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Resumen

Como consecuencia del calentamiento global, en algunas regiones del mundo se prevén
aumentos en las precipitaciones. Los pastos de Brachiaria son los forrajes tropicales mas
sembrados para la produccién de ganado, estos pastos continuamente experimentan
condiciones de inundacién durante las épocas lluviosas. La inundacién del suelo reduce la
disponibilidad de oxigeno para la planta y afecta su desarrollo radical, su crecimiento y su
metabolismo. En este trabajo evaluamos las diferentes respuestas morfoldgicas y fisioldgicas de
la planta entera que presentan en el cultivar sensible Ruzi (Brachiaria ruziziensis Germ) y el
tolerante Tully (Brachiaria humidicola (Rendle) Schwickerdt) después de ser sometidas 15 dias a
condiciones de inundacidn. El tratamiento control equivale al 80% de la capacidad de campo. El
tratamiento de inundacion reduce la clorofila (SPAD) y la eficiencia fotosintética (fv’/fm’) en B.
ruziziensis pero no en B. humidicola. Cuando el tratamiento de inundacion fue combinado con
baja fertilidad, B. ruziziensis reduce su biomasa aérea en mayor proporcidon que su contenido de
clorofila y su eficiencia fotosintética. Los contenidos de antocianinas y malondialdehido
aumentaron cuando las plantas estuvieron sometidas a inundacién, pero solo fue significativo
en B. humidicola. En los contenidos de carotenoides y clorofilas totales no se observaron
cambios significativos entre los tratamientos inundacién y control. En B. humidicola, las
antocianinas se depositan en la epidermis foliar, posiblemente sirviendo como mecanismo de
fotoproteccién. El principal cambio morfolégico en condiciones de inundacion es la formacion
de aerénquima. La longitud radical total disminuye cuando las plantas estan sometidas a
inundacion, en contraste el didmetro promedio de las raices no varia significativamente. El
porcentaje de aerénquima aumenta considerablemente cuando las plantas se someten a
inundacion. Encontramos que la formacion de aerénquima en B. humidicola es un rasgo
constitutivo (expresado en control e inundacidn), mientras que en B. ruziziensis es un rasgo
inducible. Adicionalmente a la formacién de aerénquima, B. humidicola presenta deposicién de
suberina en las partes externas de la raiz (OPR por sus siglas en inglés) formando bandas
tangenciales cubriendo alrededor de 80% de las células. Por otra parte, en B. ruziziensis solo se

observan deposiciones parciales de suberina en la OPR (<50%). Nuestros resultados indican que



el gran nivel de tolerancia a inundacién exhibido por B. humidicola es asociado con incrementos
en la formacién de aerénquima en la raiz, aumentos en las deposiciones de suberina en la OPR

y a la induccién de mecanismos de fotoproteccién en hojas.

Palabras clave: Brachiaria, inundacién, nutricion, sistema antioxidante, pigmentos foto-
protectores, morfologia radical.

Abstract

Due to climate change, it is expected that total rainfall will increase in some regions around the
world. Brachiaria grasses are the most widely sown tropical forages for livestock production
and these grasses experience waterlogged conditions during the rainy season. Waterlogging
conditions in soil reduce the availability of oxygen and affects root development, plant growth
and metabolism. We evaluated the differences in root and shoot morphological and
physiological responses of waterlogging-sensitive ruzigrass (Brachiaria ruziziensis Germ) and
waterlogging-tolerant korniviagrass (Brachiaria humidicola (Rendle) Schwickerdt) that were
subjected to waterlogged conditions for 15 days. We used a control treatment with 80% of field
capacity for comparison. Waterlogging treatment reduced the chlorophyll content (SPAD) and
the photosynthetic efficiency (fv'/fm’) in waterlogging-sensitive B. ruziziensis but not in
waterlogging-tolerant B. humidicola. When waterlogging stress was combined with low soil
fertility stress, B. ruziziensis reduced its shoot biomass production more markedly than its leaf
chlorophyll content and photosynthetic efficiency. The contents of anthocyanins and
maldialdehyde increased when the plants were under waterlogging but this increase was
significant in B. humidicola. No significant differences were observed in the content of
carotenoids or total chlorophyll between waterlogging and control treatments. In B.
humidicola, the anthocyanins were deposited in the leaf epidermal layer that could possibly
serve as a photo-protection mechanisms. Waterlogging induced major changes in root
morphological and anatomical characteristics. A major root morphological change that

occurred under waterlogged conditions was the formation of aerenchyma. Total root length



decreased when the plants were under waterlogged conditions. However, the root diameter
did not vary significantly. The aerenchyma percentage increased considerably when the plants
were subjected to waterlogging. We found that the aerenchyma formation in B. humidicola was
a constitutive trait (expressed under both control and waterlogged conditions) while it was an
inducible trait for B. ruziziensis. In addition to aerenchyma formation, B. humidicola also
showed suberin deposition in the root exodermis, forming tangential bands covering nearly
80% of the cells. However, B. ruziziensis showed partial suberin deposition in cells. Our results
indicate that the higher level of waterlogging tolerance exhibited by B. humidicola was
associated with increase in root aerenchyma formation, increased suberin deposition root

exodermis, and induction of photoprotection mechanisms in leaves.

Key words: Brachiaria, waterlogging, nutrition, antioxidant system, photo-protectors
pigments, root morphology.
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Introduccion

La ganaderia es una actividad estratégica para paises en desarrollo, ya que provee alimentos
basicos para la poblacién. Desde la década de los afios 60, en la zona tropical de América se han
sembrado entre 50 y 70 millones de hectareas de sabana nativa con pasturas de especies
introducidas de Brachiaria (Boddey et al., 1998). La renovacién e intensificacién de pasturas
demanda el desarrollo de nuevos cultivares mas productivos, con mejor calidad, que requieran
un menor manejo y que puedan tolerar periodos con condiciones adversas en el medio (Miles
et al., 2004). En América Central, se estima que tras la adopcién de cultivares de Brachiaria se
ha generado un valor neto de US$1.7 mil millones (Holmann et al., 2004). Aumentando la
produccién de carne desde un 15% a un 74%, la produccién de leche desde un 6% a un 157% y
un incremento en el retorno econdmico a la mano de obra familiar comparado con el valor

comercial del jornal entre 97% y 238% (Holmann et al., 2008).

La produccion ganadera en el trépico depende en gran medida de la productividad de las
pasturas. Estas enfrentan constantemente eventos meteoroldgicos extremos asociados al
cambio climatico, que se reflejan en inundaciones que reducen la productividad de las pasturas
y por ende la produccion de leche y carne. Muchos modelos de cambio climatico han predicho
gue las localidades secas seran mas secas y que las localidades con alta precipitacién seran adn
mas lluviosas (IPCC, 2010). Las altas precipitaciones pueden conllevar a inundaciones en
muchas regiones y convertirse en una de las mas severas adversidades para la produccién de
cultivos (Jiang et al., 2008). En América Latina, alrededor del 11.3% de las tierras cultivables
presentan drenajes pobres, principalmente por la fisiografia del terreno, niveles freaticos altos

o aguas superficiales estancadas (Wood et al., 2000).
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La difusién de oxigeno en suelos inundados es aproximadamente 10.000 veces mads baja que en
el aire, ademas el intercambio de gases entre la raiz sumergida y el ambiente es muy limitado
(Colmer, 2003a). Bajo inundacion, el aire en los poros del suelo es remplazado por el agua y el
oxigeno es consumido rapidamente por la respiracion de las raices y la actividad microbial
(Koppitz, 2004). Este déficit de oxigeno inhibe la respiracién mitocondrial, la oxidacién y los
procesos de oxigenacién (Koppitz, 2004), viéndose notablemente afectado el metabolismo de la

planta (Sairam et al., 2008).

Entre los sintomas mds frecuentes generados por la inundacién en Brachiaria se encuentran:
disminucion de la actividad fotosintética, disminucién del crecimiento, reduccion de absorcién y
transporte de nutrientes, reduccién de translocacién de carbohidratos, clorosis, cierre
estomatico, muerte de hojas, tallos y raices (Dias-Filho, 2006). Aunque son diversos los dafios
ocasionados a las plantas por la inundacidn, también existen multiples mecanismos que
presentan las plantas para hacer frente a las condiciones anaerdbicas del suelo (revisado por

Jiménez et al., 2012).

Entender como las especies vegetales responden a la inundacién es importante para ayudar a
predecir el potencial productivo de una especie bajo ciertas condiciones ambientales y para
proveer informacion necesaria sobre un manejo exitoso del cultivo (Yang et al., 2007). Es por
esto que la investigacidon en mecanismos fisioldgicos de adaptacidn de las plantas a condiciones
de inundacién puede servir como base en programas de mejoramiento que busquen el
desarrollo de plantas que toleren condiciones de anegamiento y presenten un rendimiento

deseado.
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Objetivo General

Identificar algunos atributos fisioldgicos que le permiten a Brachiaria spp. tolerar periodos de

inundacion.

Objetivos Especificos

e Establecer diferencias en el comportamiento de genotipos de Brachiaria contrastantes
por su tolerancia a inundacién bajo interaccién de diferentes niveles de fertilidad y
humedad del suelo.

e Determinar los cambios en pigmentos y el nivel de dafio oxidativo en plantas tolerantes
y sensibles a la inundacién.

e Analizar los cambios morfoldgicos que se presentan en las raices de especies

contrastantes de Brachiaria sometidas a inundacion.
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Revision de Literatura

Produccion Ganadera en Latinoamérica

La ganaderia bovina en América Latina constituye una de las principales actividades productivas
de la regién. Su gran importancia econdmica radica en que se emplea una fraccion muy
significativa del area en todos los agroecosistemas, contribuye a la oferta total de alimentos
basicos y es una fuente importante de empleo e ingresos, especialmente en las fincas pequefias
y medianas, orientadas al doble propésito (producciéon de carne y leche en un mismo sistema)
(Rivas y Holmann, 2004a). En la regién tropical de América Latina, la ganaderia bovina se
extiende ampliamente a través de diversos pisos térmicos y regiones geograficas, bajo
diferentes sistemas de produccién manejados por un grupo heterogéneo de productores que
varia desde pequefios y medianos ganaderos ubicados principalmente en zonas de ladera,
hasta grandes terratenientes localizados generalmente en zonas de sabanas y margenes de

bosque (Rivas y Holmann, 2004a).

En 2011, el 90.1% de la superficie agricola en Colombia estuvo sembrada en pastos y praderas
permanentes, de esta superficie el 77.7% corresponde a terrenos cultivados y el restante 22.3%
corresponde a pasturas crecidas de manera natural (FAO, 2013). Este gran porcentaje de tierras
utilizadas en la ganaderia, resalta la gran importancia que tiene para el pais la investigacién y el
desarrollo de pasturas. En el territorio Colombiano tradicionalmente se han definido cinco
zonas ganaderas: la Costa Norte también conocida como Litoral Atlantico o Llanuras del Caribe;
el Valle del Magdalena y la zona Andina; el Valle del Cauca; la zona Sur y finalmente los Llanos
Orientales (Orinoquia). La Costa Norte (departamentos de Atlantico, Bolivar, Cesar, Cérdoba,
Guajira, Magdalena, Sucre y el Norte de Antioquia) y los Llanos Orientales (departamentos del
Meta, Casanare, Arauca, Vichada y el Oriente de Cundinamarca) contabilizan en conjunto mas
del 60% del inventario vacuno y contienen mas de la mitad del drea en pasturas (Rivas y

Holmann, 2004b).
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Uno de los principales problemas que enfrenta la ganaderia regional, basada en el pastoreo
extensivo, es la limitada oferta forrajera tanto en cantidad como en calidad. Esto ha conducido
historicamente a América Latina tropical a una produccidon deficitaria de leche y carne,
recurriendo cada vez a mayores importaciones para abastecer el consumo interno de estos
productos (Rivas y Holmann, 2004 a, b). La produccion de carne bovina en algunos paises
Centroamericanos se ha caracterizado por grandes fluctuaciones que dependen entre otras
variables de las condiciones climaticas (Holmann et al., 2008). Por su parte, Colombia importa
1.4% de su consumo anual de leche (Rivas y Holmann, 2004a), asi mismo no ha logrado
consolidarse como un exportador neto de carne vacuna, variando periddicamente su posicion

de exportador a importador marginal (Rivas y Holmann, 2004b).

