacién de la biomasa aérea (o productividad; mg.GDC™' .m™) fue la sumatoria de los
rebrotes de laminas y la biomasa de pseudotallos (vivos y muertos) obtenidos en cada mini-
canopeo en cada evento de corte a lo largo del periodo experimental —entre el 8 de Julio y el
corte y cosecha final- (Poff et al. 2011), expresado por unidad de tiempo térmico y de
superficie (mg.GDC"'.m™). La tasa de acumulacién de la biomasa radical se calculé como
el peso seco de la raiz presente relativo al tiempo térmico transcurrido de la cosecha final
(mg.GDC'.m™); se distingui6 entre la biomasa radical presente hasta los 15 cm y aquélla
registrada a una profundidad > a los 15 cm. Previo al corte inicial y a la cosecha final se
midié la densidad de macollos recontando en cada micro-parcela el numero total de
individuos presentes de DG, asumiendo que un macollo es un individuo y la planta es una
metapoblacion (White 1979), y se discrimind entre macollos vegetativos y reproductivos
(Scheneiter et al. 2008). La tasa de acumulacion neta de macollos fue la diferencia entre el
nimero de macollos hijos que aparecieron durante el periodo experimental una vez,
descontados aquéllos presentes al momento del corte inicial, y fue expresada por unidad de

tiempo térmico y de superficie (macollos.GDC™"'.m™). La determinacion de los hidratos de
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carbono solubles de reserva se realizo en el material seco de pseudotallos de la graminea
perenne de cada mini-canopeos debido a su mayor concentracion respecto de las raices
(Fulkerson y Slack 1994, Turner et al. 2006a,c, Berone et al. 2008). EI método de
determinacidn se baso en separar los carbohidratos solubles de los fructosanos mediante un
lavado con etanol 80% (Faichney y White 1983). En estas condiciones los azuicares de bajo
peso molecular se solubilizaron mientras que los azucares de reserva resultaron insolubles.
Luego se procedid a la gelatinizacion de los fructosanos mediante un tratamiento a 100°C
en agua y posterior hidrélisis en medio 4cido (Hall 2003). Los carbohidratos de reserva
separados y solubilizados se determinaron a través de colorimetria por el método de antrona
(Yemm y Willis 1954). Se los expreso por individuo o macollo dado que es una forma mas
confiable que la concentracion de energia (% de MS; Turner et al. 2006 c), para evaluar los
niveles de energia de reserva. Como consecuencia la tasa de acumulacion de HCR fue

expresada en mg.macollo”.GDC'.m™.

Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante analisis de varianza con medidas repetidas
con un enfoque multivariado (ya que permite considerar las correlaciones existentes entre
observaciones realizadas sobre las mismas unidades experimentales), con un nivel de
significacidn del 5%, siguiendo un disefio en bloques completos aleatorizados de acuerdo a
un arreglo factorial con dos factores fijos: tipo de defoliacion (cuatro niveles: combinacion
de dos especies guia [BW o DG] x dos posibles nimero de hojas del rebrote por macollo [2
0 4] a la defoliacién) x fertilizacion (dos niveles: sin=N"y con= N'; fertilizacién con 170
kgN.ha™' aplicados en invierno) con un total de 24 mini-canopeos (n=3)y la variable de

respuesta asociada al periodo como medida repetida (dos niveles: entrenamiento y
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recuperacion). El andlisis de varianza para el periodo total s6lo consider6 dos factores: tipo
de defoliacion (4 niveles) y fertilizacion (2 niveles). La normalidad de los datos fue
evaluada utilizando el test de Shapiro-Wilks y la homogeneidad de las varianzas mediante
la prueba de Levene. Se realiz6 comparacién de medias mediante la prueba de Tukey con
un o= 0,05. Para realizar los analisis estadisticos se utilizo el paquete profesional de

InfoStat version 1.1 (Di Rienzo et al. 2008).

4.3. RESULTADOS

Subperiodos de entrenamiento y de recuperacion

Filocrono de las especies guia

El filocrono de las especies guia fue diferencialmente afectado por el tipo de
defoliacion (F= 52,37; P<0,0001) y por la interaccion entre la fertilizacion nitrogenada y el
periodo (F= 9,84; P= 0,0073) (Figura 4.4). El anticipo de la defoliacion de 4H a 2H
incremento el filocrono de las especies guia de manera similar en ambos subperiodos (P=
0,99); un 24% en BW (BW 2H: 210,4 vs. BW 4H: 169,6 GDC.hoja) y un 54% en DG
(DG 2H: 388,2 vs. DG 4H: 251,6 GDC.hoja) (Figura 4.4a). En cambio, la fertilizacion
nitrogenada tuvo efectos diferenciales en ambos subperiodos; no afecto el filocrono de las
especies guia durante el entrenamiento (N" yN": 214 GDC.hoja'l) pero lo aumentd un 28%

durante la recuperacion (N': 259,2 vs. N': 332,7 GDC.hoja'l) (Figura 4.4b).
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Figura 4.4. Filocrono (grados dia centigrados por hoja=GDC.hoja') de Bromus
willdenowii (BW) y de Dactylis glomerata (DG) durante los subperiodos de entrenamiento
y de recuperaciéon en los tratamientos no fertilizados (N°) y fertilizados (N'). En a) se
grafica el efecto de la defoliacion; barras lisas corresponden a defoliaciones efectuadas con
4 hojas (4 H) y las rayadas, a aquéllas con 2 hojas de rebrote por macollo (2 H). En b), la
interaccion significativa (P< 0,05) Fertilizacion (Fert)* Periodo; barras blancas representan
el tratamiento N y las negras, el de N". Los datos corresponden a valores medios + error
estandar y los valores P: ** P<0,01; * P< 0,05 y ns = efecto no significativo. Temperatura
base= 0° C.

Rebrote de laminas

El rebrote de laminas de la especie perenne DG fue afectado por la defoliacion (F=
16,28; P=0,0001) y la fertilizacion nitrogenada (F= 5,17; P= 0,04), fue similar entre ambos
subperiodos y no presento interaccion de los otros factores con el tiempo (P> 0,05) (Figura
4.5). El anticipo de la defoliacion de 4H a sélo 2 H de rebrote redujo el rebrote de laminas
de DG un 69% cuando BW presentd 2H, y un 39% cuando DG tuvo 2H (39,8 BW 2H y
79,2 DG 2H respecto de 4H: 129,55 mg.GDC'.m?) (Figura 4.5a). La fertilizacién

nitrogenada invernal aumentd un 30% el rebrote de laminas de DG (N™: 82,1 vs. N*: 106,9

mg.GDC™"'.m™) (Figura 4.5b).
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Figura 4.5. Rebrote de laminas de la poblacion de Dactylis glomerata en los tratamientos
no fertilizados (N°) y fertilizados (N+) durante los subperiodos de entrenamiento y de
recuperacion. Sin embargo, el efecto del tiempo fue no significativo (P< 0,05) En a) se
grafica el efecto de la defoliacidn; barras lisas corresponden a defoliaciones efectuadas con
4 hojas (4 H) y las rayadas, a aquéllas con 2 hojas de rebrote por macollo (2 H). En b), el
efecto de la fertilizacion (Fert); barras blancas representan el tratamiento N y las negras, el
de N'. En el tipo de defoliacién: la primera abreviatura: nombre de la especie guia de la
defoliacion (BW 6 DG); segunda abreviatura: nimero de hojas de rebrote por macollo
cuando se efectud la defoliacion (en 4 hojas=4 H 6 en 2 hojas= 2 H; por ejemplo: DG 4H).
Los datos corresponden a valores medios =+ error estandard. GDC= grados dia centigrados.

Periodo observacional total

Tasa de acumulacion de la biomasa aérea

La productividad aérea (laminas+ vainas) de DG fue reducida entre un 37 y un 49%
por las altas frecuencias con reiteracion de defoliaciones respecto de la defoliacion de la
especie perenne en 4H (DG 2H: 184 y BW 2H: 150 vs. DG 4H: 293 mg.GDC'.m™;
F=8.90; P= 0.0015). Sin embargo, la defoliacion realizada cuando la especie guia BW
alcanzd las 4 hojas no redujo sustancialmente la productividad respecto a la realizada con
DG como guia en idéntico estado de rebrote por macollo (BW 4H: 263 vs. DG 4H: 293

mg.GDC'.m?). La fertilizacion nitrogenada no afecté la tasa de acumulacion de la
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biomasa aérea (P>0,05) aunque existi6 una tendencia de aumento en N* (F=3,79; P= 0,07)

(Figura 4.6a).
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Figura 4.6. Variables asociadas a la productividad y ecologicas durante el periodo
observacional total en la poblacion de Dactylis glomerata. Tasa de acumulacion a) de la
biomasa aérea (mg.GDC™'.m™), incluye material de laminas y pseudotallos vivos y muertos
(s6lo biomasas vegetativas), b) de la biomasa de raiz (mg.GDC"'.m™), ¢) neta de macollos
vegetativos (macollos.GDC'.m™) y d) hidratos de carbono de reserva (HCR= mg.macollo”
' GDC".m™) en los tratamientos no fertilizados (N") y fertilizados (N*). En a), ¢) y d) el
efecto de la fertilizacién nitrogenada no resulté significativo (P> 0,05) y en b) la
interaccion tipo de defoliacion*fertilizacion resultd significativa (P< 0,05). En el tipo de
defoliacion: la primera abreviatura: nombre de la especie guia de la defoliacion (BW 6
DGQG); segunda abreviatura: nimero de hojas de rebrote por macollo cuando se efectud la
defoliacion (en 4 hojas=4 H 6 en 2 hojas= 2 H; por ejemplo: DG 4H). Los datos
corresponden a valores medios + error estandar y los valores P: ** P<0,01; * P<0,05 y ns
= efecto no significativo. GDC= grados dia centigrados.
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Tasa de acumulacion de la biomasa radical

La tasa de acumulacion de la biomasa radical total fue diferencialmente afectada
por la defoliacidon bajo los dos niveles de fertilizacidon nitrogenada evaluados (interaccion
tipo de defoliacion*fertilizacion; F= 12,31; P= 0,0003). Con ambos niveles de fertilizacion
nitrogenada, la anticipacion maxima de defoliacion con reiteracion de defoliaciones (BW
2H) disminuy6 extremadamente la tasa de acumulacion de la biomasa radical de la especie
perenne (Figura 4.6b). En N, defoliar de acuerdo a DG 4H no afectdé mayormente la tasa
de acumulacién de la biomasa de raiz. En cambio, en N* defoliar de acuerdo a BW 4H
redujo un 58 % la biomasa de raiz respecto de DG 4H (BW 4H: 17 vs. DG 4H: 40
mg.GDC'.m?). La biomasa radical hasta los 15 cm siguié un patrén idéntico al descripto
para la biomasa radical total. Sin embargo, la profundizacidn radical (biomasa > 15 cm) fue
muy superior (incremento del 650%) en el tratamiento BW 4H, independientemente de la
realizacion de fertilizacion nitrogenada, respecto del resto de los tratamientos de

defoliacion (BW 4H: 1,20 vs. Resto: 0,16 mg.GDC™"'.m-%; F= 14,17; P=0,0002).

Tasa de acumulacion de la biomasa total (aérea+radical)

La tasa de acumulacion de la biomasa total mostrd un patrén similar al de la aérea,
debido a su predominio con respecto a la subterranea. La biomasa total fue mayor cuando
se defolié con DG como especie guia en 4H (320 mg.GDC'.m™). Se redujo enun 11, 38 y
51% en los tratamientos de anticipacion (BW 4H= 285 mg.GDC'l.m'z) y de anticipacion
con reiteracion de defoliaciones, respectivamente (DG 2H= 197 mg.GDC'.m? y BW
2H=158 mg.GDC"'.m™) (F=9,77; P=0,0010). La fertilizacién nitrogenada no afecté la tasa

de acumulacion de la biomasa total (P>0,05).
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Tasa de acumulacion neta de macollos

La tasa de acumulacion de macollos vegetativos de DG disminuyd al aplicar
frecuencias de defoliacidon superiores al optimo de la especie (DG 4H: 0,19 macollos.GDC
' m?) (Figura 4.6¢). Bajo defoliacion éptima (DG 4H) también se increment6 la densidad
de macollos reproductivos de DG un 84% respecto de los otros tratamientos (datos no
mostrados). Sin embargo, la acumulacion de macollos observada en el tratamiento de
frecuencia méaxima (BW 2H) fue similar a lo registrado bajo frecuencia Optima.
Llamativamente, la fertilizacion nitrogenada no afectd la densidad final de macollos

(P>0,05).