Género Brachiaria

El grupo taxondmico Brachiaria estd compuesto por cerca de 100 especies, aunque se
distribuyen en todo el trépico, se encuentran principalmente en Africa (Keller-Grein et al.,
1998). Los habitats en que crecen estas especies son muy variados, aunque el ambiente tipico
de la mayoria de las especies esta en las sabanas, pudiéndose encontrar desde pantanos,
bosques de sombra ligera hasta en zonas semidesérticas (Renvoize et al., 1998). En la
actualidad, Brachiaria es el género de gramineas de mas amplia difusion en Colombia y en
general en los sistemas ganaderos del tréopico latinoamericano (Rivas y Hollman, 2004b). Su
rapida difusion en las regiones ganaderas de Colombia se debe al amplio rango de adaptacién

agronomica, la calidad nutritiva y la alta productividad (Rivas y Holmann, 2004b).

Entre las diversas especies de Brachiaria sembradas en el trépico, B. ruzizienzis y B. humidicola
se encuentran probablemente entre las gramineas forrajeras mas sembradas (Fischer and
Kerridge, 1998). Ambas especies figuran entre los materiales forrajeros liberados por las
instituciones de investigacion de la region y que se insertaron con relativo éxito en los sistemas
ganaderos del tropico latinoamericano (Rivas y Holmann, 2004a). B. ruziziensis es nativa del

Valle de Ruzi (Congo) y de Burundi, pero se ha difundido ampliamente en los paises tropicales;

17



es un forraje altamente palatable, de alto valor nutritivo, produce abundante semilla pero
necesita suelos fértiles y de buen drenaje, es también altamente susceptible al salivazo (Keller-
Grein et al., 1998), presenta varios racimos dispersos a lo largo del eje central, raquis bastante
alado con un solo lado, espiguillas solitarias grandes y turgentes, en pedicelos cortos, formando
una hilera densa y extendida (Renvoize et al, 1998). Por su parte B. humidicola se cree que es
originaria de Zambia, es un cultivar agresivo que forma un césped denso y suprime todas las
malezas, tolera pastoreo intensivo y la sombra, se adapta a suelos acidos poco fértiles y mal
drenados, ademas presenta un habito de crecimiento fuertemente estolonifero, la calidad
forrajera es baja, siendo muy inferior a B. ruziziensis (Keller-Grein et al., 1998), presenta de uno
a cuatro racimos esparcidos en el eje central, erguidos o extendidos, raquis muy angosto casi

triangular y espiguillas elipticas (Renvoize et al, 1998).

Problemas asociados a inundaciones

Globalmente las inundaciones afectan econémica y socialmente a mas de 60 millones de
personas cada afo. Los ciclos de inundacién tienden a ocurrir en intervalos regulares, esos
ciclos parecen ser impulsados por grandes patrones climaticos como el calentamiento ciclico de

los océanos (FAO y CIFOR, 2005).

En 1998 las inundaciones en las cercanias al rio Yangtze devastaron grandes areas de China,
resultando en dafios superiores a los USS 30 billones; entre Enero y Agosto de 2004, 46
millones de personas fueron afectadas por inundaciones en China; las inundaciones en el afo
2000 afectaron 3.5 millones de personas en Cambodia (un tercio de la poblacién) y 5 millones
en Viet Nam, las pérdidas alcanzaron USS 145 millones y US$285 millones respectivamente, en
el mismo afio las inundaciones en Bangladesh e India desplazaron mas de 5 y 30 millones de

personas respectivamente (FAO y CIFOR, 2005).

En Colombia, tras la ola invernal, entre septiembre de 2010 y mayo de 2011 se encontraron
inundadas un excedente de 1°642.108 hectdreas, la mayor proporcién del area inundada se

presentd en la zona norte y en parte de las zonas central y sur del pais; de esta cantidad, el

18



71% de las inundaciones extraordinarias se concentrd en pastos y areas agricolas heterogéneas
(Cepal, 2012). Durante este periodo, cerca de 2.068.385 animales habrian resultado afectados
por las inundaciones, ya que debieron permanecer varios dias o semanas en las tierras
inundadas, cuyos pastos estaban cubiertos por una ldamina de agua que les impidid el
crecimiento y dificulto la alimentacion del ganado. El valor del perjuicio sufrido por el inventario
de ganado durante este periodo seria de 108.652 millones de pesos y el total de dafios
producidos como consecuencia de la ola invernal en esta valoracién alcanza 11,2 billones de

pesos (Cepal, 2012).

Aunque las inundaciones generan grandes repercusiones sobre los sistemas de produccién
agraria, éstas no pueden y no deben ser completamente controladas, ya que son importantes
para mantener la biodiversidad, los bancos de peces y la fertilidad de los suelos de algunas
planicies. Por ejemplo, algunas siembras de arroz dependen de las inundaciones temporales en

algunos paises de Asia (FAO y CIFOR, 2005).

Brachiaria, respuestas a suelos inundados y mecanismos de adaptacion

En la produccidn ganadera de las zonas humedas de América Latina principalmente se utilizan
diferentes especies de pastos de Brachiaria (Argel y Keller-Grein, 1988).

Existen diversos mecanismos fisiolégicos que tienen las plantas para hacer frente a la falta de
oxigeno en el suelo a causa de las inundaciones. Estos mecanismos son diversos y pueden
agruparse en rasgos adaptativos relacionados con fenologia, morfologia y anatomia, nutricién,
metabolismo incluyendo catabolismo anaerébico y tolerancia a anoxia y finalmente dafio y

recuperacién post-inundacion (Setter y Waters, 2003).

Aunque en los ultimos afios diversos autores han trabajado en la busqueda de rasgos de
tolerancia a inundacién en diferentes especies vegetales, hay muy poca informacién publicada
sobre las respuestas de Brachiaria spp. al estrés ocasionado por la inundacién (Baruch, 1994a;

Baruch, 1994b; Baruch y Merida, 1995; Dias-Filho y Carvalho, 2000; Dias-Filho, 2002, Caetano y
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Dias-Filho, 2008). Estudios comparativos han clasificado a B. humidicola como tolerante (Dias-
Filho y Carvalho, 2000) y B. ruziziensis como sensible (Caetano y Dias-Filho, 2008) a suelos
inundados. B. humidicola presenta menos reducciéon en crecimiento, intercambio gaseoso y
clorofila en condiciones de inundacién que otras especies de Brachiaria (p.e. B. decumbens y B.
brizantha) (Dias-Filho y Carvalho, 2000). Por otra parte, B. ruziziensis presenta mayores grados
de reduccidn en crecimiento que accesiones de B. brizantha (Caetano y Dias-Filho, 2008). Hasta
el momento, no hay estudios publicados que traten sobre mecanismos adaptativos de
genotipos contrastantes de Brachiaria a suelos inundados. La profundizacion en el
entendimiento de los mecanismos de adaptacién a suelos inundados en genotipos
contrastantes de Brachiaria es necesaria para el desarrollo de métodos confiables, rapidos y
robustos de tamizado por tolerancia a inundacidn, como parte del proceso de mejoramiento

genético en Brachiaria llevado actualmente por CIAT y Embrapa.
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Resumen

Como consecuencia del calentamiento global, en algunas regiones alrededor del mundo se
prevén aumentos en las precipitaciones. Esto, unido a malos drenajes, provocan inundaciones
qgue afectan la productividad de los cultivos. Constantemente los sistemas de produccion de
forrajes enfrentan condiciones adversas que limitan su crecimiento y produccién, uno de los
mayores limitantes es la disponibilidad adecuada de nutrientes. La finalidad de este estudio fue
evaluar la respuesta de Brachiaria ruziziensis (sensible a inundacién) y Brachiaria humidicola
(tolerante a inundacion) en dos regimenes de fertilidad del suelo (alta y baja). Quince dias
después de inundacion (ddi), las concentraciones de algunos nutrientes en suelo presentaron
un gran aumento con respecto a las condiciones control, siendo mas pronunciado este
aumento en condiciones de alta fertilidad. En fertilidad baja, al segundo ddi el potencial redox
indicéd que ya no habia oxigeno disponible en el suelo. En fertilidad alta el oxigeno molecular
desaparecio después del tercer ddi. En B. ruziziensis algunos parametros fisioldgicos fueron
afectados significativamente cuando fue sometida a inundacidn. Al contrario, B. humidicola no
se mostré afectada por la inundacion. En condiciones de baja fertilidad, B. ruziziensis presenta
baja produccién. B. humidicola en condiciones de inundacién presenta un nivel bajo en la
concentracion de minerales, indicando su gran uso eficiente en la absorcion de minerales y su

posible habilidad en la exclusién de elementos téxicos.
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Palabras clave: Brachiaria, fertilidad contrastante, inundacién, produccién, contenido de

nutrientes, carbohidratos totales no estructurales.

Abstract

Due to climate change, in some regions around the world it is expected that increases in the
rainfall in combination with poor drainage will result in waterlogging, which affects crop yield.
Production in forage systems constantly faces adverse conditions that limit plant growth and
yield and one of the most limiting factors is adequate nutrient availability. The purpose of this
study was to assess the response of Brachiaria ruziziensis (sensitive) and Brachiaria humidicola
(tolerant) in two levels of soil fertility (high and low). Under low fertility, the redox potential
indicated that there was no oxygen available in the soil two days after waterlogging (daw),
whereas in high fertility, the molecular oxygen was not available by the third daw. In B.
ruziziensis, some physiological parameters were significantly affected under waterlogging
treatment, whereas B. humidicola was not much affected. Under low soil fertility B. ruziziensis
showed lower yield. B. humidicola showed a low level of minerals concentration under
waterlogging treatment indicating its greater mineral use efficiency and their ability for

exclusion of toxic elements.

Key words: Brachiaria, contrasting fertility, waterlogging, yield, nutrients, total non-structural
carbohydrates.

Introduccion

Se ha previsto que las inundaciones aumentaran en magnitud y frecuencia como consecuencia
del calentamiento global, pudiendo llegar a convertirse en una de las mas severas adversidades
para la produccidon de cultivos en muchas regiones (Jiang et al., 2008). Algunos fendmenos
meteoroldgicos extremos, asociados al cambio climatico, permiten predecir niveles elevados de

vulnerabilidad ante las inundaciones (IPCC, 2007). Bajo condiciones normales de cultivo, los
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forrajes constantemente enfrentan condiciones de inundacién y baja fertilidad de los suelos.
Esto reduce en gran medida la capacidad de produccién y el rendimiento de los cultivos y del
ganado. Bajo condiciones de inundacién, el crecimiento y produccién de las pasturas cesa, el
contenido de clorofila y la eficiencia fotosintética disminuyen, acelerando la senectud de las

hojas y posiblemente ocasionando la muerte de las plantas.