Tasa de acumulacion de los hidratos de carbono de reserva (HCR)

Los tratamientos que anticiparon y reiteraron defoliaciones mostraron niveles de
acumulaciéon de HCR mucho mads bajos y no lograron compensar el nivel de DG 4H (BW
2H/ DG 2H: 0,0032 mg.macollo”’.GDC™). El nivel de acumulacion hidratos de carbono de
reserva de DG aument6 un 57% cuando se siguido a BW 4H respecto al tratamiento de DG
4H (BW 4H: 0,035 vs. DG 4H: 0,022 mg.macollo”.GDC™"; F= 6,28; P= 0,0063). No se
registrd influencia de la fertilizacion nitrogenada sobre el nivel de HCR (P>0,05) (Figura

4.5d)

4.4. DISCUSION

Efecto de las altas frecuencias v la reiteracion de defoliaciones

En concordancia con lo postulado inicialmente las altas frecuencias de defoliacion
con reiteracion de las mismas (cuando los macollos alcanzaron 2 hojas de rebrote)

afectaron permanente y negativamente a las variables de respuesta de la especie perenne,
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independientemente de si la frecuencia se definié segun la especie guia anual o la perenne.
El efecto de estas altas frecuencias de defoliacion se mantuvo atin cuando se paso a defoliar
con frecuencias optimas durante el subperiodo siguiente de recuperacion. En cambio, la
defoliacion realizada con una frecuencia sélo levemente mayor (BW 4H) no llegd a afectar
significativamente el crecimiento de la especie perenne DG.

Las reiteraciones de defoliaciones con anticipaciones altas (BW 2H: anticipacion de
33 0 39 dias en N" y N, respectivamente) 6 medias (DG 2H; 24 o 28 dias en N" y N,
respectivamente) respecto de DG 4H (Cuadro 4.1), siempre con una alta intensidad
(remanente solo vainas, Ver materiales y métodos), se realizaron cuando el indice de area
foliar del canopeo (IAF) se encontraba por debajo de su valor 6ptimo 0 critico (Figura 4.3b
y ¢; Cuadro 4.1), es decir aquél que intercepta el 95% de la radiacién incidente y maximiza
el crecimiento (Brougham 1956). Esto afect6 negativamente la tasa de acumulacion de los
HCR (Figura 4.6.d.). Las plantas solo pueden compensar un nivel bajo inicial de HCR si se
le brinda posteriormente el tiempo adecuado de descanso y recuperacion (Donaghy y
Fulkerson 2001), ya que tienen una prioridad inferior a la de destinos como las hojas y las
raices luego de una defoliacidon (aunque similar a la iniciacién de macollos; Donaghy y
Fulkerson 1998, Turner et al. 2006 ¢, Cullen et al. 2006). Sin embargo, en plantas en las
que se anticiparon y reiteraron defoliaciones el dafio resultdé permanente ya que no
compensaron los valores de acumulacion de HCR de aquéllas defoliadas siempre en el
momento oportuno.

Probablemente los bajos niveles de HCR hayan sido responsables del alargamiento
del filocrono de las especies guia sometidas a altas frecuencias de defoliacion (Figura 4.4a).
Esta disminucion en la tasa de aparicion de hojas —TAF- podria deberse a un

enlentecimiento en la elongacion de la ldmina a través del pseudotallo de la hoja anterior,
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asociado a la escasez de carbono o de HCR (Skinner y Nelson 1995, Zhu et al. 2014). Este
cambio negativo en la TAF concuerda con lo reportado por Davies (1974), Hume (1991b) y
Gautier et al. (1999) aunque difiere de los hallazgos de Wilhelm y MacMaster (1995),
Donaghy y Fulkerson (1998), Gautier et al. (1999) y Berone et al. (2008). Ademas, de
reducir la TAF, el bajo nivel de HCR debid haber disminuido la tasa de elongacion de las
laminas una vez que se encontraban fuera del envoltorio de vainas (Hazard y Ghesquiére
1995, Berone et al. 2008) por lo que se afecté muy negativamente el rebrote de laminas
(Figura 4.5a) y la tasa de acumulacion de la biomasa aérea de la especie perenne (Figura
4.6a). Sin embargo, aunque con similar tasa de acumulacion de la biomasa aérea, la
defoliacion realizada en DG 2H redujo maés la tasa de acumulacidon de macollos vegetativos
respecto de aquella realizada en BW 2H (Figura 4.6.c.). Esta mayor tasa de macollaje en
BW 2H se asociaria con un menor peso individual de los macollos (Davies 1988) en
contraposicidn a lo que ocurriria en DG 2H. Las defoliaciones reiteradas en 2H también se
asociaron con disminuciones en la tasa de acumulacion de la biomasa radical (Figura 4.6b)
debido a que cuando aumenta la severidad de la defoliacion, se incrementa la prioridad de
particion de biomasa hacia el crecimiento aéreo en detrimento del radical (Fulkerson y
Donaghy 2001).

La tasa de acumulacion de macollos mostrdé un resultado relativamente
sorprendente, ya que fue similar en las plantas de DG sometidas a la mayor y a la menor
frecuencia de defoliacion, BW 2H y DG 4H, respectivamente. Dicha tasa de acumulacion
de macollos en BW 2H ocurri6 a pesar del incremento en el filocrono generado por las altas
frecuencias de corte (Figura 4.4) y la consecuente limitacion en el nimero de hojas
producidas que portan una yema capaz de iniciar un nuevo individuo (Davies 1974, Gautier

et al. 1999, Bahmani et al. 2000, Nelson 2000). En un canopeo sometido a defoliacion, el
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carbono y la energia necesarias para el macollaje provienen de la fotosintesis actual
realizada por el drea foliar remanente mientras que con una defoliacion infrecuente —como
es el caso de DG 4H- provienen de los HCR (Deregibus et al. 1985, Casal et al. 1986,
Gautier et al. 1999, Fulkerson y Donaghy 2001). A pesar de que la dependencia de los HCR
es solo temporal (los primeros 3 a 6 dias luego de la defoliacion, Schnyder et al. 2000,
Donaghy y Fulkerson 2001), el rebrote potencial es influido por la concentracion de HCR
inmediatamente luego de la defoliacion (Fulkerson y Donaghhy 2001, Turner et al. 2006c¢).
En el caso de DG, tras una defoliacion los HCR comienzan a acumularse luego que el
macollo tiene 2 H y recién a partir de las 3,5 H son usados para producir nuevos macollos
(Turner et al. 2006c). Entonces, el macollaje en BW 2H (Figura 4.5¢) se beneficiaria por la
alta iluminacién, consecuencia de la alta frecuencia de defoliacion, en tanto en DG 4H el

macollaje se beneficiaria por el uso de los HCR acumulados (Figura 4.6d).

Efecto del nitrogeno

Los efectos de las altas frecuencias de defoliacion fueron similares en N” y N,
contrariamente a lo propuesto en la Hipdtesis 2. El agregado de N no modifico el filocrono
de ambas especies guia durante el entrenamiento (Figura 4.4b). Esto coincide con los
resultados del trabajo de Cruz y Boval (2000) aunque difiere con el 30% de disminucion
del filocrono detectado en Lolium multiflorum fertilizado con 150 kg de N /ha (Lattanzi et
al. 1997). Este efecto del fertilizante sobre el filocrono cambia durante el subperiodo de
recuperacion en el cual se alarga el filocrono en respuesta a la fertilizacion (Figura 4.4b).
Este efecto estaria asociado a un incremento paulatino en el largo del pseudotallo de las
especies guia por efecto del N (Duru y Ducrocq 2000b, Duru et al. 2000). Cabe aclarar que

ademas del efecto del N, durante el subperiodo de recuperacidon la mayor temperatura
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registrada desde finales del mes de noviembre incremento el filocrono (Wilheim y Mac
Master 1995; Figura 4.4b).

El incremento provocado por la fertilizacion sobre la tasa de rebrote de laminas
(Figura 4.5a) probablemente se explica por los aumentos en la tasa de elongacion y el largo
final de las laminas reportadas reiteradamente en respuesta a la fertilizacion N (Gastal et al.
1992, Lemaire y Agnusdei 2000, Cruz y Boval 2000, Gastal y Lemaire 2002, esta Tesis
Capitulos 2 y 3). Estos efectos quedan evidenciados por la brusca caida en el % de
radiacioén interceptada por el canopeo (hasta aproximadamente un 26% en N* vs. = 40% en
N’; Figura 4.3b y c) al defoliar las plantas y cosechar sélo las laminas (Ver Materiales y
Meétodos). Sin embargo, el agregado de 170 kg N/ha no tuvo un efecto significativo (P=
0,07) sobre la tasa de acumulacion de la biomasa aérea (Figura 4.6a), debido a la falta de
efecto sobre la biomasa de los pseudotallos (datos no mostrados), el peso individual de los
macollos y/o el nimero de macollos por planta (Donaghy y Fulkerson 1998). Esta falta de
incremento en la biomasa aérea acumulada acuerda con lo hallado por Poff et al. (2011) en
Lolium perenne con dosis de hasta 75 kg N/ha (dosis medias a bajas). E1 N tampoco influy6
en la biomasa de la raiz (Figura 4.6b) en los tratamientos defoliados en 2H (Ver en Efecto
de las altas frecuencias y la reiteracion de defoliaciones) o en BW 4H. Estos resultados
difieren de lo hallado tempranamente por Sprague y Sullivan (1950) quienes encontraron
mayor biomasa radical en N respecto de N’ realizando defoliaciones periodicas en
Dactylis glomerata. Sin embargo, el N" mejord la acumulacién de biomasa de raiz cuando
se defolid en su momento oportuno, DG 4H (Ver en Efecto de la anticipacion sin
reiteracion de defoliaciones).

La fertilizacidn nitrogenada no afect6 el nivel de HCR (Figura 4.6d). El efecto del N

sobre los HCR es complicado y variable (White 1973). Puede variar de acuerdo a la dosis



134

de fertilizante utilizada y/o ser s6lo un efecto temporal. Generalmente el N aplicado a tasas
bajas a moderadas (como la usada en el presente ensayo 170 kg N.ha™') incrementa las
reservas pero el exceso de N las disminuye, ya que los carbohidratos de reserva son usados
como esqueletos carbonados para la sintesis de proteinas (White 1973). La adicion de N, al
promover el crecimiento, inicialmente disminuye la concentracion de HCR. Sin embargo,
debido a que el N promueve el crecimiento general, sélo incrementa el contenido total de

HCR en el largo plazo (Fulkerson y Donaghy 2001).

Efecto de la anticipacion sin reiteracion de defoliaciones en N° yv N'. Relevancia

ecologica de los resultados

Sin dudas la anticipacion excesiva de la defoliacion tiene efectos negativos sobre la
especie perenne estudiada (Dactylis glomerata). En cambio, anticipar la defoliacion solo 14
dias en N" 0 19 dias en N" (BW 4H; Figura 4.2, Cuadro 4.1) no afecté el rebrote respecto de
DG 4H (intercepcion > 95% de la radiacion incidente; Figura 4.5a) por lo que la

productividad (Figura 4.6a) fue indiferente al manejo de la defoliacidon dentro del rango de
frecuencias evaluadas (BW 4H= DG 4H) tanto en N" como en N'. Ademas, en N” el mayor

descanso (menor frecuencia de defoliacion en DG 4H) no mejord la tasa de acumulacion
de la biomasa de raiz (Figura 4.6b), o su profundizacion > 15 cm, respecto de BW 4H.
Entonces, esperar a que DG presente 4H podria enfrentar a las plantas de DG a condiciones
luminicas muy limitantes por la presencia del vecino anual reproductivo (durante la
primavera tardia; Cuadro 4.1).