El mayor limitante en la vida productiva de las pasturas es la disponibilidad de nitrégeno (Rao et
al., 1998; 1999), seguido de un pobre manejo en la fertilizacién y un pastoreo excesivo (Boddey
et al., 2004). Aunque la aplicacién de fertilizantes puede corregir los problemas por deficiencias
de nutrientes, desde el punto de vista econdmico es inviable debido a que el nutriente en el
suelo dura poco tiempo y se hace necesaria una aplicacién continua (Boddey et al.,, 1998). De
Oliveira et al. (2001) demostraron que se puede recuperar el crecimiento de las pasturas
degradas con la aplicacién de N. Por otra parte, aplicaciones de P en mezcla con K, S, Ca y Mg
pero sin N, no fueron efectivas para recuperar las pasturas degradadas. La mayoria de especies
comerciales de Brachiaria se adaptan a los suelos de baja fertilidad del trépico debido a que
han desarrollado algunos atributos o habilidades como el crecimiento radical a expensas del
crecimiento de la parte aérea, la adquisicion y uso de ambas formas del N (NO3 y NHy),

obtencién de N mediante fijacidn asociativa entre otros (Rao et al., 1998).

Brachiaria humidicola y Brachiaria ruzizienzis se encuentran probablemente entre las 5
gramineas forrajeras mdas sembradas en el trépico (Fischer and Kerridge, 1998). Particularmente
B. humidicola esta mas adaptada a suelos con baja fertilidad y mal drenados pero presenta bajo
valor nutritivo. Por el contrario, B. ruziziensis requiere suelos fértiles con buen drenaje y
representa un forraje de buena calidad nutritiva.

Aunque poco se conoce sobre el comportamiento nutricional de estas especies, Alvim et al.
(1990) encontraron que B. humidicola y B. ruziziensis presentan una menor respuesta a la
aplicacion de N que otras especies de Brachiaria.

La difusién de gases en suelos inundados es aproximadamente 10.000 veces mads baja que en el
aire (Koppitz, 2004). Consecuentemente, al presentarse la inundacion se reduce la cantidad de

oxigeno presente en el suelo, lo que afecta la respiracién de las plantas y por ende su estado
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energético (Kulichikin et al., 2008). La duracion de la inundacién puede variar grandemente
dependiendo de la cantidad de lluvia, la evapotranspiracién y la estructura del suelo (Malik et
al., 2002). A causa del déficit de oxigeno en el suelo, se inhibe la respiracién mitocondrial, la
oxidacion y los procesos de oxigenacion en la planta (Koppitz, 2004), viéndose notablemente

afectado su metabolismo (Kulichikin et al., 2008; Sairam et al., 2008).

Con el tiempo de inundacion, el suelo gradualmente pierde la mayoria o todo el oxigeno
disponible, se incrementa la concentracion de gases (CO, y etileno), se acumulan fitotoxinas,
ciertos microelementos son reducidos y se incrementa su concentracion en el suelo (Setter y
Waters, 2003). Asi mismo algunos microorganismos pueden usar otros aceptores de electrones
diferentes al oxigeno para su respiracion oxidativa (Stieger y Feller, 1994). Por tanto, los
electrones de algunas moléculas son gradualmente consumidos, dando lugar a reacciones
redox, iniciando en un estado poco reducido donde ocurre la desnitrificacién (transferencia de
electrones al nitrato, 300 mV), seguido por la reduccién de Mn*" a Mn** (100 — 200 mV),
continuando con la reduccién de Fe**a Fe?* (100 — 200 mV), seguido por la reduccién de SO,* a
sulfuro de hidrogeno (H,S) (-100, -200 mV) y luego la reduccion de CO, a metano (CH4) (-200, -
300 mV) (Setter y Belford, 1990; Chapin et al., 2002; Barrett-Lennard, 2003).

También se modifica la solubilidad de algunos elementos (Unger et al., 2009), afectando la
disponibilidad para la planta (Taiz y Zeiger, 2006). Por otra parte el micronutriente Zinc o los
macronutrientes (Ca, K, Mg, P) no son objeto de reduccién y solubilizacion en el suelo bajo
condiciones de anaerobiosis (Stieger y Feller, 1994), por tanto no son sensibles a cambios en el
potencial redox.

En términos generales, bajo condiciones de inundacién se afecta la disponibilidad de nutrientes
para las plantas (Stieger y Feller, 1994; Unger et al., 2009). Esto es debido a que se inhibe la
actividad de algunas enzimas presentes en el suelo como la B-D-glucosidasa, la fluorescin
diacetato, la arylsulfatasa y la actividad fosfatasa acida y alcalina, involucradas en los ciclos del
carbono, nitrégeno, fésforo y azufre en el suelo (Xiao-Chang y Qin, 2006). Asi mismo se
presenta una baja absorcidn de nutrientes por parte de la planta (Armstrong y Drew, 2002)

posiblemente debido a que se afecta la actividad radicular (Stieger y Feller, 1994) o por falta de

26



energia para activar la absorcidon de iones ya que el metabolismo anaerdbico genera menos
energia que las vias aerdbicas (George et al., 2012).

Aunque no se han establecido practicas agrondmicas para contrarrestar los efectos de la
inundacion, diversas investigaciones indican que el crecimiento en las plantas que se
encuentran bajo condiciones de deficiencia de oxigeno podria ser mejorado cuando se
incrementa el suplemento de nutrientes (Day, 1987; Huang et al., 1995; Xie et al., 2009).

Las toxicidades de microelementos en suelo pueden ser un factor clave asociado con tolerancia
a inundacién en diversos ambientes; el rango de variabilidad en tolerancia a inundacién de una
especie puede depender de la predisposicion del suelo a una o mas toxicidades de
microelementos (Khabaz-Saberi et al., 2006). De la misma forma, la investigacién en la posible
toxicidad de elementos durante inundacién es la gran prioridad para futuros trabajos en

tolerancia de las plantas a inundacién (Setter et al., 2009).

El objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la inundacion en dos regimenes
contrastantes de fertilidad del suelo, con el fin de establecer como es el comportamiento de
algunas especies de Brachiaria bajo determinadas condiciones y poder generar conocimiento
en la busqueda de soluciones para enfrentar eventos extremos de inundacién generados por el

cambio climatico.

Materiales y Métodos

Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se selecciond material vegetativo de los genotipos Brachiaria humidicola (CIAT679) y Brachiaria
ruziziensis (Br4402) que presentaban condiciones uniformes de crecimiento, sin dafios visuales
y buen vigor. Se plantaron dos estolones de cada genotipo en potes plasticos (15,8 cm de alto,
20 cm de didmetro superior y 15,5 cm de diametro inferior) que contenian 3,5 kg de suelo

Oxisol colectado en la finca Matazul, en la altillanura plana de los llanos orientales de Colombia,

27



clasificado como Typic Haplustox Isohipertérmicos caoliniticos (Soil Survey Staff, 1994),

mezclado con arena de rio lavada y tamizada en una proporcion 2:1.

Las plantas crecieron en el patio de forrajes del Centro Internacional de Agricultura Tropical
(temperatura media 24.2 °C, humedad relativa 59.7%, radiacién 15.9 MJ m™ d™, brillo solar
efectivo 4.1 h) durante 50 dias en dptimas condiciones de humedad bajo dos regimenes de
fertilidad contrastantes, se aplicaron dosis de 0 Kg h™ N, 20 Kg h™ P, 20 Kg h™* K, 47 Kg h™ Ca,
14,2 Kg h't Mg, 10 Kg h's y O Kg h™zn, Cu, B y Mo para fertilidad baja y dosis de 40 Kg h™N, 50
Kgh™P, 100Kgh™K, 101 Kgh™ Ca, 28,4 Kgh™* Mg, 20Kgh'S,2Kgh™zZn,2Kgh™* Cu,0,1Kgh™
By 0,1 Kg h™ Mo para fertilidad alta (Rao et al., 1992). Se realizé un disefio de bloques
completos al azar con estructura factorial, 3 repeticiones y 4 tratamientos (Control, inundacion,

fertilidad alta y fertilidad baja).

Después del establecimiento se aplicaron los tratamientos inundacidon y control durante 15
dias. Para el tratamiento de inundacién se introdujeron los potes dentro de recipientes de
mayor diametro y se cubrieron con bolsas plasticas. El suelo se saturd con agua hasta garantizar
una lamina de 2 cm por encima de la superficie del suelo. Para el tratamiento control se
introdujeron los potes dentro de los recipientes mas grandes pero sin cubrir con bolsas
plasticas y se regaron constantemente para mantener una humedad entre el 80 — 100% de la

capacidad de campo.

Componentes de rendimiento

Al finalizar los 15 dias de inundacién se realizaron mediciones de clorofila en unidades SPAD,
con el clorofilometro (SPAD 502, Konica minolta, Tokyo, Japdn) y de eficiencia fotosintética con
el fluorpen Fp100 (Photon Systems Instruments, Drasov, Republica Checa). En la cosecha se
eliminaron las hojas muertas, se midié el area foliar en el equipo licor Li-3100 (LI-COR, Lincoln,
Nebraska, USA). Finalmente, el tallo y las hojas verdes se llevan a estufa de aire circundante a

60° durante 3 dias para su posterior determinacién de peso seco.
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Andlisis de suelos

La determinacidn de nutrientes en suelo se realizé en el laboratorio de servicios analiticos de
CIAT. El suelo se secd al aire y posteriormente se tamizé en maya de 2 mm. El contenido de
materia organica (MO) se extrajo utilizando el método de oxidacidon con K,Cr,0; y H,SO4 vy la
determinacién se realizd por espectrofotometria molecular automatizada. Los nutrientes Ca,
Mg y K se extrajeron con 1M KCl vy se determinaron por espectrofotometria de absorcidn
atémica. Los micronutrientes fueron extraidos con HCI, H,SO4, Cas(PO4), y agua caliente, la
determinacién se realizdé mediante espectrofotometria de absorcién atédmica y molecular

manual.

Potencial redox

Las mediciones de potencial redox se realizaron en potes pldsticos con la misma mezcla de
suelo y los mismos tratamientos introduciendo un electrodo de platino y un electrodo de
referencia conectado a un microvoltimetro (Eijkelkamp, Giesbeek, Paises Bajos). Se tomaron

mediciones secuenciales desde el inicio hasta el final del experimento.

Andalisis de nutrientes

La determinacidn de nutrientes en tejidos se realizd en el laboratorio de servicios analiticos de
CIAT. Tallos y hojas secas se mezclaron y molieron para pasar por un tamiz de malla de 40
lineas. Las muestras molidas posteriormente se digirieron en solucién acida (acido perclérico-
sulfurico). Los contenidos de Ca, Mg, K, Na, Cu, Fe, Mn y Zn se determinaron por
espectrofotometria de absorcién atdmica y los contenidos de P, B y N por espectrometria. La
determinacion de carbohidratos totales no estructurales se realiz6 en el laboratorio de
nutricién de plantas de CIAT, digestando las muestras en NaOH, coloreando con antrona vy

tiourea en solucion acida y comparando con un patrdn de glucosa.

Andalisis estadistico

En las pruebas estadisticas de comparacion se utilizd la libreria Agricolae del software

estadistico R (R® core development team, 2008). Inicialmente se realizd un andlisis de varianza
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(anova) para determinar las diferencias significativas entre los tratamientos y las diferentes
variables de estudio. Una vez identificadas las diferencias en el anova, se realizé un andlisis
postanova por medio de la prueba de Duncan para observar diferencias en los tratamientos y

su efecto en cada una de las variables.

Resultados

Después de 15 dias de inundacién, las concentraciones de los minerales Ca, P, Cu, Fe y Mn en
suelo presentan un aumento bajo condiciones de inundacién con respecto al control, siendo
mas pronunciado este aumento en condiciones de alta fertilidad (Tabla 1). Asi mismo, el S en
suelo presenté un descenso y los minerales Mg, K, P, B, Zn y la materia orgdnica en suelo no

presentaron cambios pronunciados después de la inundacion (Tabla 1).

Tabla 1. Cambios en los contenidos de nutrientes en suelo en relacién a la inundacién y la
fertilidad.

. . » MO Ca Mg K P B S Cu Fe Mn Zn
Tratamientos Fertilizacion
(g/kg) (cmol/kg) (mg/kQg)
Control Baja 2691 041 0.12 0.06 474 110 2734 0.13 3575 047 0.35
Alta 2797 052 0.15 0.14 1264 087 28.05 0.66 4210 0.55 0.79
| daci Baja 2692 091 0.16 0.06 12.72 1.38 22.64 0.27 31557 1.88 0.54
nundacion Alta 27.76 097 0.18 0.11 1387 056 2044 0.70 326.10 2.02 0.96

En nuestro estudio, bajo condiciones de fertilidad alta, el potencial redox en el suelo disminuyd
por debajo de 350 mV desde el tercer dia después de inundacién (Figura 1). En fertilidad baja el
potencial redox disminuyé desde el segundo dia después de inundacién a valores inferiores a
300 mV (Figura 1). En condiciones control el potencial redox permanecié constante y en niveles
elevados (500 — 600 mV) (Figura 1), indicando que no hubo cambios en condiciones adecuadas

de aireacién de suelo.
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Componentes de rendimiento

B. ruziziensis en condiciones de drenaje y alta fertilidad presentd los mejores rendimientos de
acuerdo a su area foliar y biomasa verde (Tabla 1). La reduccién del area foliar en B. ruziziensis
en condiciones de baja fertilidad e inundacidn es de un 77% respecto al control en fertilidad
baja (Tabla 1). Asi mismo, la reduccion de la biomasa aérea en B. ruziziensis bajo condiciones de

baja fertilidad e inundacién es de un 72% respecto al control en fertilidad baja (Tabla 1).

Fertilidad Alta Fertilidad Baja
700

600 1 \

500 1

400 A

300 1

Potencial Redox (mV)

200 1 —8— Inundacion

—O— Control

100

Dias Después de Inundacion

Figura 1. Potencial redox en un suelo oxisol bajo dos condiciones de fertilidad y régimen hidrico.
Linea punteada indica ausencia de oxigeno en el suelo.

B. ruziziensis en fertilidad alta e inundacién redujo su area foliar en 91% respecto al control en
fertilidad alta (Tabla 1). En condiciones de inundacion y fertilidad alta, B. ruziziensis reduce en

86% su biomasa aérea respecto al control en fertilidad alta.

B. humidicola bajo condiciones de fertilidad alta e inundacion presentd una reduccion de 42%
de su area foliar y 26% de su biomasa respecto al control en fertilidad alta (Tabla 1). Por otra
parte, B. humidicola bajo condiciones de fertilidad baja e inundacién disminuyo su area foliar
21% y su biomasa en 11% respecto al control en fertilidad baja (Tabla 1). Con respecto a B.
ruziziensis, el genotipo B. humidicola presenté una menor produccién de biomasa en

condiciones de drenaje irrespectivamente de la fertilidad (Tabla 1).
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En condiciones de inundacion y fertilidad baja, B. ruziziensis presentd una leve disminucién en
los niveles de rendimiento cuantico y clorofila, sin presentar diferencia significativa respecto a
las condiciones control. Al contrario, B. ruziziensis en condiciones de inundacién y fertilidad
alta, presenté una disminucidn significativa en los niveles de eficiencia fotosintética y clorofila
(Tabla 1). No hubo diferencias significativas en eficiencia fotosintética o clorofila para B.

humidicola o B. ruziziensis entre los dos niveles de fertilidad en condiciones de control (Tabla 1).

Tabla 2. Area foliar, biomasa verde seca, eficiencia fotosintética y clorofila afectado por la
inundacion y el suplemento de nutrientes en dos genotipos de Brachiaria.

) Eficiencia
Genotipo Tratamiento Fertilidad Area Foliar ~ Biomasa fotosintética Clorofila
(cm®.planta) (g.planta) (fv’/fm’) (SPAD)

Control AI'Fa 73515 a 554 a 04318 a 40,62 ab

B. ruziziensis Baja 23591 b 193 bc 0,2845 ab 39,72 ab
Inundacion Al'fa 6381 c 076 d 0,000 c 1200 c

Baja 5343 ¢ 053 d 00918 bc 2890 b

Control Al'fa 22500 b 274 b 04634 a 4898 a

B. humidicola Baja 140,72 bc 1,93 bc 04852 a 4542 a
Inundacién AI'Fa 131,15 bc 2,02 bc 055002 a 47,93 a

Baja 110,88 bc 1,72 ¢ 0,4264 a 43,68 a

Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segiin la prueba de Duncan (P<0,05).

El factor genotipo presentd diferencias significativas en la mayoria de los nutrientes (Tabla 2).
En contraste, la fertilidad Uunicamente muestra diferencias significativas para N y S (Tabla 2).
Para el factor tratamientos (inundacién y control) se presentaron diferencias significativas para
K, Mg, S, B, Fe y Mn (Tabla 2). Se observé un efecto significativo en la interaccién de los 2
genotipos x los 2 tratamientos en N, Ca, S, B, Fe, Mn y Zn (Tabla 2). Al contrastar el efecto de la
fertilidad y los tratamientos solo hubo diferencias significantes en K, Sy B (Tabla 2). En la triple
interaccion entre factores genotipo x tratamiento x fertilidad solo se presentaron diferencias

significativas en Sy Fe (Tabla 2).
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Acumulacion de nitrégeno

La concentracion de N en la biomasa aérea presentd diferencias significativas en los genotipos,
los niveles de fertilidad y las interacciones genotipo x fertilidad y genotipo x tratamiento (Tabla
3). En B. ruziziensis en fertilidad alta e inundacidn, la concentracion de N aumenta
significativamente respecto al control, en fertilidad baja e inundacién no se presentan cambios
significativos respecto al control (Figura 2). En B. ruziziensis en fertilidad baja e independiente
del tratamiento, el contenido de N en la biomasa aérea es mayor que en condiciones de
fertilidad alta y control (Figura 2). La concentracién de N en B. humidicola bajo inundacién no
presenta cambios significativos respecto al control en ningun nivel de fertilidad (Figura 2). En
condiciones de inundacidn y en ambos niveles de fertilidad, la concentracidon de N en tallos y

hojas fue significativamente mayor en B. ruziziensis que en B. humidicola (Figura 2).

Tabla 3. Niveles de significancia estadistica para los principales efectos de genotipo, fertilidad,
tratamientos y sus interacciones en el contenido de nutrientes en la biomasa aérea.

Elementos minerales

Factores
N P K Ca Mg S B Fe Mn Cu Zn CIN

Genotipo (G) %k %k k * % % % %k k % %k k %k %k k * % %k ns ns * ns
Fertilidad (F) * ns ns ns ns * ns ns ns ns ns ns
Tratamiento (T) ns ns * ns rEE S REER X * *** ns  ns ns
GxF ok ¥k ¥ ng ns *** ns ns ns ns ¥ *
GxT ok ns ns * ns * koK *kk*  ns ¥ ns
FxT ns ns ** ns ns * * ns ns ns ns ns
GxFxT ns ns ns ns ns * ns ¥ ns ns ns ns

Diferencias significativas al 0.001 “***”,0.01 “**”, 0.1 “*”.

Acumulacion de fosforo

La concentracion de P en la biomasa aérea presenta diferencias significativas entre los
genotipos y la interaccion genotipo x fertilidad (Tabla 3). En B. ruziziensis, la concentracién de P
no presenta diferencias significativas entre inundacién y control en ningun nivel de fertilidad
(Figura 2). En B. ruziziensis, bajo condiciones de fertilidad baja e inundacién, el contenido de P
es mayor que en fertilidad alta (Figura 2). En B. humidicola no se presenta ningun cambio

significativo en el contenido de P en la biomasa aérea en ningun nivel de fertilidad ni
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tratamiento (Figura 2). En condiciones de baja fertilidad e inundacién, la concentracién de P en
tallos y hojas es significativamente mayor en B. ruziziensis que en B. humidicola

independientemente de los tratamientos y los niveles de fertilidad (Figura 2).
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Figura 2. Concentracion de macroelementos en dos genotipos de Brachiaria bajo condiciones de
inundaciéon y suplemento de nutrientes. Promedios con letras distintas indican diferencia
significativa segtin la prueba de Duncan (P<0,05).

Acumulacion de potasio

La concentraciéon de K en la biomasa aérea presenta diferencias significativas entre los
genotipos, los dos tratamientos y las interacciones genotipo x fertilidad y fertilidad x
tratamiento (Tabla 3). B. ruziziensis en fertilidad alta e inundaciéon no presenta cambios
significativos en la concentracion de K respecto al control (Figura 2). B. ruziziensis en fertilidad

baja e inundacidon disminuye significativamente el contenido de K en tejidos respecto al control
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(Figura 2). En B. ruziziensis en fertilidad baja y control, el contenido de K en biomasa aérea es
mayor que en condiciones de fertilidad alta independientemente del tratamiento (Figura 2). En
B. humidicola no se presenta ningln cambio significativo en el contenido de K en biomasa aérea
en ningun nivel de fertilidad ni tratamiento (Figura 2). En condiciones de baja fertilidad y
control, la concentracidn de P en la biomasa aérea es significativamente mayor en B. ruziziensis
gue en B. humidicola independientemente de los tratamientos y los niveles de fertilidad (Figura

2).

Acumulacién de calcio

La concentraciéon de Ca en la biomasa aérea presenta diferencias significativas entre los
genotipos y la interaccidén genotipo x tratamiento (Tabla 3). En B. ruziziensis no se presenta
ningun cambio significativo en el contenido de Ca en la biomasa aérea en ningun nivel de
fertilidad ni tratamiento (Figura 2). lgualmente, en B. humidicola tampoco se presenta ningun
cambio significativo en el contenido de Ca en la biomasa aérea en ningun nivel de fertilidad ni
tratamiento (Figura 2). El contenido de Ca en la biomasa aérea es mayor en todos los
tratamientos y niveles de fertilidad en B. ruziziensis que en todos los tratamientos y niveles de

fertilidad en B. humidicola (Figura 2).

Acumulacién de magnesio

La concentracion de Mg en la biomasa aérea presenta diferencias significativas entre los
genotipos y los tratamientos (Tabla 3). B. ruziziensis y B. humidicola en condiciones de
inundacion e independiente de los niveles de fertilidad presentan una disminucién significativa
en el contenido de Mg en tallos y hojas con respecto al control (Figura 2). El contenido de Mg
en tallos y hojas de B. ruziziensis en condiciones control tanto en alta como en baja fertilidad es

superior a los demas tratamientos (Figura 2).