En N, al estar respetando la frecuencia 6ptima de defoliacion para DG, las plantas

obtienen un mayor ingreso de fotoasimilados asociado a incrementos del area foliar.
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Conjuntamente se les brinda el tiempo adecuado para particionar biomasa a los multiples
destinos: aéreo, radical y a macollaje durante el periodo de rebrote; DG lograria asi un
crecimiento armonico o equilibrado. El momento optimo de defoliacion de DG en 4H en
N" impacta fuerte y positivamente sobre la tasa de acumulacion de la biomasa de raiz
(Figura 4.6b). Esto resulta positivo ya que cualquier factor que mejore el desarrollo de la
raiz tiene un efecto sobre el crecimiento del resto de la planta, debido a la mejora en la
absorcion de agua y nutrientes y de la capacidad competitiva respecto de otras especies
(Fulkerson y Donaghy 2001). De manera similar a lo que ocurre con Lolium perenne, en
DG, el buen desarrollo de la raiz parece estar directamente relacionado con una mejora en
la supervivencia de las plantas durante el verano y con su persistencia en el tapiz
(Fulkerson y Donaghy 2001). Por lo tanto, s6lo en N' la frecuencia de defoliacion DG 4H
maximizaria la productividad aérea (Figura 4.6a) y optimizaria los parametros ecoldgicos
asociados a la mejora en la cobertura relativa y a la persistencia de la poblacion de la
graminea C; perenne en la comunidad. Sin embargo, la extrapolabilidad de las respuestas
obtenidas pueden presentar algunas limitaciones asociadas principalmente a los diferentes
periodos de tiempo analizados en los tratamientos y a efectos confundidos de la nutricion

nitrogenada y el ambiente luminico.

4.5. CONCLUSIONES

Las altas frecuencias de defoliacion aplicadas durante el periodo otofio-invierno-
inicio de primavera afectaron permanente y negativamente a la poblacidn de la graminea C;
perenne Dactylis glomerata, independientemente de si la frecuencia se definid segun el
numero de hojas alcanzado por la especie guia anual o por la perenne, aunque el efecto fue

menos significativo cuando se defolié con una frecuencia s6lo levemente mayor (BW 4H).
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La desventaja de la anticipacion con reiteracion de defoliaciones se reflejo en incrementos
del filocrono y en disminuciones del rebrote de ldminas, de las tasas de acumulacion de la
biomasa aérea, radical y en el contenido de HCR en la base de los macollos. Sin embargo,
los efectos fueron similares en presencia o ausencia de fertilizacion nitrogenada. En
cambio, el agregado de N" modificé el filocrono e incrementé el rebrote de laminas aunque
solo modifico marginalmente la acumulacion de la biomasa aérea.

Cuando no se reiteraron defoliaciones (defoliaciones realizadas en BW 4H y DG
4H), la frecuencia de defoliacion mostré una interferencia diferencial entre plantas
fertilizadas y no fertilizadas. En términos de la biomasa radical, la recomendacién clasica
de defoliar DG en sus 4H, utilizada en canopeos monoespecificos, solo resulté superior a
defoliarla cuando BW alcanzé sus 4H en N'. Por el contrario, anticipar la defoliacién sélo
14 dias en N (BW 4H) no afectaria el rebrote de laminas, la productividad aérea ni radical
respecto de DG 4H (intercepcion > 95% de la radiacion incidente) por lo que el manejo de
la defoliacion seria mas indiferente en N respecto de N', dentro del rango de frecuencias
evaluadas (BW 4H= DG 4H). Estos resultados relacionados a estrategias de fertilizacion y
de defoliacidn contribuyen a disefiar y gestionar eficientemente los momentos y la forma de
intervenir de forma tal de mantener la densidad, la longevidad y alcanzar la composicion
floristica deseable u dptima por lo menos durante el periodo critico de establecimiento-
implantacion en comunidades multiespecificas de pasturas templadas. Estas respuestas

deberian ser evaluadas en etapas posteriores del ciclo de vida de la planta.
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Esta Tesis representa un avance en el conocimiento de los mecanismos de
regulacion involucrados en las relaciones de competencia intra e interespecifica entre dos
gramineas Cj,una anual/bianual y la otra perenne, en las etapas iniciales del cultivo de
pasturas templado- humedas (establecimiento- implantacion) y sus consecuencias en
distintos niveles de organizacién. La metodologia utilizada es novedosa ya que el estudio
de la dinamica de la competencia basada en el andlisis de rasgos morfogénicos y
estructurales permitio la distincion entre la capacidad competitiva intrinseca de una especie
y su respuesta plastica. Los resultados presentados permitieron demostrar grandes cambios
morfogenéticos, estructurales y funcionales en respuesta a la competencia y al agregado de
nitrogeno.Por otra parte, y dado que las respuestas morfoldgicas adaptativas de las plantas
en canopeos mixtos no han sido estudiadas en detalle (Zhu et al. 2014), se adaptd una
aproximacion  utilizada  habitualmente = en  estudios de  defoliacion  de
canopeosmonoespecificos. Los resultados permitieron encontrar similitudes y diferencias
en los mecanismos involucrados en la respuesta a la defoliacion y a la fertilizacion
nitrogenada entre canopeosmono y multiespecificos.

El presente Capitulo tiene por objetivo relacionar los cambios morfogénicos,
estructurales y funcionales, asociados a la competencia intra e interespecifica, al agregado
de nitrégeno y a la frecuencia de defoliacion, con procesos de mas largo plazo capaces de
controlar la dindmica de la competencia, la cobertura relativa, la productividad y la
composicion floristica en comunidades multiespecificas implantadas. A tal efecto, en la
Seccion 5.1. se analizan los principales hallazgos en cuanto a los efectos de la competencia
y la fertilizacion nitrogenada, asociados a los Capitulos 2 y 3, a la luz de un nuevo modelo
conceptual que integrard los resultados sobre las respuestas plasticas de gramineas anuales

y perennes a diferentes situaciones competitivas en diferentes niveles de organizacion:
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hojas, macollos y planta durante la fase de establecimiento de la pastura. Cabe destacar que
no ha sido posible incluir en dicho modelo las respuestas a la defoliacién (Capitulo 4) por
haber sido evaluadas principalmente a escala poblacional. En la Seccidn 5.2.se analizan las
aproximaciones metodologicas utilizadas en relacidon a (a) los efectos de las interacciones
competitivas y (b) los de la frecuencia de defoliacion. En la seccion 5.3. (a) se resumen los
principales resultados obtenidos en relacion a las hipotesis planteadas y (b), se analizan los
principales resultados en forma integrada y se los relaciona con los de otros trabajos.
Posteriormente, en la Seccién 5.4. se analiza la relevancia aplicada de los resultados
obtenidos y el impacto de las decisiones culturales sobre la dindmica de la competencia
entre las especies, la cobertura relativa, la composicion floristica futura y el funcionamiento
de la comunidad a mas largo plazo. Finalmente, en la Seccion 5.5. se enumeran las
perspectivas de investigacidon que abre esta Tesis en relacion al mantenimiento de la
composicion floristica en pasturas templadas y en la Seccion 5.6. se detallan las

Conclusiones Generales de la presente Tesis.

5.1. Competencia entre gramineas anuales v perennes durante la fase de

establecimiento de la pastura- Nuevo modelo conceptual

La construccidn del crecimiento y la regulacion del area foliar del canopeo depende
de tres procesos simultaneos: la formacion de las hojas, la formacion de los macollos y la
formacion de las raices (Matthew et al. 2000; esta ultima no analizada en la presente Tesis).
La construccidn del crecimiento aéreo depende de la dinamica de hojas y macollos de las
especies, ambas asociadas a las respuestas de una graminea Cs anual y de otra perenne a

diferentes situaciones competitivas durante el establecimiento de la pastura.
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La Figura 5.1 integra aquel modelo conceptual general de la morfogénesis y del
crecimiento de las gramineas Cs propuesto originalmente por Lemaire y Chapman (1996) y
luego modificado por Lemaire y Agnusdei (2000), Bahmani et al. (2000) y Lemaire et al.
(2009), que relaciona las caracteristicas morfogénicas y estructurales con las sefiales del
ambiente (Figura 1.1). Asimismo, incorpora la division de variables morfogénicas y
estructurales en compartimentos separados de hojas y macollos propuesta por Hirata y
Pakiding (2002), modelo que también refiere a atributos de biomasa aunque sin asociarlos
con sefiales ambientales. Sin embargo, ninguno de los dos modelos expuestos distinguen
entre el origen de los mecanismos ni entre el tipo y la funcion del numero de hojas vivas
(NHv). El NHv estd compuesto por hojas totalmente expandidas, aquellas hojas maduras
que presentan su ligula expuesta (NHe), y hojas en crecimiento o en expansion simultdnea
(NHc), cuya ligula no se ha expuesto. Esta distincidn es importante ya que ambas
categorias de hojas son funcionalmente diferentes: el carbono (C ) producido por el tejido
fotosintéticamente activo de las NHc es exportado a su propia zona de crecimiento por ser
un destino fuerte con prioridad en el uso y la acumulacion de los propios carbohidratos
producidos (Volontec y Nelson 1984, Gautier et al. 1999, Nelson 2000, Schnyder et al.
2000), en tanto las hojas totalmente expandidas exportan todo el C producido a otros

destinos (Schnyder et al. 2000).
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Dindmica de la densidad de macollos de las Dindmica de hojas por macollo en la planta
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Figura 5.1. Relaciones entre variables morfogénicas O y estructurales []componentes del crecimiento de las plantas objetivo
(adaptado de Lemaire y Chapman 1996, Bahmani et al. 2000,Lemaire y Agnusdei 2000, Hirata y Pakiding 2002, Lemaireet al. 2009)
asociadas a las respuestas de gramineas C; anuales y perennes a diferentes situaciones competitivas. Las lineas llenas conectan rasgos
morfogénicos y estructurales de origen genético. Las lineas quebradas, las de origen plastico asociadas a las plantas vecinas. En azul se
representan los efectos plasticos del agregado de nitrogeno.
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La Figura 5.1 representa un nuevo modelo conceptual general que integra otros
submodelos mas detallados, que serdan presentados en el presente Capitulo. Dichos
submodelos se refieren a los cambios dinamicos en los mecanismos morfogénicos y
estructurales de origen genético (Figuras 5.2 y 5.3) y plastico, asociados a las sefiales
ambientales mediadas por las plantas vecinas (Figura 5.4). Dichos mecanismos son
responsables del proceso de construccion del crecimiento de gramineas Cs; en situaciones de
competencia y determinan la ocupacion inicial del espacio y de las jerarquias entre plantas
durante la fase de establecimiento de pasturas templado- himedas.

El papel de la fertilizacion nitrogenada no requirié la generacion de submodelos
conceptuales mas detallados ya que no afectd la densidad de macollos ni el numero de
hojas vivas por macollo (NHv; Figura 3.1c) al no alterar el filocrono, la tasa de aparicion
foliar (TAF) o la longevidad foliar o vida media foliar (VMF). Sin embargo, incremento la
tasa de elongacion foliar, los largos de las laminas y de los pseudotallos y sélo el tamafio de
los macollos mas viejos, los tnicos activos al momento de la fertilizacion (Figura 5.1).

Si bien no es del interés de la presente Tesis incluir en el modelo las respuestas en
produccidn de biomasa, las mismas estuvieron relacionadas principalmente con diferencias
en la TEF y en la TAM mas que con otras variables morfogenéticas como TAF o VMF y
siempre fueron mas favorables para la graminea C; anual que para la perenne y para las
plantas rodeadas por un vecino perenne que para aquellas acompafiadas por un vecino

anual/bianual.
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5.2. Analisis de las aproximaciones metodoldgicas utilizadas

a) Efectos de las interacciones competitivas

Uno de los aspectos mas originales de esta Tesis es el de haber medido directamente
las interacciones competitivas entre genotipos de distintas formas de vida, en distintos
niveles de organizacion: hojas, macollos y plantas, asumiendo que cada macollo es un
individuo y la planta, una metapoblacion (White 1979). El estudio se hizo durante la etapa
de establecimiento de una pastura, etapa clave porque en ella se define la jerarquia y el
espacio que cada genotipo ocupara luego en el canopeo, afectando asi marcadamente la
composicion futura de la comunidad (Ross y Harper 1972, Eagles et al. 1982).

Hasta el presente, en el disefio de experimentos de competencia existen dos grandes
enfoques principales: a) experimentos directos, que manipulan la competencia entre plantas
individuales o entre poblaciones, y b) inferencia de la habilidad competitiva de distintas
poblaciones a partir de caracteres de las plantas relacionados con sus estrategias (Kemp y
King 2001). En general estas aproximaciones no permiten entender el proceso de
construccion del crecimiento ni los mecanismos responsables del mismo. Por otra parte,
muchos estudios han evaluado variables morfogénicas y estructurales en distintas especies
forrajeras, aunque en general en plantas aisladas (Fustec et al. 2005) o sin especificar las
condiciones de crecimiento que fueron utilizadas, por ejemplo la temperatura base utilizada
(Lemaire y Agnusdei, 2000), la eventual influencia de los vecinos, etc.

Asimismo, sélo habian sido documentadas las tasas de expansion del tallo principal
de genotipos individuales, siendo muy escasos los estudios que incluian la comparacién de
genotipos de especies forrajeras y macollos de distintas edades (Bultynck et al. 2004). Esta
informacion es muy importante ya que las variables morfogénicas varian a lo largo de la

vida de cada planta y la edad del macollo puede influenciar las respuestas de las plantas al
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modificar la estructura del canopeo (Paiva et al. 2012). Pese a la importancia de la edad del
macollo como condicionante de las respuestas morfogenéticas y estructurales al agregado
de nitrégeno, por ejemplo, los estudios existentes las caracterizan como promedio de un
submuestreo de macollos aparecidos e identificados (aunque existen excepciones en
genotipos de Triticumssp.; Bultyncket al. 2004, Everset al. 2005). A mi leal saber y
entender, la presente tesis es la primera que evalia por separado distintas cohortes de
macollos pertenecientes, ademas, a distintas historias de vida.

Hasta esta Tesis, no se habia estudiado el efecto de la competencia sobre las
distintas variables morfogenéticas que conducen a la generacion de la biomasa de las
distintas especies: tasa de aparicion de hojas, tasa de elongacion foliar, longevidad de las
hojas y tasa de aparicion de macollos, responsables del proceso de construccion del
crecimiento en macollos de distintas edades. En esta Tesis se utilizd una medicidon directa
de la interferencia entre plantas mediante una aproximacidn dindmica, teniendo en cuenta el
cuestionamiento que conlleva el establecimiento de jerarquias competitivas estaticas dentro
de las pasturas (Lemaire 2001). Asimismo, la metodologia utilizada ha permitido separar —
mediante ensayos factoriales- el estrés abiotico (nitrogeno, luz) del estrés biotico impuesto
a las plantas por sus vecinas. Esto permiti¢ analizar separadamente el rol del ambiente y el
de las interacciones entre especies en el control de la composicion floristica de pasturas
(Peltzer y Wilson 2001). Esta aproximacion dindmica ha permitido una distincion entre la
capacidad competitiva intrinseca de una especie y su respuesta plastica a la intensidad de la
misma dentro de un canopeo (Lemaire 2001). Los resultados obtenidos apoyan la idea de
que el conocimiento de los rasgos morfogenéticos (Capitulo 2) y de la plasticidad

morfoldgica y estructural (Capitulos 2 y 3), que explican la dindmica del crecimiento de
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hojas y de macollos de cada especie, son predictores apropiados del desempefio

competitivo de las gramineas durante el establecimiento de la pastura.

b) Efectos de la frecuencia de defoliacion

Otro aspecto original de esta Tesis es el de haber adaptado una metodologia de
defoliacion, de base fisiologica, utilizada ampliamente en canopeo smonoespecificos a
cultivos pluriespecificos. La aplicacion de la aproximacion de “optimo fisioldgico™ para
orientar el manejo de la defoliacion, y con ello la dindmica de la competencia entre especies
coexistentes, permite maximizar las tasas de crecimiento, recuperar el nivel de reservas,
reasumir el crecimiento de las raices, incrementar el macollaje, mantener la calidad del
forraje para los animales y mejorar la persistencia de distintas gramineas forrajeras
(Fulkerson y Slack 1994, Donaghy y Fulkerson 1997, Donaghy et al. 1997, Fulkerson y
Donaghy 2001, Rawnsley et al. 2002, Turner et al. 2006 a, Donaghy et al. 2008). Rawnsley
et al. (2002) y Turner et al. (2006 a) utilizaron esta metodologia evaluando cosechas
sucesivas de Dactylis glomerata en monoculturas. Sin embargo, si bien existe evidencia de
que la respuesta de las gramineas a la defoliacién puede ser modificada por la competencia
(Thornton y Millard 1996), esto atn ha sido escasamente documentado. En efecto, existen
pocos trabajos que evalian las respuestas morfologicas adaptativas de las plantas en
canopeos mixtos (Zhu et al. 2014) y menos aun, trabajos que realicen este andlisis bajo
frecuencias de defoliacion diferenciales. Asimismo, en el caso de Dactylis glomerata,
pocos trabajos han evaluado con esta aproximacion fisiologica la capacidad de
recuperacion posterior de las plantas defoliadas reiteradamente con frecuencias excesivas
(por ejemplo Turner et al. (2006¢) evaluaron la recuperacion de Dactylis glomerata pero

hasta que alcanzaron sus 3,5 hojas por macollo).
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Por lo tanto, a mi leal saber y entender, la evaluacion de frecuencias de
defoliaciones superiores al 6ptimo fisioldgico y la capacidad posterior de recuperacion de la
poblacion de la graminea perenne, constituye otro aporte original de esta Tesis. Los
resultados obtenidos en el Capitulo 4 de la presente Tesis permiten demostrar grandes
cambios morfogénicos, estructurales y funcionales asociados a las altas frecuencias de
defoliacion y afirmar que durante la implantacion de pasturas multiespecificas, la
recomendacion clasica de defoliar Dactylis glomerata cuando sus macollos alcanzan las 4
hojas utilizada en canopeos monoespecificos (Fulkerson y Donaghy 2001, Rawnsley et al.
2002, Turner et al. 2006a), no siempre resulta conveniente cuando la especie perenne se

encuentra creciendo en mezcla con una especie anual altamente competitiva.

5.3. Analisis integrado de los resultados obtenidos respecto a las hipotesis planteadas

a) Resumen de hipotesis y principales resultados

a.1.) Interacciones competitivas y fertilizacion nitrogenada

Las hipotesis que guiaron este estudio fueron que:

Los vecinos C; anuales/bianuales afectaran negativamente los mecanismos
morfogenéticosy estructurales asociados a la ocupacion inicial del espacio en el canopeo y
al establecimiento de las especies debido a la reduccion de la llegada de luz a nivel del
suelo y la magnitud de estos efectos sera modificada por la aplicacion de nitrogeno y sera
diferencial entre cohortes de macollos.

El Capitulo 2 estuvo focalizado en el estudio de los mecanismos morfogénicosen
dos niveles de organizacion: hojas y macollos y analizd la dinamica de hojas de tres
cohortes de macollos de plantas individuales (planta objetivo) de la especie anual y de la

perenne, rodeadas por dos plantas individuales (plantas vecinas) de especies anuales y
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perennes coexistentes en la linea de siembra en ausencia de defoliacion. Los vecinos
anuales, de mayor tasa de elongacién foliar (TEF) que los perennes, produjeron un retraso
en la tasa de aparicion foliar (TAF) en el macollo principal y en el aparecido a los 50 dias
desde la emergencia 6 20dias desde la fertilizacidn, y en la tasa de aparicion de macollos
(TAM) de ambas especies. Sin embargo, no produjeron aumentos en la TEF,
probablemente debido a que en estadios tempranos del establecimiento, la competencia por
luz no alcanza intensidades extremas (en este caso la intercepcion del canopeo fue de
<93%). Por lo tanto, los vecinos anuales controlaron la dinamica de hojas y de macollos, y
en consecuencia limitaron la ocupacion vertical y horizontal, respectivamente, del espacio
de las plantas objetivo. La TEF de los macollos mas viejos fue la inica variable favorecida
por la adicion de nitrégeno, probablemente por ser los Unicos que estaban desarrollados al
momento de la fertilizacion.

El Capitulo 3 estuvo focalizado en el estudio de los mecanismos estructurales y
funcionales en los niveles de organizacidon de macollos y de plantas y analiz6 la dindmica y
la produccién primaria de tres cohortes de macollos de plantas individuales (planta
objetivo) de la especie anual y de la perenne, rodeadas por dos plantas individuales (plantas
vecinas) de especies anuales y perennes coexistentes en la linea de siembra en ausencia de
defoliacion. Los vecinos anuales disminuyeron el nimero de hojas vivas (NHv) y el de
hojas expandidas (NHe) como mecanismo estructural regulatorio, en macollos de edad
intermedia (los aparecidos a los 50 dias desde la emergencia 620 dias desde la fertilizacion)
de ambas especies. Como consecuencia, se observd una disminucion en la densidad de
macollos por planta, lo cual restringié el desarrollo de la ocupacion horizontal del espacio.
El vecino anual no caus6 incrementos en el tamafio del macollo, medido a partir de la

longitud total de laminas verdes (LLv) o la del pseudotallo. Por lo tanto, durante el periodo
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de establecimiento del cultivo, no existio un compromiso entre el nimero y el tamafio de
los macollos asociado a la presencia de vecinos anuales. Sin embargo, los vecinos anuales
provocaron una disminucién en la biomasa de raizy en la particiéon de biomasa hacia la
misma. Esto sugiere que durante el establecimiento de la pastura, los vecinos anuales no
mejoran la competencia por luz de las plantas o la colonizaciéon horizontal del espacio y
ademés limitan la habilidad para adquirir eficientemente nutrientes del suelo.La
fertilizacion nitrogenada invernal afecté el tamafio de todas las cohortes de macollos

evaluadas pero no la densidad de macollos.

a.2.) Defoliacion y fertilizacion nitrogenada

El objetivo del Capitulo 4 fue analizar los efectos de la fertilizacidon nitrogenada
invernal y la frecuencia de defoliacion sobre la productividad y la persistencia de la
graminea perenne en canopeos compuestos por gramineas C; anuales y perennes. Este
Capitulo estuvo enfocado en el nivel de organizacion poblacional y analizé los mecanismos
morfogénicos, estructurales y funcionales de la graminea perenne, asi como las
consecuencias de los dos factores sobre su capacidad de crecer y persistir, durante el
periodo critico de implantacidn de la pastura (mediano plazo).

Las hipdtesis que guiaron este estudio fueron que:

Frecuencias de defoliacion superiores al optimo fisiologico de la graminea C;
perenne, aplicadas durante el periodo otofio-invierno,afectaran negativamente su
crecimiento, su cobertura relativa y su persistencia en la pastura. Estos efectos negativos
no podran ser revertidos por una adecuacion posterior de la frecuencia de defoliacion

(primavera-verano) y que esos efectos negativos de las altas frecuencias de defoliacion
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seran mayores en pasturas no fertilizadas que en las fertilizadas, debido a la mayor
limitacion por nitrogeno de las primeras.