Acumulacion de azufre
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La concentracién de S en la biomasa aérea presenta la mayor variabilidad, exhibiendo
diferencias significativas en todos los factores: genotipo, tratamiento, fertilidad y sus
interacciones (Tabla 3). B. ruziziensis en fertilidad baja e inundacién presenta un descenso
significativo en la concentracion de S respecto al control (Figura 2). La concentracién de S en
tallos y hojas de B. humidicola en diferentes condiciones de fertilidad no presenta cambios
significativos entre los diferentes tratamientos (Figura 2). En condiciones control e
independiente de la fertilidad, la concentracién de S en tallos y hojas es significativamente

mayor en B. ruziziensis que en B. humidicola (Figura 2).
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Figura 3. Concentracién de microelementos en dos genotipos de Brachiaria bajo condiciones de
inundacion y suplemento de nutrientes. Promedios con letras distintas indican diferencia
significativa segun la prueba de Duncan (P<0,05).

Acumulacién de boro
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La concentracion de B en la biomasa aérea presenta diferencias significativas entre los
genotipos, los tratamientos y las interacciones genotipo x tratamiento y fertilidad x tratamiento
(Tabla 3). B. ruziziensis en fertilidad alta e inundacidn presenta un aumento significativo en la
concentracion de B en tallos y hojas respecto al control (Figura 3). La concentracidon de B en
tallos y hojas de B. humidicola en diferentes condiciones de fertilidad no presenta cambios
significativos entre los diferentes tratamientos (Figura 3). B. ruziziensis en condiciones de
fertilidad alta e inundacién presentd mayor concentracién en los contenidos de B en tallos y
hojas que el genotipo B. humidicola independientemente de los tratamientos y los niveles de

fertilidad (Figura 3).

Acumulacion de hierro

La concentracién de Fe en la biomasa aérea presenta diferencias significativas entre los
genotipos, los niveles de fertilidad y las interacciones genotipo x tratamiento y genotipo x
fertilidad x tratamiento (Tabla 3). B. ruziziensis en fertilidad alta e inundacién presenté un
aumento significativo en la concentracion de Fe con respecto al control (Figura 3). La
concentracion de Fe en tallos y hojas de B. humidicola en diferentes condiciones de fertilidad
no presenta cambios significativos entre los diferentes tratamientos (Figura 3). B. ruziziensis en
condiciones de inundaciéon y en ambas fertilidades presentd mayor concentracion en los
contenidos de Fe que el genotipo B. humidicola independientemente de los tratamientos y los

niveles de fertilidad (Figura 3).

Acumulaciéon de manganeso

La concentracion de Mn en la biomasa aérea presenta diferencias significativas entre los
tratamientos y la interaccién genotipo x tratamiento (Tabla 3). B. ruziziensis en fertilidad baja e
inundacion disminuye significativamente las concentraciones de Mn en la biomasa aérea con
respecto al control (Figura 3). B. humidicola en condiciones de inundacién y en ambos niveles
de fertilidad presenta una disminucidon en la concentracién de Mn respecto a la condicién

control (Figura 3).
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Acumulacién de zinc

La concentracion de Zn en la biomasa aérea presenta diferencias significativas entre los
genotipos y las interacciones genotipo x fertilidad y genotipo x tratamiento (Tabla 3). El
contenido de Zn en la biomasa aérea en B. ruziziensis en alta fertilidad y control es
significativamente menor que en los otros tratamientos (Figura 3). La concentracién de Zn en
tallos y hojas de B. humidicola en diferentes condiciones de fertilidad no presenta cambios

significativos entre los diferentes tratamientos (Figura 3).

Discusion

Se considera que la falta de oxigeno es el factor mas limitante para el crecimiento de las plantas
en suelos inundados (Armstrong and Drew, 2002). En los ecosistemas inundados, la condiciéon
reducida del suelo influencia en gran medida la sobrevivencia de la planta, el crecimiento y la
productividad, por esto, la cuantificacion del potencial redox del suelo es critica para entender
e interpretar las respuestas de las plantas a estas condiciones (Pezeshki, 2001). El potencial
redox ha sido ampliamente utilizado como indicador del nivel de reduccién del suelo en
estudios donde se evalula la respuesta de las plantas a inundacién (Pezeshki et al., 1996; Ryser
etal., 2011; Mendoza et al., 2012).

Bajo condiciones de fertilidad alta, el potencial redox en nuestro suelo disminuyd por debajo de
350 mV desde el tercer dia después de inundacion (Figura 1). En fertilidad baja el potencial
redox disminuyd desde el segundo dia después de inundacién a valores inferiores a 300 mV
(Figura 1). Es generalmente aceptado que valores por debajo de 350 mV son asociados con la
ausencia molecular de O, en suelos inundados (Setter y Waters, 2003), aunque esto depende

de las condiciones climaticas y del tipo de suelo.

La inundacion redujo la biomasa aérea en los genotipos evaluados, siendo en mayor proporcién
en el sensible B. ruziziensis (Tabla 2). Estudios comparativos han clasificado a B. humidicola

como tolerante (Dias-Filho y Carvalho, 2000) y B. ruziziensis como sensible (Caetano y Dias-
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Filho, 2008) a suelos inundados. El aumento en la senectud y la disminucién de la clorofila en
hojas han sido asociados con sensibilidad a suelos inundados en varias especies (Pezeshki,
1991). La gran tolerancia exhibida por B. humidicola es posiblemente debida a su capacidad de
mantener su eficiencia fotosintética y retener el contenido de clorofila bajo condiciones de
inundacion (Tabla 2).

Ambas especies establecidas en fertilidad alta y posterior inundacién presentaron mayor
biomasa aérea y area foliar que las plantas establecidas en baja fertilidad (Tabla 2). Este
comportamiento es similar al encontrado en especies de trigo contrastantes por su tolerancia a
inundacion (Huang et al., 1995). Estos aumentos en biomasa son debidos a que un inicial
desarrollo en condiciones de alta fertilidad permitié a las plantas un mejor establecimiento

antes de someterse a la inundacidn.

Nuestros resultados indican que B. ruziziensis presentd un mejor comportamiento en sus
pardmetros fisioldgicos de eficiencia fotosintética y clorofila cuando estuvo sometida a
inundacion y en fertilidad baja del suelo con respecto a la condicidn de inundacién y fertilidad
alta (Tabla 2). En B. humidicola bajo condiciones de inundacidn, los rasgos fisiolégicos de
eficiencia fotosintética y clorofila no son afectados, manteniéndose en niveles superiores tanto
en alta como en baja fertilidad (Tabla 2). La eficiencia fotosintética y la clorofila son parametros
aceptados como indicadores fisioldgicos que pueden determinar el estatus de las plantas en
diversas condiciones. En condiciones de fertilidad baja, B. ruziziensis presenta baja produccion,
pero se muestra mas tolerante a la inundacién. Esto puede ser debido posiblemente a que su
inicial establecimiento en un ambiente limitado, permitié el desarrollo de mecanismos de
defensa para tolerar mejor la posterior inundacion (p.e. la formacién de aerénquima) (Evans,

2004).

Entre los principales factores que limitan el crecimiento y productividad de las pasturas se
encuentran las deficiencias o toxicidades de algunos minerales (P, N, K, Ca, Mg, Sy Zn) vy el
nivel de agua en el suelo (Rao, 2001; Xie et al., 2009). Asi mismo, la fertilizacién del suelo en
periodos de inundacidon puede ser no adecuada para un sistema de produccién de plantas,

debido a que en el suelo pueden presentarse grandes incrementos de algunos elementos (Tabla
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1), producto de la reacciones de oxido-reduccién que ocurre en suelos inundados. Estos
aumentos pueden conducir a una toxicidad en la plantas. Asi mismo, en condiciones tropicales,
los acelerados procesos quimicos y bioldgicos y las altas precipitaciones resultan en la pérdida
de la mayoria de los nutrientes por lixiviaciéon (Rao, 2001).

Diversos autores han indicado que aunque la inundacién reduce el crecimiento, la aplicacion
exogena de nutrientes presenta un efecto mejorador en las plantas (Acer rubrum Day, 1987
trigo Huang et al., 1995; Deyeuxia angustifolia Xie et al., 2009). A pesar de esto, la evidencia
experimental en la estimulacion del crecimiento de la planta por alta disponibilidad de
nutrientes en ambientes inundables es escasa y los mecanismos estan lejos de ser esclarecidos

(Xie et al., 2009).

B. ruziziensis en condiciones de fertilidad alta e inundacién presenté un aumento significativo
en el contenido de N (Figura 2). Bajo las mismas condiciones de fertilidad alta e inundacidn, B.
ruziziensis presenté un descenso significativo en el contenido de clorofila (Tabla 2), indicando
gue gran parte del nitrogeno absorbido por la planta fue usado en otras funciones de la planta
(p.e. producciéon de proteinas, aminodacidos, coenzimas, etc...) en lugar de ser utilizado en la
produccién de clorofila.

Contrario a nuestros datos, Malik et al., (2002) encontraron que en plantas de trigo sometidas a
inundacion se presenta un rapido decrecimiento en la concentraciéon de N en hojas verdes. El
aumento en las concentraciones de N en tejidos de B. ruziziensis bajo condiciones de
inundacion pudo ser debido a un efecto de sobreestimacidn del mineral debido a que se reduce
la cantidad de tejido o puede ser producto de la redistribucion del nitrégeno desde las hojas
senescentes hacia hojas jévenes y tallo. El mayor contenido de N en B. ruziziensis con respecto
a B. humidicola en condiciones control puede ser un indicativo de un uso mas eficiente de N
por parte de B. ruziziensis. Asi mismo podria indicar que B. ruziziensis es un forraje de mejor

calidad que B. humidicola (Keller-Grein et al., 1998).

En B. humidicola bajo condiciones de inundacidon se presentd una disminucién en la

concentracion de Mg en la biomasa aérea tanto en alta como en baja fertilidad (Figura 2).
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Comportamiento similar al encontrado en plantas de trigo (Stieger y Feller, 1994). La

disminucion de Mg puede estar relacionada al exceso de Mn en suelos (Turner y Barkus, 1983).

B. ruziziensis en condiciones de fertilidad alta e inundacién presenté mayor concentracién en
los contenidos de B, Fe y Mn que el genotipo B. humidicola bajo las mismas condiciones (Figura
3). Este comportamiento puede indicar que la reduccidn significativa en clorofila y eficiencia
fotosintética exhibida por B. ruziziensis bajo condiciones de inundacién y alta fertilidad (Tabla 2)
es en parte, debida a la posible toxicidad de estos elementos, ya que en condiciones de
fertilidad baja e inundacién no se presentan incrementos significativos en la concentracién de
micronutrientes en los tejidos (Figura 3). En plantas de trigo crecidas en suelos inundados se
han reportado casos similares, ya que la concentracién de algunos elementos como Al, Mn, Na
y Fe en tejidos se incrementa 10 o mas veces en comparacion con las plantas crecidas en suelos
drenados (Setter et al., 2009; Khabaz-Saberi et al., 2006). Este comportamiento se presenta
debido a que elementos como Mn, Cu, Fe, Na son redoximorficos, por tanto se aumenta su

concentracion en el suelo una vez se presente la inundacion.