De acuerdo con lo postulado inicialmente, las altas frecuencias de defoliacion con
reiteracion de las mismas (cuando los macollos alcanzaron solo 2 hojas de rebrote) durante
el periodo otoflo-invierno afectaron permanente y negativamente a las variables de
respuesta de la especie perenne, independientemente de si la frecuencia se definié segun el
nimero de hojas alcanzado por la especie guia anual o por la perenne. El efecto de estas
altas frecuencias de defoliacién se mantuvo ain cuando se paso a defoliar con frecuencias
optimas durante el subperiodo siguiente de recuperacion. Defoliar con frecuencias
superiores a la optima fisiologica de la especie perenne Dactylis glomerata, aumento
sensiblemente el filocrono (Figura 4.4) y redujo el rebrote de laminas (Figura 4.5). Esta
desventaja de las altas frecuencias de defoliacion también se reflejo en las tasas de
acumulacion de biomasa aérea (Figura 4.6a) y radical (Figura 4.6¢) y en el contenido de
HCR en la base de los macollos (Figura 4.6d). La defoliacion realizada con una frecuencia
solo levemente mayor a la dptima para la especie perenne, es decir la realizada cuando la
especie anual Bromus willdenowii alcanzo6 las 4 hojas por macollo (BW 4H), no llego a
afectar significativamente el crecimiento de la especie perenne Dactylis glomerata. En N,
esperar a que Dactylis glomerata presente 4 hojas por macollo podria enfrentarla a
condiciones luminicas mas limitantes, por la presencia del vecino anual reproductivo
(durante la primavera tardia; Tabla 4.1), respecto de la defoliacion realizada cuando la
especie anual alcanza las 4 hojas por macollo. Sin embargo, tal situacion sélo se registré en
la biomasa radical. En ese caso, la recomendacion clasica de defoliar Dactylis glomerata

cuando alcanza sus 4 hojas por macollo utilizada en canopeos monoespecificos, puede
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resultar menos conveniente que defoliarla antes cuando la especie anual Bromus
willdenowii alcance sus 4 hojas por macollo.

Contrariamente a lo propuesto, los efectos de las altas frecuencias de defoliacion no
se vieron afectadas por la fertilizacion nitrogenada que no llegd a compensar los efectos de
las altas frecuencias de defoliacion. En cambio, la fertilizacion nitrogenada provocd
algunos efectos especificos. Por un lado aumentd el rebrote foliar (Figura 4.5b) y modificd
marginalmente (P= 0,07) la acumulacién de la biomasa aérea de la especie perenne
Dactylis glomerata (Figura 4.6a) durante la implantacion de la pastura, pero por otro lado

también alargd el filocrono en el subperiodo de recuperacion (Figura 4.4b).

b) Analisis integrado de los resultados y avances en la teoria

b.1.) Diferencias morfogénicas y estructurales de origen genotipico entre
gramineas C3 anuales y perennes

En las dos especies evaluadas, existi6 una vinculacion entre las variables
morfogenéticas y estructurales y la capacidad de fijacion y uso del carbono, asociada al
compromiso, en términos de la particion de biomasa, entre la producciéon de nuevos
macollos y el crecimiento de los existentes (Sugiyama 1995). Estos cambios en los rasgos,
de origen tanto genético como plastico, determinan las habilidades competitivas y conducen
las jerarquias tempranas entre plantas dentro de comunidades multiespecificas compuestas
por gramineas C; anuales/bianuales y perennes (Bromus willdenowii + Dactylis
glomerata), durante la etapa critica de establecimiento del canopeoy en ausencia de
defoliacidn.

La habilidad para capturar luz se asocia con la ocupacién vertical del espacio. Esta

estd relacionada con dos mecanismos morfogenéticos: la TAF y la TEF. La TAF fue rdpida



151

(Figura 2.3b; Tabla 2.1) y el filocrono fue corto y similar entre gramineas(~ 60 GDC hoja’
'en el macollo principal de ambas gramineas; Figura 2.3a; Tabla2.1). Tales caracteristicas
permiten ocupar el espacio e interceptar luz rapidamente en etapas tempranas del
establecimiento de las plantas (Hume 1991a). Sin embargo, y puesto que tanto el filocrono
(Figura 2.3a; Tabla 2.1) como la TAF (Figura 2.3b; Tabla 2.1) fueron similares en ambas
especies, s6lo la mayor TEFyu, ¥ neta (Figuras 2.4a y c; Tabla 2.2) le permitio a la especie
anual una mejor ocupacion del espacio y una mas eficiente captura de luz, afectando
probablemente el perfil vertical de luz en comparacion con la especie perenne D. glomerata
(Figura 5.2). La mayor TEFy. por macollo de la especie anual estuvo relacionada con una
mayor actividad de un mayor nimero de meristemas intercalares activos, asociados a una
mayor numero de hojas en crecimiento (NHc; Figura 3.1a; Tabla 3.1) (Berone et al. 2007a),
por lo que Bromus willdenowii presentd mayor relacién NHe. NHv™' (Figura 3.1d; Tabla
3.1) en el macollo principal (lineas llenas en Figura 5.1 y Figura 5.2).

Tener mas hojas en activo crecimiento (NHc) y con una TEF individual de hoja
potencial mayor (datos no mostrados), implica tener muchas hojas que usan mas carbono
para su propio crecimiento. El tamafio del macollo estd compuesto por un mayor NHv y
hojas y vainas mas largas (Hume 1991a). Bromus willdenowii tuvo macollos mas grandes y
erectos debido a su mayor TEFy., (Figura 2.4a; Tabla 2.2) y una mayor longitud total de
laminas verdes por macollo (LLv=cm.macollo'=Figura 3.2a; Tabla 3.2) y longitud del
pseudotallo (Figura 3.2b; Tabla 3.2) y area foliar (AF,,), a pesar de su menor NHv, respecto
a D. glomerata (lineas llenas en Figura 5.1). Dichos mecanismos estructurales sugieren que
Bromus willdenowii presentd una mayor competitividad por luz respecto de Dactylis

glomerata(Figura 5.2).
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Figura 5.2. Integracién de los principales mecanismos morfogénicos y estructurales de
origen genético determinantes del mayor tamafio del macollo, de la ocupacion vertical del
espacio y de la competitividad por luz favorables a la especie anual/bianual Bromus
willdenowii(BW) en pasturas templadas durante la etapa critica de establecimiento. TEF;
representa la tasa de elongacion de hojas individuales. Los signos (=, >, <) comparan cada
mecanismo de BW con el correspondiente de Dactylis glomerata.

Por otra parte, la habilidad para ocupar el espacio horizontal en el canopeo fue
similar entre ambas gramineas al final del periodo experimental. Dicha ocupacion,
determinada por el macollaje, aparentemente paso por tres etapas diferenciales (Figura 5.3).
Previo al inicio de los registros (es decir al momento de la fertilizacion, 53 dias luego de la
siembra y 29 dias después de la emergencia), Bromus willdenowii tenia un 81% mas de
macollos que la especie de Dactylis glomerata (BW: 3,17 vs. DG: 1,75; Capitulo 2). Este
mas rapido desarrollo del area foliar representé una mayor velocidad de ocupacion
horizontal del espacio de la especie anual (mecanismo morfogenético alternativo de control
de la densidad de macollos). Luego comenzaria un periodo en el que D. glomerata

incrementaria el macollaje. La tasa de aparicion de macollos (TAM; Figura 2.5a; Tabla 2.2)

y el macollaje, no sélo dependen de la TAF (Figura 2.3b; Tabla 2.1) sino también de la tasa
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de llenado de sitios(Lls=macollos.hoja'; Figura 2.5¢; Tabla 2.2) (Davies 1974, Neuteboom

y Lantinga 1989, Bahmani et al. 2000).

| BW | | DG |
0) » d mac << d mac
|
| = TAF ' |
<Lls ' SSUs
1) > NHc: NHv | < NHC: NHV
< TRM > TRM
| I
2) ' > NHe: NHv < <Lls??
|
| = TAM e = densidad final de macollos |

Figura 5.3. Integracién de los principales mecanismos morfogénicos y estructurales de
origen genético determinantes de la similar densidad de macollos y ocupacion horizontal
del espacio de las gramineas en pasturas templadas durante la etapa critica de
establecimiento. Los numeros representan las tres aparentes etapas:(0) mayor velocidad
inicial de ocupacion de la especie anual (previo al inicio de los registros), 1) de
recuperacion y 2) de estabilizacion del macollaje de la especie perenne, en las que se
definié la tasa de aparicion (TAM) y la densidad de macollos al final del periodo
experimental. TRM= tasa de aparicion relativa de macollos. Los signos (=, >, <) comparan
cada mecanismo de Bromus willdenowii (BW) con el correspondiente de Dactylis
glomerata. En rojo figura aquel mecanismo que no pudo ser corroborado en esta Tesis.

Ambas especies no difirieron en la tasa de aparicion foliar (TAF, variable
morfogénica que fija el limite superior de la tasa de aparicion de macollos (TAM) entre
formas de vida) constituye el principal mecanismo morfogenético de control de la densidad
de macollos. Sin embargo, Dactylis glomerata tuvo mayor tasa de llenado de sitios (Lls)

que Bromus willdenowii, por lo que presentd mayor particion de carbono hacia yemas
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axilares. Esta prioridad en la particion se asociaria con la relacion negativa existente entre
la Lls y la TEF (Hume 1991a, Bahmani et al. 2000, Nelson 2000); relacion mediada por la
asociacion negativa entre la Llsy el NHc.NHy"' (Figura 3.1d; Tabla 3.1) (Beroneet al.
2007a). En el presente estudio dicha relacion negativa estuvo también vinculada
estrechamente a la variable morfogenética vida media foliar (VMF; Figura 2.3c; Tabla 2.1),
por lo que también se registrd una relacion directa entre VMF y Lls en ambas especies.
Entonces en esta segunda etapa, la especie perenne tuvo una mayor predisposicion genética
a “llenar macollos”, mayor Lls (0,28 macollos.hoja) asociada a la menor relacién
NHc.NHv" en el macollo principal. Esto produjo un incremento significativo en la tasa
relativa de macollaje (TRM) de D.glomerata (Figura 2.5b; Tabla 2.2). Por otra parte, en
Bromus willdenowii una mayor TEF,e, una menor VMF, un mayor NHc, un menor NHv y
por lo tanto mayor relacion NHe. NHv', fueron determinantes de una menor cantidad de
carbono exportable a macollaje, debido a que la zona de crecimiento de la hoja es un
destino fuerte con prioridad en el uso y la acumulacion del propios carbohidratos
producidos (Volontec y Nelson 1984, Gautier et al. 1999, Nelson 2000, Schnyder et al.
2000,).Luego en Dactylis glomerata, seguiria un periodo de estabilizacion del
macollajeasociado a un incremento dindmico en la proporcion de hojas en activo
crecimiento (NHc.NHv™';Figura 3.1c; Tabla 3.1) en los macollos més jévenes (mecanismo
estructural alternativo de control de la densidad de macollos). Esta menor disponibilidad de
carbono limité la TAM (Figura 2.5a; Tabla 2.2) por lo que la densidad final de macollos
(Figura 3.2c; Tabla 3.2) resultd similar entre formas de vida al final del periodo
experimental (lineas llenas en Figura 5.1). Por lo tanto, aquellos mecanismos definidos
como morfogénicos y estructurales alternativos descriptos en los Capitulos 2 y 3

respectivamente, serian en realidad mecanismos secuenciales o compensatorios de control
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de la densidad de macollos (Figura 5.3). Sin embargo, en la presente Tesis no ha sido
posible determinar si este cambio estructural dindmico en la relacién NHc.NHv™' entre
cohortes de macollos de Dactylis glomerata estuvo mediado por disminuciones en el
llenado de sitios (Lls) en macollos juveniles.

Entonces, tempranamente (desde el macollo principal) se establecieron jerarquias
genéticas en la habilidad para capturar luz dentro del canopeo por lo cual existieron plantas
dominantes, las plantas de Bromus willdenowii, y plantas dominadas, aquéllas perennes de
genotipo D. glomerata durante el establecimiento de la pastura (esto es durante los 85-dde;
Figura 5.2). A pesar de su menor tamafio de macollo Dactylis glomerata no presentd un
incremento en la densidad de macollos por planta (Figura 3.2c; Tabla 3.2; Figura 5.3). Esta
baja habilidad temprana de ocupacion del espacio podria impactar negativamente en la

habilidad de la graminea perenne para persistir dentro de la comunidad.

b.2.)Diferencias morfogénicas, estructurales y funcionales asociadas al efecto
de los vecinos

Las hojas mas largas y erectdfilas del vecino anual Bromus willdenowii, la especie
de mayor TEFy, (Figura 2.4a; Tabla 2.2), mayor LLv(Figura 3.2a; Tabla 3.2) y mayor
largo del pseudotallo (Figura 3.2b; Tabla 3.2), indujeron modificaciones en variables
morfogenéticas y estructurales de las plantas de cualquiera de las dos especies objetivo
(Figura 5.4). Una de las respuestas mas importantes fue la disminucion en la densidad de
macollos, operada a partir del decrecimiento en la TAM (Figura 2.5a; Tabla 2.2), vinculada
a un incremento temprano de hasta el 28% en el filocrono (Figura 2.3a; Tabla 2.1) y una
reduccion de igual magnitud en la TAF (Figura 2.3b; Tabla 2.1) en los macollos mas viejos

de ambas especies (Figura 5.4). Hume (1991a) hall6 en los macollos nuevos de B.
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willdenowii, de ubicacion mas basal y sometidos a condiciones mas limitantes de
iluminacion, ocurre una disminuciéon de la TAF. El temprano decrecimiento (66-dde) del
26% en la RFA a nivel del suelo dentro del canopeo inducido por los vecinos anuales (102
uMOL.m™.s" con vecinos Bromus willdenowii vs. 138uMOL.m>.s™ con vecinos Dactylis
glomerata) (Figura 3.2b; Tabla 3.2), debid haber modificado la tasa de iniciacidon de las
hojas en el meristema apical ya que no se registraron cambios en el largo de los
pseudotallos capaces de demorar la aparicion de las laminas (Skinner y Nelson 1995, Zhu
et al. 2014). Esta respuesta plastica negativa, inducida por un vecino anual, fue el
mecanismo morfogénico de mayor importancia en el control de la TAM y de la densidad de
macollos, ya que la TAF es la variable clave de control en la morfogénesis por tener
influencia directa sobre los otros componentes de la estructura de la planta y del canopeo
(Lemaire y Agusdei 2000; Figura 1.1) (lineas quebradas en Figura 5.1 y Figura 5.4).

En la presente Tesis, la densidad de macollos también fue condicionada por un
mecanismo estructural, simultaneo al cambio morfogénico en la TAF, asociado a una
particion diferencial de carbono entre destinos dentro de la planta. La reduccion en el NHv
(Figura 3.1c) y especificamente la reduccion en el NHe (Figura 3.1b) en presencia del
vecino anual, constituyd un mecanismo regulatorio operado en macollos de edad intermedia
y durante etapas intermedias del cultivo (Figura 3.1; Tabla 3.1). Esta disminucion en el
NHe estuvo asociada a la disminucidn simultdnea en la tasa de la aparicidon de las hojas —
menor TAF (Figura 2.3b)- y en su longevidad -menor VMF (Figura 2.3c)- respecto a las
registradas en plantas de cualquiera de las dos especies acompafiadas por un vecino
perenne. La estrategia promueve la muerte de las hojas expandidas y no de aquéllas en
crecimiento (menor NHe pero igual NHc; Figuras 3.1a y b), que pueden vegetar en estratos

mejor iluminados. Esta falta de plasticidad en el NHc (Figura 3.1a) en gramineas Csacuerda
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con lo reportado por Nelson (2000) y Bahmani et al. (2000). Este ajuste temprano en el
NHe y en el NHv generé una mayor proporcion de hojas en crecimiento (NHc.NHv™;
Figura 3.1d) que fue determinante de una menor cantidad de carbono exportable a los
meristemas axilares (Bahmani et al. 2000, Berone et al. 2007a); y por lo tanto redujo la
TAM (Figura 2.5a) y la densidad de macollos (Figura 3.2¢) (lineas quebradas en Figura 5.1
y Figura 5.4). Esta disminucion de la densidad de macollos es de gran importancia durante
el establecimiento de la pastura y/o cuando los canopeos son poco densos (Virkajarvi y

Jarvenranta 2001).

« TAF

<« NHv < NHe <VMF

> NHe: NHv

<« C hacia meristemas axilares - <LIls??

< TAM

< densidad de macollos

Figura 5.4. Integracion de los dos mecanismos morfogénicos y estructurales simultaneos de
origen ambiental o plastico, determinantes de la menor densidad de macollos y de la menor
ocupacion horizontal del espacio asociados al vecino anual/bianual Bromus
willdenowii(BW) en pasturas templadas durante la etapa critica de establecimiento. Los
signos (<, =, >) comparan los valores alcanzados por cualquiera de las dos especies cuando
estuvieron acompafiadas por BW contra cuando su vecino fue Dactylis glomerata. En rojo
figura aquel mecanismo que no pudo ser corroborado en esta Tesis.
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Esta baja habilidad de ocupacion horizontal temprana del espacio puede impactar
negativamente en la habilidad de la graminea perenne para persistir dentro de la comunidad
y puede condicionar la composicidn floristica futura de la comunidad (Ross y Harper 1972,
Eagles et al. 1982). Es probable que este mecanismo estructural regulatorio haya estado
asociado a una disminucién en la Lls.

Sin embargo, esta disminucion en la proporcion de hojas en crecimiento y del Ll no
estuvo asociada a cambios en la TEFcomo los reportados en Bromus stamineus y Lolium
perenne (Berone et al. 2007a). La falta de incremento en el tamafio del macollo —TEFy,0
netas LLV y largo del pseudotallo- (esto es falta de respuesta de evasion al sombreo; Figura
2.4ayb, Figura 3.2a y b; Tablas 2.2 y 3.2) puede tener varias explicaciones. Esta respuesta
puede ocurrir (Casal et al. 1985), depender del orden de aparicion del fitomero (Zhu et al.
2004), depender de la zona de la hoja que reciba el estimulo luminico; lamina o pseudotallo
(Skinner y Simmons 1993) o puede no ocurrir (Monaco y Briske 2000). También la edad
de las plantas puede condicionar la expresion de la respuesta de evasion al sombreo.
Existieron limitaciones luminicas, aunque la competencia por luz no alcanzo6 intensidades
extremas cuando la intercepcion del canopeo fue < 93% de la radiacion incidente. Sin
embargo, es posible que haya disminuido la Lls y en etapas posteriores a los 85 dias del
cultivo, se hayan producido incrementos en la TEF de macollos de edad intermedia. El
decrecimiento de la TAF fue el unico mecanismo de regulacion del macollaje verificado.
En la presente Tesis, no fue posible corroborar las siguientes tres etapas en el proceso de
competencia por luz: reduccion de la Lls, el verdadero indicador de plasticidad (como el
uso de sitios: Huber et al., 1999), respuestas fotomorfogénicas (s6lo en el macollo los
aparecido a los 60 dias desde la emergencia 6 30 dias desde la fertilizacion) y ley del auto-

raleo (Skinner y Nelson 1992, Lemaire y Millard 1999, Nelson 2000, Lemaire 2001, entre
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otros). Durante la etapa de establecimiento (85 dias del cultivo), el cambio inducido por los
vecinos anuales en la TAF (y posiblemente en la Lls, mecanismos morfogenéticos
simultdneos), conjuntamente con el cambio en la proporcion de NHc y NHV en macollos
de edad intermedia (mecanismo estructural simultaneo; Figura 3.1d; Tabla 3.1) (lineas
quebradas en Figura 5.1) son los que limitan la cantidad de carbono exportable a
incrementar la densidad de macollos. Por lo tanto, las plantas vecinas de Bromus
willdenowii resultaron al mismo tiempo el factor bidtico y el principal factor ambiental
modificante de las respuestas (Valladares et al. 2007).

Los vecinos anuales también decrecieron la biomasa de raiz(Figura 3.4d) y la
particion de biomasa hacia la misma. Este efecto de los vecinos es especialmente relevante
en especies de lento establecimiento, como lo es la graminea perenne D. glomerata, cuyas
plantulas tienen baja habilidad competitiva asociada a su lento crecimiento subterraneo
inicial (Nurjayay Tow 2001). Este crecimiento inicial puede condicionar su desempefio
posterior debido a que la habilidad competitiva de D. glomerata se correlaciona
positivamente con el peso de sus raices durante el segundo afio luego del establecimiento
(Sugiyamay Nakashima 1994). Esto sugiere que durante el establecimiento de la pastura,
los vecinos anuales no mejoran la competencia por luz de las plantas o la colonizacidén
horizontal del espacio pero limitan la jerarquia en la colonizacién subterranea de las
plantas, lo que estd relacionado con la habilidad para adquirir eficientemente agua y
nutrientes del suelo, importante en el resultado competitivo bajo condiciones de alta
disponibilidad de nutrientes (Sugiyama 1999), en el corto plazo y con su futura habilidad
competitiva por luz y por nutrientes (Lemaire 2001). De esta forma, las primeras etapas de
la vida de las plantas resultan altamente sensibles a los efectos de los vecinos y al ambiente

en comparacidn con plantas adultas establecidas (Peltzer y Wilson 2001).
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b.3.)Diferencias morfogénicas y estructurales asociadas al efecto del nitrogeno

La fertilizacion nitrogenada no afecté el nimero de hojas vivas por macollo (NHv;
Figura 3.1¢) debido a que no afecto el filocrono, la TAF (tasa de aparicion foliar) o la VMF
(vida media foliar; Capitulo 2). Los efectos del nitrégeno sobre la TEF (Figura 2.4a y c;
Tabla 2.2), la LLv (Figura 3.2a; Tabla 3.2) y el area foliar por macollo (AF,,; Tabla 3.2)
(lineas quebradas azules en Figura 5.1) fueron evidentes s6lo en los macollos mas viejos,
macollo principal y cohorte aparecida a los 50 dias desde la emergencia 6 20 dias desde la
fertilizacion debido a que el nitrégeno adicionado debe haber sido incorporado a los tejidos
mejor iluminados de la planta, no estando disponible para la cohorte aparecida a los 60 dias
desde la emergencia ¢ 30 dias desde la fertilizacion. Esto corresponde al cambio de una
estrategia de crecimiento de la planta predominantemente horizontal a uno mas vertical
(Lemairey Millard 1999); por lo que tampoco se observd efecto del nitrogeno sobre los
rasgos morfogénicos o estructurales asociados al macollaje (TAF o el filocrono, TAM, LI,
proporcion de hojas en crecimiento respecto de hojas vivas o densidad de macollos). La
fertilizacion nitrogenada tampoco mejord la biomasa de los macollos juveniles (Figura 3.3)
o la densidad de macollos por planta (Figura 3.2c.; Tabla 3.2), por lo cual su efecto no
resultd significativo a escala planta (Figura 3.4a, b y c). Por lo tanto, el agregado de N*
incrementd esas desigualdades genéticas de tamafio: mayor TEF, mayor LLv y longitud de
pseudotallo y mayor AF,, (Figuras 2.4a y b; Tabla 2.2 y Figura 3.2a y b; Tabla 3.2),
incrementando la habilidad para capturar luz s6lo de los macollos mas viejos de las plantas

de la especie anual Bromus willdenowii respecto de la perenne Dactylis glomerata.
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b.4.) Defoliacion y fertilizacion nitrogenada