B. humidicola bajo condiciones de inundacién no presentd diferencias significativas con
respecto a la acumulacién de microelementos (Figura 3). Esto sugiere que la especie puede
presentar algin mecanismo de exclusidon de micronutrientes, lo que le permite permanecer
bajo condiciones de inundacién sin afectar significativamente el contenido de clorofila, su
eficiencia fotosintética y su produccién. B. humidicola bajo condiciones de inundacidn, forma
una barrera cubierta con suberina en las células de la exodermis radical (capitulo 3 de esta
obra), esta barrera ademas de evitar la pérdida radial de oxigeno (ROL; por sus siglas en inglés)
evita la entrada de posibles sustancias fitotdxicas a la raiz. Setter et al. (2009), sefialan que la
tolerancia de las especies a inundacion no estd exclusivamente asociada con diferencias en la
capacidad de aireacién de las raices (p.e. presencia de aerénquima), sino también por rasgos
asociados con tolerancia a las toxicidades por microelementos. Asi mismo Close y Davidson
(2003), reportan que la aclimatacién de Eucalyptus a inundacién esta asociada con tolerancia a

desbalances nutricionales.
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Conclusiones

La respuesta de B. humidicola a la inundacién no depende de la fertilidad del suelo. El buen
comportamiento fisiolégico de las especies en fertilidad baja posiblemente es debido a que el
inicial establecimiento en un ambiente limitado permitié el desarrollo de mecanismos de
defensa para tolerar mejor la posterior inundacidon. Asi mismo, el estar establecidas en
condiciones de fertilidad alta, se puede presentar un efecto adverso para las plantas debido a
gue sus demandas y requerimientos para mantener la biomasa son mayores. B. ruziziensis en
condiciones de inundacién y fertilidad alta presenta un aumento significativo en el contenido
de N, By Fe, pudiéndose generar un efecto fitotdxico en la plantas. Al contrario, B. humidicola
en condiciones de inundacidn presentd un nivel bajo en la concentraciéon de micronutrientes, lo
gue sugiere que esta especie puede presentar algin mecanismo de exclusiéon de
micronutrientes lo que le permite permanecer bajo condiciones de inundacién sin afectar
significativamente sus parametros fisioldgicos y su produccién. Por tanto, un aumento en la
fertilizacion del suelo no ayudaria a aumentar los niveles de minerales absorbidos por los

tejidos.
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Resumen

Continuamente se vienen presentando con mayor frecuencia precipitaciones que unidas a
suelos pesados y con poco drenaje generan inundaciones que limitan el crecimiento y
produccién de las plantas. Para mejor su adaptacién a las inundaciones, las plantas pueden
inducir una serie de respuestas fisioldgicas, entre ellas se encuentra el aumento en la
concentracion de compuestos antioxidantes y pigmentos foto-protectores. En este estudio
evaluamos los cambios en la respuesta antioxidante y el aumento en la concentracién de
algunos pigmentos vegetales en Brachiaria ruziziensis (sensible) y Brachiaria humidicola
(tolerante) en respuesta a la inundacidn, con el objetivo de identificar rasgos que exhiben las
plantas bajo condiciones limitadas de oxigeno en el suelo. Los contenidos de antocianinas y de
malondialdehido (“MDA” primer producto de la peroxidacidn lipidica de la membrana celular)
aumentaron cuando las plantas estuvieron sometidas a inundacién, observandose en mayor
proporcidn en B. humidicola. En los contenidos de carotenoides y clorofilas totales no se
observaron cambios significativos entre los tratamientos inundacién y control en ninguna de las
especies. En B. humidicola las antocianinas se depositan en la epidermis foliar posiblemente

contribuyendo como mecanismo de fotoproteccion.

Palabras clave: Malondialdehido, antocianinas, clorofilas, carotenoides, fotoproteccion.
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Abstract

A higher frequency of rainfall on heavy soils with poor drainage can result in waterlogging
conditions which limit crop growth and vyield. For improving adaptation to waterlogging
conditions, plants induce a range of physiological responses, such as increase in antioxidant
compounds and photo-protector pigments. In this research we evaluated the changes in the
antioxidant responses and the increases in the concentration of some leaf pigments in
Brachiaria ruziziensis (waterlogging sensitive) and Brachiaria humidicola (waterlogging tolerant)
in response to waterlogging, with the goal of identifying leaf traits that plants exhibit under
oxygen shortage in the soil. The anthocyanins and malondialdheyde (MDA) (first products of
lipid peroxidation of cellular membrane) increased in leaves when plants were treated with
waterlogging conditions and the increase was higher in B. humidicola than in B. ruziziensis.
Significant differences were not observed in carotenoids and total leaf chlorophyll contents
between control and waterlogged treatments. In B. humidicola the anthocyanins were

deposited in leaf epidermal cell layer, possibly contributing to photoprotection mechanism.

Key words: Malondialdehyde, anthocyanins, chlorophylls, carotenoides, photoprotection.

Introduccion

Debido a los efectos adversos del cambio climatico, se estan presentando con mayores
frecuencias lluvias que en conjunto con suelos poco drenados conducen a inundaciones, estas
afectan en gran medida la productividad vegetal. Al presentarse la inundacion, se saturan los
espacios porosos del suelo, reduciendo el nivel de oxigeno presente por lo que se afecta en

gran manera el comportamiento y produccidn de las plantas.

En respuesta al déficit de oxigeno en el suelo, la planta induce una serie de respuestas
bioquimicas, fisioldgicas y morfolégicas (revisado por Jiménez et al., 2012). Entre las respuestas
fisioldgicas se encuentra el aumento en los compuestos antioxidantes (enzimaticos o no
enzimaticos) (Alscher et al., 1997). Entre los antioxidantes no enzimaticos se incluyen los

carotenoides (Bin et al., 2010) y los compuestos fendlicos (Yordanova et al., 2004). Dentro de
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los compuestos fendlicos, se encuentran pigmentos hidrosolubles como las antocianinas
(Chalker-Scott, 1999). Las cuales pertenecen al grupo de los flavonoides (Woodall y Stewart,

1998.)

La membrana fotosintética puede ser facilmente danada por grandes aumentos de energia
absorbida por los pigmentos. Si esta energia no puede ser almacenada para realizar
fotosintesis, se hace necesario un mecanismo de proteccidn (Taiz y Zeiger, 2006) que impida el
aumento en las especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en ingles “Reactive Oxygen
Species”). Los carotenoides presentan un papel importante en la disipacién no fotoquimica de
la luz, ya que rdpidamente pueden remover la energia excedente del estado excitado de la
clorofila (Taiz y Zeiger, 2006). Las antocianinas también presentan un inherente potencial para
proteger las membranas celulares de los efectos del dafo oxidativo, ya que remueven o
capturan las ROS que atacan las células (Gould et al., 2002). Esto es debido a que las moléculas
de antocianina se localizan en las vacuolas y en distintas capas de células justo debajo de Ia
epidermis superior (Woodall et al., 1998; Burger y Edwards, 1996) y justamente, el dafio
oxidativo predomina en los cloroplastos y el meséfilo (Gould et al., 2002). Aunque el papel de
las antocianinas en las hojas no estd bien determinado (Burger y Edwards, 1996), estos
pigmentos presentan una funcion fotoprotectora, ya que pueden absorber los cuantos de luz y
los rayos UV que de otra forma podrian dafar los cloroplastos (Woodall y Stewart, 1998;
Chalker-Scott, 1999; Gould et al., 2002). Ademas de absorber la radiacion danina para la planta,
las antocianinas también ayudan al ajuste osmético porque son glicosiladas lo que permite

unirse y transportar monosacaridos (Chalker-Scott, 1999).

El estrés por inundacién genera en la planta cambios que pueden ser irreversibles como la
peroxidacién de lipidos, degradacion de clorofilas y cierre estomatico (revisado por Jiménez et
al., 2012). Bajo condiciones de estrés, el cierre estomatico conlleva a una disminucion de la
concentracion de CO, en los espacios intercelulares, por tanto se presenta una caida en la tasa
fotosintética (Lin et al., 2006). Esto se relaciona directamente con la produccién de ROS bajo

estrés por inundacion (Hossain et al., 2009), ya que, a causa de a una menor asimilacion de CO,
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se genera un desacople entre las reacciones del tilacoide y el ciclo de Calvin (Lin et al., 2008). La
energia luminica excedente se transfiere al oxigeno atmosférico (0,) presente en los
cloroplastos, generando formas reducidas o ROS. La formacién de las ROS se da por la
excitacion del O, a la forma simple (*0,) o por la transferencia de uno, dos o tres electrones de
la forma O, al radical superéxido (O;), perdxido de hidrégeno (H,0,) o al radical hidroxilo (OH")
respectivamente (Lin et al., 2008; Mittler, 2002). Las ROS generan diferentes eventos adversos
a las plantas, pueden causar mutaciones, disfuncion de proteinas, oxidacion de lipidos, dafios

en membranas e inhibicidn en la sintesis de clorofila (Ella et al., 2003).

Durante un periodo de inundacién prolongada, el mecanismo regulador del estrés no tiene la
capacidad para reparar el dafio oxidativo, por lo que se empieza a acumular las ROS (Yong-
Zhong et al., 2010; Balakhina et al., 2010). Existen diversos parametros que determinan el dafio
gue ocasionan las ROS a las plantas. Entre ellos se resalta el malondialdehido (MDA) que es
considerado el primer producto de la peroxidacién lipidica de la membrana y es uno de los

principales indicadores del dafio oxidativo en la planta (Bai et al., 2010; Hodges et al., 1999).

El aumento en la concentracidn de los compuestos antioxidantes en la planta bajo condiciones
deficitarias de oxigeno es un pardmetro de tolerancia al estrés por inundacién (revisado por
Jiménez et al., 2012). Por este motivo, se evaluaron algunos cambios en los pigmentos
vegetales y en el contenido de malondialdehido bajo diferentes condiciones (control o
inundacion) en Brachiaria ruziziensis (sensible) y Brachiaria humidicola (tolerante) a inundacién.
Esto permitira definir algunos atributos que ofrecen tolerancia a las especies cuando estan

sometidas a condiciones de suelos inundados.

Materiales y Métodos

El estudio realizd en las instalaciones del Centro Internacional de Agricultura Tropical CIAT, se
utilizaron estolones de B. humidicola (CIAT 679) y B. ruziziensis (Br 4402) que presentaran
uniformidad en crecimiento, buen vigor y sin dafios visibles. Los estolones se sembraron en

cilindros plasticos (80 cm de alto x 7,5 cm de diametro) llenos con 5 kg de una mezcla de suelo
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Oxisol proveniente de Santander de Quilichao en alta fertilidad y arena de rio lavada en
proporcién 1:1. Los cilindros plasticos fueron posteriormente insertados en tubos de PVC con
dimensiones similares. Las plantas crecieron durante 33 dias en condiciones éptimas antes de
inundar. Se realizé un disefio completamente al azar, 2 genotipos, 2 tratamientos (inundacién y
control) y 5 repeticiones. El tratamiento de inundacién se impuso durante 15 dias, sellando los
cilindros en la parte inferior para impedir la pérdida de agua y garantizando una lamina de agua
de 3 cm sobre la superficie del suelo. En el tratamiento control se mantuvo la humedad del
suelo cercana al 80% de la capacidad de campo. La fertilizacion del suelo se realizé de acuerdo a
las necesidades 6ptimas para el establecimiento de una pastura de Brachiaria en dosis de 40 Kg
h™'N,50Kgh™ P, 100 Kgh™ K, 101 Kg h™ Ca, 28,4 Kg h™* Mg, 20 Kg h*'S, 2 Kg h™* Zn, 2 Kg h™* Cu,
0,1 Kg h* By 0,1 Kg h™ Mo (Rao et al., 1992), esto con el fin de evitar cualquier tipo de estrés

ajeno al ensayo.