Sin dudas la anticipacion excesiva de la defoliacion tiene efectos negativos sobre la
especie perenne estudiada (Dactylis glomerata). Defoliar con frecuencias superiores a la
optima fisiologica de la especie perenne D. glomerata (cuando las especies guia tuvieron
solo 2 hojas por macollo) durante el periodo otofio-invierno aument6 sensiblemente el
filocrono (Figura 4.4). Este cambio plastico en el filocrono representa el principal
mecanismo morfogénico de regulacion del crecimiento determinado en la presente Tesis.
Sin embargo, estos cambios estuvieron asociados a diferentes etapas del cultivo;
establecimiento vs. implantaciéon. Sdélo en etapas posteriores al establecimiento-
implantacion se presentaron diferencias interespecificas en el filocrono asociadas al efecto
de las frecuencias de defoliacion, del periodo de tiempo y de la fertilizacion nitrogenada
(Capitulo 4). El filocrono de las especies guia, B. willdenowii y D. glomerata, fue
diferencialmente afectado por el tipo de defoliacion (Figura 4.4a.). El filocrono de las
especies guia se incrementd cuando se anticipo la defoliacion de 4 hojas a 2 hojas por
macollo sobre todo en D. glomerata. Aumentd un 24% en la especie Bromus willdenowii
(BW 2H: 210,4 vs. BW 4H: 169,6 GDC.hoja™") y un 54% en D. glomerata (DG 2H: 388,2
vs. DG 4H: 251,6 GDC.hoja™") (Figura 4.4a). Este aumento del filocrono (Figura 4.4a) o
disminucion en la tasa de aparicion de hojas —TAF- podria deberse a un enlentecimiento en
la elongacion de la [amina a través del pseudotallo de la hoja anterior,asociado a la escasez
de HCR (Skinner y Nelson 1995, Zhu et al. 2014). Sin embargo, ;esta disminucion de la
TAF, aumentos en el filocrono, conllevaria a una simultanea reduccion en la VMF de las
laminas? Es decir, ;se produciria una relacion negativa entre TAF y VMF capaz de

mantener constante el NHv del macollo?
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Ademas, de reducir la TAF, el bajo nivel de HCR debid haber disminuido la tasa de
elongacion de las laminas una vez que se encontraban fuera del envoltorio de vainas
(Hazard y Ghesquiére 1995, Berone et al. 2008) por lo que se afecté muy negativamente el
rebrote de laminas (Figura 4.5a) y la tasa de acumulacion de la biomasa aérea de la especie
perenne (Figura 4.6a) (Figura 5.5). Sin embargo, aunque con similar tasa de acumulacion
de la biomasa aérea (Figura 4.6a), la defoliacion realizada en D. glomeratacuando alcanzd
las 2 hojas por macollo redujo mas la tasa de acumulacion de macollos vegetativos respecto
de aquella realizada cuando la especie guia Bromus willdenowii alcanzd las 2 hojas por
macollo (Figura 4.6¢). Esta mayor tasa de macollaje en Bromus willdenowiicon 2 hojas por
macollo se asociaria con un menor peso individual de los macollos (Davies 1988) en
contraposicion a lo que ocurriria en D. glomerata con 2 hojas por macollo.

Las altas frecuencias con reiteracion de defoliaciones también estuvieron
asociadascon disminuciones en la tasa de acumulacion de la biomasa radical (Figura 4.6b.;
Figura 5.5) debido a que cuando aumenta la severidad de frecuencia de la defoliacion, se
incrementa la prioridad de particiéon de biomasa hacia el crecimiento aéreo en detrimento

del radical (Fulkerson y Donaghy2001).
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| Anticipacion y reiteracion de defoliaciones

« Tasa de acumulacién de la
’ biomasa radical
< TAF

« TEF

< rebrote de laminas

BW 2H D& 2H
> acumulacién de macollos ¢« acumulacién de macollos
< peso individual de macollos?? > peso individual de macolles??

I < Tasa de acumulacidn de la biomasa aérea ]

Figura 5.5. Integracion de los mecanismos morfogénicos y estructurales determinantes de la
menor productividad aérea y radical de la poblacion de la graminea C; perenne Dactylis
glomerata en respuesta a la anticipacion con reiteracion de defoliaciones en pasturas
templadas con la graminea anual/bianual Bromus willdenowii (BW) durante la etapa critica
de implantacion del cultivo.

La fertilizacidn nitrogenada tuvo efectos diferenciales sobre el filocrono y la TAF
en ambos subperiodos de evaluacion (Figura 2.3a; Tabla 2.1); la fertilizacién no afectod
inicialmente el filocrono de las especies guia (214 GDC.hoja™), sin embargo lo aumentd un
28% durante la recuperacion (N: 259,2 vs. N*: 3327 GDC.hoja’l; Figura 4.4b.), asociado a
un incremento paulatino en el largo del pseudotallo de las especies guia por efecto del N
(en todas las cohortes de macollos evaluadas, en Figura 3.2b). Estos efectos diferenciales
del N sobre el filocrono entre subperiodos permitirian explicar los resultados
contradictorios mostrados en la bibliografia (Wilheim y Mc Master 1995, Lattanzi et al.
1997, Cruz y Boval 2000).

El incremento provocado por la fertilizacion sobre la tasa de rebrote de laminas

(Figura 4.5a) se explica por los aumentos en la tasa de elongacion y el largo final de las

laminas reportadas reiteradamente en respuesta a la fertilizaciéon N (a escala hoja en los
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macollos més viejos, también en Figuras 2.4 y 3.2 y Tabla 2.2 de esta Tesis). Sin embargo,
el agregado de 170 kg N.ha'! no tuvo efecto significativo (P= 0,07) sobre la tasa de
acumulacion de la biomasa aérea (Figura 4.6a), debido a la falta de efecto sobre la biomasa
de los pseudotallos (datos no mostrados), el peso individual de los macollos y/o el numero
de macollos por planta (Donaghy y Fulkerson 1998). Estos resultados de D. glomerata
obtenidos a escala poblacional, en los que no se registra efecto del N, se componen de
aquellos registrados a escala planta: densidad de macollos (Figura 3.2c y Tabla 3.2) y Ila
biomasa aérea y sus compartimentos; laminas y pseudotallos (Figuras 3.4a, b y c) y a escala
macollo: el peso de los macollos juveniles mas limitados en la captura de luz (Figuras 3.3a,
b y c) en los que no se registra efecto del N. Resta preguntarse, ;debera incrementarse
levemente el agregado de N a fin de sumar respuestas en los macollos mds jovenes y otros a

escala planta para que el mismo sea percibido a escala poblacional?

5.4. Relevancia de los resultados

a) Interacciones competitivas y fertilizacion nitrogenada

Las decisiones culturales iniciales concernientes a la eleccion de formas de vida,
especies y/o cultivares, el disefio y arreglo de siembra y las densidades relativas de siembra
de gramineas C; anuales y perennes, enfrentan a las especies a distintas situaciones de
competencia inicial en la linea de siembra que dan lugar a diferencias en la estructura, la
productividad y la composicion floristica de las pasturas. Conocer los patrones de
crecimiento es util para elegir las situaciones de competencia mas favorables. De acuerdo a
los resultados presentados en la presente Tesis, la jerarquia en la captura de luz estaria
relacionada directamente con los genotipos elegidos para ser mezclados, mientras que la

jerarquia en la ocupacion horizontal y la colonizacién subterranea del espacio son
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claramente controlados por los vecinos, y por lo tanto, de origen ambiental o plastico en
pasturas templado-humedas. Los resultados sugieren que D. glomerata es un competidor
menos agresivo que la especie anual/bianual y que para esta especie la competencia
interespecifica es mas fuerte que la intraespecifica. Lo contrario ocurre con Bromus
willdenowii. En este sentido, los resultados refuerzan la necesidad de disminuir la densidad
de siembra de la graminea C; anual/bianual a fin de compensar los efectos morfogénicos,
estructurales y funcionales negativos del competidor-vecino Bromus willdenowii. En estas
circunstancias, una mayor densidad de siembra de la especie perenne respecto de la anual,
permitiria establecer una mayor frecuencia de situaciones favorables de competencia en la
linea de siembra lo que permitiria mejorar la densidad de la pastura, reducir la invasion
futura de malezas y optimizar la composicion floristica de la pastura. La persistencia de la
graminea perenne dentro del tapiz es mas importante que la de la graminea anual porque
puede restringir severamente la estabilidad productiva y floristica de la pastura. Las
especies anuales pueden persistir en la pastura mediante el mecanismo de re-
establecimiento por semilla en afios posteriores; sin embargo ciertas practicas de manejo de
la defoliacidon podrian afectar este re-establecimiento. Por lo tanto, dado que un proceso
productivo virtuoso se inicia desde la siembra y que las decisiones culturales deben tender a
optimizar mas que a maximizar la productividad de las especies mds deseables dentro de la
comunidad, la graminea C; perenne (Kemp y King 2000, Kemp et al. 2000), la misma
deberia sembrarse con una mayor densidad relativa. El agregado de 170 kg de N.ha™
durante el invierno no incrementaria sustancialmente las desigualdades genéticas de tamafio
debido a que sélo mejora la habilidad para capturar luz de los macollos mas viejos de las

plantas de la especie anual B. willdenowii respecto de la perenne D. glomerata.
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Durante el establecimiento temprano de la pastura, la capacidad de cada planta
individual de adquirir rdpidamente recursos del suelo determind su propio crecimiento y su
futura habilidad para capturar luz antes que el punto de intercepcion plena de luz fuera
alcanzado (= 95% de intercepcion luminica). Ya se ha mencionado que en la presente Tesis,
que no fue posible corroborar ciertas etapas en el proceso de competencia por luz cuando la
intercepcion del canopeo fue < 93% de la radiacion incidente. De haber continuado el
periodo experimental probablemente las plantas que fueran sombreadas por sus vecinas
llevarian adelante una intensa reprogramacién de su desarrollo morfoldgico (Ballaré
1999).Cuando toda la energia incidente es interceptada, las plantas tienen que competir por
la luz y entonces las plantas dominadas por sus vecinos seran limitadas en su futura
capacidad para adquirir nutrientes y aquellas que tienen una posicion dominante en el
canopeo seguiran teniendo un mayor acceso a los recursos del suelo, lo que refuerza su
competitividad. Esta dependencia del sistema radical de la energia capturada por las hojas,
impone una fuerte jerarquia entre la competencia por luz y por los recursos del suelo entre
plantas coexistentes; el éxito en un tipo de competencia refuerza la posibilidad de éxito en
el otro. Por esto cuando una planta domina a sus vecinas su ventaja competitiva se
incrementa y la brecha entre plantas dominantes y dominadas continlia incrementandose
(Lemaire 2001). Por lo tanto, y de acuerdo a Grime (1977, 1979) y Grime et al. (1988), es
la necesidad de compartir los recursos del suelo lo que conduce la competencia por luz.
Estas jerarquias desarrolladas bajo competencia por luz, conducen la competencia por
recursos edaficos y ocurren durante las fases iniciales del crecimiento, debido a que estan
relacionadas con la percepcidn temprana de las plantas de la existencia de vecinos (Lemaire
y Millard 1999). Por lo tanto, la brecha competitiva entre plantasdominantes (aquéllas de

genotipo Bromus willdenowii y con vecinos D. glomerata) y dominadas (aquéllas de
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genotipo D. glomeratay con vecinos Bromus willdenowii) se iria incrementando en la
medida que aumentara la competencia por luz en el canopeo hasta que se alcanzara un
punto en el que comenzaria el autoraleo y la muerte de plantas dominadas; lo que
aumentaria mas la dominancia de la especie anual/bianual por sobre la perenne. Por lo
tanto, la defoliacion oportuna impondria el limite capaz de mantener la densidad de plantas
atenuando el impacto de las jerarquias en la captura de luz y nutrientes. Esta decision
cultural oportuna permitird compatibilizar el equilibrio en la composicion floristica
(dominancia relativa de la especie perenne) con menor variabilidad productiva intraanual
(sostenimiento de la productividad de la especie perenne) de comunidades multiespecificas

implantadas a mas largo plazo.

b) Defoliacion y fertilizacion nitrogenada

Las altas frecuencias de defoliacidon aplicadas durante el periodo otofio-invierno-
inicio de primavera afectaron permanente y negativamente a la poblacidon de la graminea Cs
perenne Dactylis glomerata, aunque el efecto fue menos significativo cuando se defolié con
una frecuencia solo levemente mayor (cuando la especie guia Bromus willdenowii alcanzd
las 4 hojas por macollo). Estos efectos fueron similares en presencia o ausencia de
fertilizacion nitrogenada.

Por otra parte, en ambientes fertilizados cuando se respeta la frecuencia dptima de
defoliacion para D. glomerata (en sus 4 hojas), las plantas obtienen un mayor ingreso de
fotoasimilados asociado a incrementos del area foliar. Conjuntamente se les brinda el
tiempo adecuado para particionar biomasa a los multiples destinos: aéreo, radical y a
macollaje durante el periodo de rebrote; D.glomerata lograria asi un crecimiento armonico

o equilibrado. Por lo tanto, en N, la frecuencia de defoliacién D.glomerataen sus 4 hojas
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por macollo (defoliacién oportuna) maximizaria la productividad aérea (Figura 4.6a) y
optimizaria los pardmetros ecoldgicos asociados a la mejora en la cobertura relativa y a la
persistencia de la poblacion de la graminea Cs perenne en la comunidad.

En cambio, en las plantas no fertilizadas, la defoliacidn realizada cuando la especie
perenne D. glomerata alcanza sus 4 hojas por macollo no mejora el crecimiento de la raiz
sino que por el contrario podria enfrentar a las plantas a condiciones luminicas mas
limitantes por la presencia del vecino anual reproductivo (durante la primavera tardia;
Tabla 4.1) respecto de la defoliacion realizada cuando la especie anual alcanza las 4 hojas
por macollo. El crecimiento radical es especialmente relevante en especies que tienen baja
habilidad competitiva asociada a su lento crecimiento subterraneo inicial como es el caso
de la poblacion de D. glomerata. Ademas, la defoliacion realizada cuando BW 4H no
afectaria el rebrote de laminas (Figura 4.5), la acumulacion de la biomasa aérea (Figura
4.6a) o la acumulacién de hidratos de carbono de reserva (Figura 4.6d). En ese caso, la
recomendacion clasica de defoliar Dactylis glomerata cuando alcanza sus 4 hojas por
macollo utilizada en canopeos monoespecificos, puede resultar menos conveniente que
defoliarla antes cuando la especie anual Bromus willdenowii alcance sus 4 hojas por
macollo. A la luz de los presentes resultados no seria indicado hablar de frecuencia 6ptima,
aquélla que optimiza el crecimiento, la cobertura relativa y la persistencia de la especies, en
general sin considerar el ambiente y la compaiiia en la que crece la poblacion de la
graminea perenne.

De acuerdo a los resultados presentados en la presente Tesis podria decirse que
aquellos estudios que analizan la competencia entre especies o los efectos de la defoliacion
evaluando solamente la biomasa de las especies involucradas, no serian capaces de detectar

los pequefios mecanismos involucrados en el proceso de construccion de dicha biomasa,
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mecanismos que muchas veces pueden ser compensados por el crecimiento en escalas

distintas.

5.5. Perspectivas futuras

A partir del trabajo realizado se pueden determinar tres ejes emergentes principales
asociados a la presencia de vecinos y a la defoliacion:

a) Etapa germinacion- emergencia- establecimiento temprano de las especies:

Dado que la presencia de vecinos podria modificar el crecimiento y la habilidad
competitiva de las plantulas se deberian registrar, mediante ensayos manipulativos, cambios
en las temperaturas base o el tiempo térmico a germinacion y emergencia, el crecimiento
plastico del coleodptile y/o del mesocédtile y de la raiz asociados a distintas densidades
relativas de siembra de la graminea anual y de la perenne durante etapas muy tempranas del
cultivo. En la actualidad existen algunos trabajos que evaliian estas caracteristicas en
especies gramineas forrajeras (Andrews et al. 1997, Mott et al. 2000, Sanderson y Elwinger
2004) pero que no consideran la presencia de distintos vecinos (excepto Skinner 2005).
Asimismo, el complejo e intrincado proceso de macollaje ha dejado algunos interrogantes
abiertos en la presente Tesis por lo que deberia evaluarse el modelo inicial de macollaje de
cada una de las especies siguiendo la metodologia descripta por Fustec et al. (2005).

b) Etapa de establecimiento- implantacion de leguminosas erectas:

Existen pocos trabajos que asocian las variables morfogénicas con la dindmica de
acumulacion de hidratos de carbono de reserva en leguminosas forrajeras de morfologia
erecta como Medicago sativa (alfalfa) o Trifolium pratense (trébol rojo), componentes
fundamentales de pasturas templadas, durante su crecimiento vegetativo y también su

asociacion con el desarrollo reproductivo de las mismas.
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¢) Etapa de implantacidon- post-implantacion de pasturas templado- humedas:

Con la metodologia de defoliacion propuesta se podrian relevar los balances
competitivos entre gramineas Cs anuales y perennes. Para ello deberia disefiarse un ensayo
factorial en el que se impongan los tratamientos de frecuencias de defoliacion de manera
independiente en ambas gramineas (especie observada y especie vecina, Remison y
Snaydon 1980, Thornton y Millard 1996) combinado con diferentes intensidades de
defoliacion de acuerdo a la metodologia propuesta por ejemplo por Lestienne et al. (2006).
Asimismo restaria evaluar la demografia de la poblacion de macollos en estos canopeos
mixtos sometidos a defoliacion, lo que brindaria informacion referida a las estrategias de
persistencia de las especies a mas largo plazo; nacimiento y muerte de individuos asociados
a la estacion del afio y a la defoliacidon. Esto considera también la evaluacion de la
supervivencia de diferentes cohortes de macollos (Laterra et al. 1997, Matthew et al. 2000,
Hirata y Pakiding 2002). Este conocimiento seria relevante ya que el estado reproductivo de
la especie anual/bianual durante la primavera y la supervivencia de los macollos de ambas
gramineas durante el verano podrian modificar la composicion floristica de la comunidad,
por lo que estas respuestas deberian ser evaluadas en etapas posteriores del cultivo. Estos

ejes también podrian considerarse para su evaluacion en leguminosas forrajeras.

5.6. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados de la presente Tesis permiten afirmar que existen cuatro mecanismos
principales de regulacion o control del crecimiento y la habilidad competitiva con impacto
en la persistencia, la cobertura relativa y la composicion floristica durante las etapas

iniciales de pasturas multiespecificas.
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1) El cambio en el filocrono o en la tasa de aparicion foliar (TAF) es el principal
mecanismo involucrado porque tiene influencia directa sobre los otros componentes de la
estructura de la planta y del canopeo. Estos cambios estuvieron también asociados a
diferentes etapas del cultivo; establecimiento e implantacion. Durante el establecimiento,
los valores de filocrono hallados en el macollo principal de las especies fueron muy cortos
y los de la TAF, muy réapidos, pero similares entre formas de vida, compatibles con etapas
en las que resulta necesario ocupar el espacio de manera de interceptar luz rapidamente.
Como la TAF fija siempre el limite superior de la TAM y de la densidad de macollos
maxima, la falta de diferencia en la TAF fija la densidad de macollos entre formas de vida,
aunque se modifique la Lls. Por lo tanto, la TAF determin6 la ocupacion temprana del
espacio sobre todo aquélla horizontal y en menor medida, la vertical.

El filocrono también se incrementd como consecuencia de la vecindad del vecino
anual Bromus willdenowii. Con respecto al cambio inducido por los vecinos anuales, éste
cambio en la TAF, conjuntamente con el 2) cambio en la proporcion de NHc y NHv en
macollos de edad intermedia, limitan la cantidad de carbono asignado a incrementar la
densidad de macollos. Esta baja habilidad de ocupacion horizontal temprana del
espaciopuede impactar negativamente en la habilidad de la graminea perenne Dactylis
glomerata para persistir dentro de la comunidad. La fertilizacion nitrogenada no afecto el
filocrono.

En etapas posteriores al establecimiento-implantacion se presentaron diferencias
interespecificas en el filocrono asociadas al efecto de las altas frecuencias de defoliacidn,
del periodo de tiempo y de la fertilizacién nitrogenada. El filocrono de la especie anual
Bromus willdenowii y de la perenne Dactylis glomerata fueron diferencialmente afectados

por el tipo de defoliacion. El filocrono de las especies guia se incrementd cuando se
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anticipd la defoliacion de 4 a 2 hojas por macollo sobre todo en D. glomerata debido a un
enlentecimiento en la tasa de desarrollo de los primordios de hojas y/o a la escasez de
carbono o de HCR que permitieran acelerar la elongacion de la lamina a través del
pseudotallo de la hoja anterior. El filocrono también fue afectado por la interaccidn entre la
fertilizacion nitrogenada y el periodo de evaluacion. El agregado de N no modificéd el
filocrono de ambas especies guia. Sin embargo, el fertilizante incremento el filocrono
durante el subperiodo de recuperacion asociado a un incremento paulatino en el largo del
pseudotallo de las especies guia.

Durante el establecimiento, solo la 3) mayor TEF, puesto que tanto el filocrono
como la TAF fueron similares en ambas especies, le permitid a la especie anual Bromus
willdenowii una mejor ocupacion vertical del espacio y una mas eficiente captura de luz,
afectando probablemente el perfil vertical de luz en comparacion con la especie perenne D.
glomerata. Esta mayor TEF,, estuvo asociada a un mayor tamafio de macollos (mayor
LLv) y mayores longitudes de los pseudotallos (Figura 3.2b) en comparacion con la especie
perenne D.glomerata. Todos estos mecanismos morfogénicos y estructurales sugieren que
Bromus willdenowii tiene una mayor jerarquia y mayor competitividad por luz respecto
deD.glomerata. Las jerarquias en la captura de luz se acrecientan con el agregado de N'. El
fertilizante nitrogenado potencia las desigualdades genéticas de tamaifio: mayor TEF, mayor
LLv y longitud de pseudotallo y mayor AFpsobre todo en los macollos mas viejos,
incrementando la habilidad para capturar luz especialmente de la especie anual Bromus
willdenowii.

Durante el establecimiento y la implantacion de la pastura, el 4) cambio en la
biomasa radical es el mecanismo de mayor importancia en especies perennes de lenta

implantacion como lo es D. glomerata. La presencia de un vecino perenne y la anticipacion
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del momento de la defoliacion en N° (defoliacion en D.glomerata en sus 3 hojas por
macollo (es decir cuando Bromus willdenowii presenta 4 hojas por macollo) respecto del
considerado 6ptimo en N' (D. glomerata en sus 4 hojas), mejoraria la ocupaciéon del
espacio subterraneo de la graminea perenne. Esto le permitiria a D.glomerata desarrollar
mejor su sistema radical, mejorando su tolerancia al estrés nutricional y al déficit hidrico
estival, lo que le brindaria una mayor supervivencia y capacidad competitiva respecto de
otras especies durante la implantacién de la pastura. Esto es especialmente relevante en
especies de lento establecimiento como es el caso de la perenne Dactylis glomerata lo que
puede condicionar el desempefio posterior de la graminea perenne en la pastura.

La jerarquia en la captura de luz estaria relacionada directamente con los genotipos
elegidos para ser mezclados, mientras que la jerarquia en la ocupacion horizontal y la
colonizacion subterranea del espacio son claramente controlados por los vecinos, y por lo
tanto, de origen ambiental o plastico durante el establecimiento en pasturas templado-
humedas. Por lo tanto, las decisiones culturales apropiadas deberian buscar balancear la
competencia y la produccion potencial entre las especies sembradas. Por otra parte, no seria
indicado hablar de frecuencia éptima de defoliacion, aquélla que optimiza el crecimiento, la
cobertura relativa y la persistencia durante la implantacion de la especie perenne, en general
sin considerar el ambiente y la compaiia en la que crece de la poblacion de Dactylis
glomerata. El conocimiento de estos mecanismos morfogénicos, estructurales y funcionales
involucrados en las interacciones competitivas tempranas entre gramineas anuales y
perennes en la linea de siembra y en su respuesta a la defoliacion contribuyen a disefiar y
gestionar los momentos y la forma de intervenir en estas comunidades multiespecificas
templadas y enfatizan la importancia de las decisiones culturales que busquen promover un

equilibrio en la composicion floristica con menor variabilidad productiva intraanual.
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