Al completar 15 dias de tratamiento se realizé la cosecha. Se determind el contenido de
malondialdehido con base en la reaccion de la sustancia con el 4cido tiobarbiturico. 1 gr de
hoja fresca se pesd y se le afiadid 20 ml de solucién de acido tricloroacético al 0.1% y se
centrifugd por 15 min a 5000 rpm. 1 ml del sobrenadante fue mezclado con 4 ml de una
solucién de acido tricloroacético 20% y acido tiobarbiturico 0.5% para luego calentar la solucidn
por 30 min a 95 °C en bafio maria, inmediatamente después se introdujo en hielo.
Posteriormente se centrifugd la solucidon a 5000 rpm por 15 min para leer la absorbancia del
sobrenadante a 532 y 600 nm (Carmak y Horst, 1991).

El contenido de MDA se calculé de la siguiente manera: MDA (nmol) = (Ass, — Agao) / 1.56*10°

En la extraccion de clorofilas y carotenoides se maceraron 0.1 gramos de hoja fresca en 80% de
metanol frio hasta que la solucion quedara homogénea. Posteriormente se filtrd la muestra en
papel filtro Whatman® No.2 y la solucién fue medida a una absorbancia de 470, 646, 663 y 710
utilizando el lector de micro placas Synergy HT (Biotek®, Winooski, USA). La concentracién de
clorofila a y b fue calculada de acuerdo a Lichtenthaler y Wellburn (1983) y los carotenoides

segun Welburn (1994).
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Clorofila a (mg/g) =12.21* (A553 - A710) -2.81*% (A545 - A710)
Clorofila b (mg/g) =20.13 * (A546 - A710) —5.03* (A663 - A710)

Clorofila Total (mg/g) = Clorofila a + Clorofila b

Carotenos (microgramo/ml) =[(1000 * A470) —(3.27 * Clorofila a) — (10.4 * Clorofila b)] / 198

Para extraer las antocianinas se macerd 1 gramo de tejido fresco en 5 ml de una solucién de
propanol:HCI:H,0 (18 : 1 : 81; v/v/v). Las muestras se calentaron en bafo maria durante 3
minutos y posteriormente se incubaron en oscuridad y temperatura ambiente durante 24 horas
(Ticconi et al.,, 2001). Pasado este tiempo se centrifugaron las muestras a 7800 rpm a 4 °C
durante 40 minutos y se leyd la absorbancia del sobrenadante utilizando el lector de micro
placas Synergy HT (Biotek®, Winooski, USA) a 535 y 650 nm. El contenido de antiocinaninas se

calculd segun Lange et al. (1971).

Antocianinas (g/pf) = As3s — Agso

En la cosecha se separaron 3 hojas al azar de cada genotipo, se mantuvieron en agua para
impedir la deshidratacion y se hicieron cortes transversales con laminas de acero minora®.
Posteriormente se tomaron imdgenes en microscopio Ortholux Il (Leitz, Wetzlar, Alemania) en

un objetivo de 40X para observar la disposicidén de antocianinas en el meséfilo de la hoja.

Resultados y Discusion

B. ruziziensis bajo condiciones de inundacién no presenta cambios significativos en el contenido
de MDA (Figura 4). En contraste, B. humidicola bajo condiciones de inundacion presenta dafio
oxidativo, debido a que se aumenta significativamente el contenido de MDA (Figura 4). Este
comportamiento es contrario a lo esperado, ya que los niveles de MDA fueron mas altos en el
genotipo resistente que en el genotipo sensible. En evaluaciones de tolerancia al anegamiento,

diversos autores han encontrado niveles elevados de MDA en plantas sensibles a la inundacion
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(citricos, Hossain et al., 2009; trigo, Zheng et al., 2009; maiz, Bin et al., 2010; Dendranthema
spp. Yin et al., 2010).

Los valores altos de MDA en B. humidicola bajo condiciones de inundacién se puede explicar
por el aumento de antocianinas en hojas (Figura 5 y 6d). La determinacién de MDA se realiza
leyendo la absorbancia entre 535 y 650 nm. Las antocianinas presentan maximos de absorcién
a longitudes de onda cercanas a 535 nm, por tanto, al haber antocianinas puede ocurrir una
sobreestimacidon de MDA. En algunos casos la sobreestimacion generada por estos compuestos

representa valores de MDA superiores al 96% (Hodges et al., 1999).
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Figura 4. Nivel de malondialdehido en B. ruziziensis (Br4402) y B. humidicola (CIAT679).
Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segin la prueba de Duncan (P<0,05).

Aunque nuestros resultados nos indican una tendencia al aumento de MDA en las plantas que
fueron sometidas a inundacion, no podemos establecer un nivel de dafno oxidativo entre la
especie tolerante y la sensible basandonos en el contenido de MDA en los tejidos ya que en la
determinacion analitica interfieren otros compuestos que pueden sobreestimar los verdaderos

valores de MDA.
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En B. ruziziensis bajo condiciones de inundacidn no se presenta un aumento significativo en el
contenido de antocianinas (Figura 5), indicando que esta especie no tiene la capacidad de

inducir este pigmento como mecanismo de defensa que le permita mejorar su tolerancia a

inundacion.
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Figura 5. Antocianinas en B. ruziziensis (Br4402) y B. humidicola (CIAT679). Promedios con letras
distintas indican diferencia significativa segtn la prueba de Duncan (P<0,05).

Generalmente las antocianinas son inducidas por diversos factores ambientales incluyendo
radiacion, temperatura y estrés hidrico (Chalker-Scott, 1999; Close et al., 2004). La acumulacién
de antocianinas en respuesta a la inundacién depende de la especie, Nemat et al., (2002)
encontraron que los niveles de antocianinas en plantas de maiz aumentaron significativamente
a los dos dias después de la inundacion, mientras tanto en plantas de Vigna sinensis el
contenido de antocianinas solo aumenté significativamente 10 dias después de inundacion. Asi
mismo, Close y Davidson (2003), encontraron que en plantas de Eucalyptus también se

presenta un gran aumento en la acumulacion de antocianinas como respuesta a la inundacion.
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En B. humidicola bajo condiciones de inundacidn se acumulan gran cantidad de antocianinas
(Figura 5). Estas se localizan en células justo debajo de la epidermis foliar, protegiendo los
cloroplastos (Figura 6). Esta observacion es similar a lo reportado por Close y Davidson (2003)

en hojas de Eucalyptus.

Figura 6. Presencia de antocianinas en B. ruziziensis (Br4402) A control y B inundaciéon. Cy D B.
humidicola (CIAT679) control e inundacién respectivamente.

Aunque las ventajas adaptativas de las antocianinas, especialmente en tejidos vegetativos no es
muy clara (Chalker-Scott, 1999), la presencia de estos pigmentos en una alta concentracion en
el parénquima de empalizada puede significar que son importantes para absorber rayos UV
(Woodall y Stewart, 1998). Asi mismo, aunque la sintesis de antocianinas es metabdlicamente
costosa para la planta, la produccién y localizacidon de estos pigmentos en las hojas puede
permitir a la planta desarrollar grados de tolerancia ante diversos estreses ambientales

(Chalker-Scott, 1999).
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En B. humidicola bajo condiciones de inundacién del suelo se observa que las hojas con
antocianinas se curvan hacia el sol (Figura 7D). Esta curvatura ocurre independiente de que la
acumulacién del pigmento se presente en el haz o en el envés (Figura 7D). De esta forma
protege a los cloroplastos de los efectos adversos de los rayos del sol. En B. humidicola bajo
condiciones control la hoja se exhibe completamente expandida (Figura 7C). En el genotipo B.
ruziziensis bajo condiciones control, la hoja queda completamente expandida y con un color
verde intenso (Figura 7A). En B. ruziziensis bajo condiciones de inundacidn las hojas exhiben un
color amarillento, llegando a presentarse muerte de los tejidos empezando desde el apice foliar

(Figura 7B).
A B
— T —

Figura 7. Cambios foliares en B. ruziziensis (Br4402) A control y B inundacién. Cy D B. humidicola
(CIAT679) control e inundacion respectivamente.

Aunque no se presentaron diferencias significativas, ambos genotipos presentaron una
disminucion en clorofila A cuando estuvieron sometidos a inundacién (Figura 8). En el
contenido de clorofila B el comportamiento de las plantas es similar, aunque B. humidicola
exhibe un ligero aumento en condiciones de inundacién (Figura 8). Resultados similares fueron
reportados por Close y Davidson (2003) en plantas de Eucalyptus donde no se presentaron
cambios significativos en los contenidos de clorofila entre la condicion de inundacidn y control.
Aunque no se presenten cambios significativos, varios autores sefalan que la clorofila estd
estrechamente asociada con la tolerancia a inundacién (Jiang y Wang, 2006; Ella e Ismail, 2006).

En genotipos sensibles a inundacion, el contenido de clorofila es marcadamente afectado por el

57



déficit de oxigeno en el suelos (Islam et al., 2007). Asi mismo, la concentracion de clorofila en
los tejidos decrece con un incremento en el nivel y tiempo de inundacion (Jiang y Wang, 2006;
Wang vy lJiang, 2007). Los cambios en los contenidos de clorofila pueden presentar gran
fluctuacién dependiendo de las especies; en algunos casos la clorofila A decrece en mayor
cantidad que la clorofila B (Ella e Ismail, 2006). En otros casos la clorofila B se muestra mas
afectada que la clorofila A (Ashraf y Arfan, 2005), y en otros casos las plantas sometidas a
inundacion presentan disminucién tanto en los niveles de clorofila A como de clorofila B (Keles

y Unyayar, 2004; de Olivera y Joly, 2010; Gonzalez et al., 2009).

Los cambios en las concentraciones de clorofila son indicadores del estado de senectud vegetal
y no son suficientes para concluir como atributos de tolerancia a inundacién, ya que el
aumento en otros parametros fisiolédgicos puede contribuir a mejorar la tolerancia a la

inundacion (Wang vy Jiang, 2007).

En B. humidicola bajo condiciones de inundacién, la relacion clorofila A/B disminuyd
significativamente (Figura 8), lo que indica que la clorofila A se degradd mas rapido que la
clorofila B cuando la planta estuvo sometida a inundacién. La luz absorbida por los carotenoides
o por la clorofila B es rapidamente transferida a la clorofila A, que a su vez son las primeras
donantes de energia al fotosistema | (Taiz y Zeiger, 2006). En B. humidicola la menor tasa de
degradacion de la clorofila B puede indicar el papel foto-protector que este pigmento brinda a

los cloroplastos.
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Figura 8. Contenido de clorofila en B. ruziziensis (Br4402) y B. humidicola (CIAT679). Promedios
con letras distintas indican diferencia significativa segtin la prueba de Duncan (P<0,05).

B. ruziziensis en condiciones de inundacién presenta una disminucidn del contenido de
carotenoides (Figura 9). Por su parte, B. humidicola bajo condiciones de inundacién presenta un
leve aumento en el contenido de carotenoides, presentdndose un aumento significativo
respecto a B. ruziziensis en la condicién de inundacién (Figura 9). Esto posiblemente indica un
efecto fotoprotector de los carotenoides al aparato fotosintético. Resultados similares fueron
reportados por Keles y Unyayar (2004), ya que encontraron una pérdida en el contenido de
carotenos en plantas de girasol sometidas a inundacién. Aumentos o descensos en los
contenidos de los pigmentos pueden contribuir a una respuesta exitosa de las plantas para
tolerar la inundacién, debido a que la capacidad de las células de defensa para enfrentar el
dafio oxidativo, es determinada por el conjunto de antioxidantes y los pigmentos protectores

(Keles y Unyayar, 2004).
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Figura 9. Carotenoides en B. ruziziensis (Br4402) y B. humidicola (CIAT679). Promedios con letras

distintas indican diferencia significativa segtn la prueba de Duncan (P<0,05).

El conjunto de cambios en los pigmentos observados en el genotipo B. humidicola bajo

condiciones de inundacién evidencian el funcionamiento conjunto de los diferentes pigmentos

como mecanismo de proteccion de la planta para hacer frente a las condiciones de estrés.

Conclusiones

e B. humidicola bajo condiciones de inundacién presentd un aumento en el dano

oxidativo segun el contenido de MDA. El aumento en el contenido de MDA es debido a

gue en inundacién simultdneamente se presenta una gran sintesis de antocianinas, lo

gue interfiere en la lectura real del contenido de MDA.
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e La determinacién de los niveles de dafio oxidativo seglin la produccion de MDA no es
confiable para el género Brachiaria, ya que estas plantas producen compuestos que

interfieren con la medicion, conduciendo a una sobreestimacion del contenido de MDA.

e En B. humidicola se presenta gran produccidon de antocianinas, estas se depositan justo
debajo de la epidermis foliar posiblemente realizando una funcién de proteccion a los
cloroplastos. De igual manera se presentan giros foliares cubiertos por antocianinas

seguln la incidencia de sol.

e En los contenidos de carotenoides y clorofilas no se observaron cambios significativos
entre los tratamientos inundacion y control de cada genotipo. B. humidicola presenta un
descenso en la relacién clorofila A/B, indicando un posible efecto de la clorofila B como
foto-protector, asi mismo B. humidicola bajo inundacién exhibe un aumento

significativo del contenido de carotenoides respecto a B. ruziziensis.
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III. Cambios morfoldgicos radiculares en genotipos contrastantes de
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Resumen

La inundacién es un grave problema ambiental en muchas regiones del mundo, esto afecta
gravemente la produccidn de cultivos ya que se agota la disponibilidad de oxigeno en el suelo.
Al no haber oxigeno disponible, la planta no puede producir energia, decayendo su estatus
energético, se detienen algunos procesos fisioldgicos y se acelera la senescencia celular. Entre
las respuestas de las plantas a largos periodos de inundacién se encuentran los cambios
morfoldgicos. El principal cambio morfoldgico radical en condiciones de inundacién es la
formacidn de aerénquima, un tejido vegetal con espacios de aire. En este estudio evaluamos
los cambios morfolégicos en raices que presentan Brachiaria ruziziensis (sensible) y B.
humidicola (tolerante) en respuesta a la inundacidn, con el fin de identificar algunos cambios
morfoldgicos que contribuyen a mejorar la respuesta de Brachiaria a la inundacién. A las dos
semanas después de inundacidén, el contenido de clorofila y la eficiencia fotosintética de B.
ruziziensis disminuy6 significativamente. La longitud radical total disminuye cuando las plantas
estdn sometidas a inundacidn, en contraste el didmetro radical no varia significativamente. El
porcentaje de aerénquima aumenta considerablemente cuando las plantas se someten a
inundacion. B. humidicola presenta aerénquima constitutivo debido a que forma aerénquima
en condiciones control. No se observa deposicién de suberina en condiciones control. En
inundacion, B. humidicola presenta deposiciones de suberina en bandas tangenciales cubriendo
mas del 80% de las células de la OPR. B. ruziziensis solo se presenta deposiciones parciales en
algunas células, indicando grandes pérdidas de oxigeno desde la raiz. Nuestros resultados

indican que el gran nivel de tolerancia a inundacién observado en B. humidicola es asociado
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con la formaciéon de aerénquima en el cortex radical y la deposicion de suberina en la OPR de la

raiz.

Palabras clave: Aerénquima, suberina, barrera apoplastica, longitud radical.

Abstract

Waterlogging is a major environmental problem in several regions of the world, seriously
affecting crop yield as a result of depleted oxygen availability in the soil. Without oxygen
availability, plants cannot produce adequate energy, resulting in decays in energetic status,
cessation of some physiological processes and increased cellular senescence. One response to
prolonged waterlogging is morphological change, primarily in the formation of aerenchyma, a
vegetative tissue with air spaces. In this study we evaluated the morphological changes in roots
that occur in Brachiaria ruziziensis (sensitive) and Brachiaria humidicola (tolerant) in response
to waterlogging, with the goal of identifying traits that contribute to improved tolerance to
waterlogging conditions. After two weeks under waterlogged conditions, chlorophyll content
and photosynthetic efficiency of B. ruziziensis was significantly decreased. Total root length
decreased in plants under waterlogging; however the root diameters did not vary significantly.
The percentage of aerenchyma in root tissue increased in both species under waterlogging
conditions. But aerenchyma formation was constitutive in B. humidicola because it showed
aerenchyma formation even under control conditions. Although suberin deposition was not
observed in both species under control conditions, under the waterlogged conditions B.
humidicola showed suberin deposition in tangential bands that cover more than 80% of the
cells in the root exodermis. B. ruziziensis only presented partial depositions in some cells
indicating greater loss of oxygen from roots. These results indicate that the higher level of
waterlogging tolerance observed with B. humidicola was associated with aerenchyma

formation in cortex and suberin formation in exodermis of roots.

Key words: Aerenchyma, suberin, apoplastic barrier, root length.
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Introduccion

Como consecuencia del cambio climatico, se esperan eventos climdticos extremos, incluyendo
inundaciones (Bailey-Serres y Voesenek, 2008). La inundacién es un estrés ambiental en
muchos ecosistemas naturales y artificiales alrededor del mundo (Colmer y Voesenek, 2009). La
difusividad de los gases es 10.000 veces menor en agua que en aire (Colmer, 2003a; Colmer y
Voesenek, 2009). La gran adversidad que enfrentan las plantas en condiciones de inundacion es
la dramatica reduccidon del intercambio gaseoso entre la planta y el ambiente (Bailey-Serres y
Voesenek, 2008). Ademas el oxigeno disuelto en el agua es rapidamente agotado por la

respiracion de las raices y los microrganismos del suelo (Abiko et al., 2012).

Entre las diferentes respuestas que presentan las plantas a inundacién se pueden encontrar
cambios bioquimicos, fisioldgicos o morfoldgicos. Los cambios morfolégicos son relacionados
con la tolerancia de las especies a largos periodos de anoxia (revisado por Jiménez et al., 2012).
El principal cambio morfoldgico que generan las plantas sometidas a inundacion es la formacion
de aerénquima, un tejido vegetal con espacios largos e interconectados llenos de gas (Koppitz,
2004). El aerénquima ofrece a la planta una via interna de baja resistencia para el movimiento
de oxigeno y otros gases entre la parte aérea y el tejido sumergido (Visser et al., 2000; Aschi-
Smiti, 2003; Colmer, 2003a; Colmer, 2003b; Evans, 2004; Colmer et al., 2006), facilitando el
transporte de oxigeno desde la parte aérea hasta la raiz (Aschi-Smiti, 2003; Kolb y Joly, 2009).
En condiciones de drenaje, el aerénquima es constitutivo en muchas especies provenientes de
zonas humedas, pero no en las raices de la mayoria de especies de zonas secas (Abiko et al.,
2012). Sin embargo, algunas especies de zonas secas pueden desarrollar aerénquima en
condiciones de inundacidon (Visser et al., 2000). Por medio del tejido aerenquimatoso, el O, es
suministrado a la raiz y a la rizésfera, mientras tanto el CO,, etileno y metano se mueven desde

el suelo a la parte aérea y a la atmdsfera (Colmer, 2003a).

El oxigeno presente en el aerénquima de la raiz puede ser consumido por respiracién (Colmer
et al., 1998). Una potencial fuga del oxigeno proveniente del aerénquima puede ser por pérdida

radial de oxigeno (ROL por sus siglas en inglés “Radial Oxygen Loss”) al suelo y posterior
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consumo por los microorganismos de la rizésfera o por la oxidacién de compuestos quimicos
reducidos (Visser et al., 2000). Para evitar que ocurra la perdida radial de oxigeno, las especies
forman una barrera en las células de la raiz (Colmer et al., 1998; Colmer, 2003a; Colmer,
2003b; De Simone et al., 2003; Soukup et al., 2007; Colmer y Voesenek, 2009; Shiono et al.,
2011; Abiko et al., 2012). Estas barreras presentan aglomeraciones micro-estructurales de los
espacios intercelulares en la periferia de la exodermis (Shiono et al., 2011) y generalmente
contienen deposiciones de suberina y lignina (De Simone et al.,, 2003). Los depdsitos de
suberina pueden ser mas importantes debido a que se incrementa antes que ocurran cambios
en los contenidos de lignina (Shiono et al., 2011). La suberizacidn en las barreras apoplasticas
pueden ser fuertemente moduladas en respuesta a la influencia de diferentes ambientes

(Schreiber et al., 2005). Esta barrera es constitutiva en algunas especies (Colmer, 2003a).

El aumento en las deposiciones de suberina en las partes externas de la raiz (OPR por sus siglas
en inglés: rizodermis e hipo-exodermis) pueden estar involucrados en importantes procesos
gue ayudan a tolerar suelos inundados incluyendo restriccién de pérdidas de oxigeno a la
rizésfera y ajustes en el transporte de solutos y gases dentro y fuera de la raiz (De Simone et al.,
2003). La suberizacion también previene la entrada de compuestos potencialmente toxicos
(p.e. H,S y S%) a las raices, sustancias toxicas como iones metalicos reducidos (p.e. Fe*" y Mn?*)
y gases derivados del suelo inundado como CO,, metano y etileno (Colmer et al., 1998; Colmer,
2003a; Colmer y Voesenek, 2009).

Usualmente, un aumento en la deposicién de suberina en la OPR de la raiz es acompanada a la
formacidn de aerénquima (Enstone y peterson, 2005). Estos rasgos han sido encontrados en

plantas bien adaptadas a suelos inundados (e.g. Phragmistes australis, Armstrong et al., 2000;

O. sativa, Kotula et al., 2009; Zea nicaraguenesis, Abiko et al., 2012).

El objetivo de este estudio fue evaluar algunos cambios morfoldgicos en raices de 2 especies de
Brachiaria contrastantes por su tolerancia a inundacion, esto con el fin de determinar que
atributos ofrecen tolerancia a las especies cuando estan sometidas a condiciones anoxigénicas

del suelo. Adicionalmente se cuantificd el contenido de clorofila y la eficiencia fotosintética en
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hojas adaptadas a luz (fv'/fm’), con el fin de verificar como se afectan estos parametros

fisiolégicos bajo condiciones de inundacidn en las diferentes especies.

Materiales y Métodos

Se utilizaron brotes vegetativos de Brachiaria humidicola (CIAT 679) y B. ruziziensis (Br 4402)
sembrados en cilindros pldsticos (80 cm de alto x 7,5 cm de didmetro) llenos con 5 kg de una
mezcla de suelo Oxisol proveniente de Santander de Quilichao en alta fertilidad y arena de rio
lavada en proporcion 1:1, los cilindros plasticos fueron insertados en tubos de PVC con
dimensiones similares. Las plantas crecieron durante 20 dias en condiciones éptimas antes de
inundar. Se realizd un disefio completamente al azar con arreglo factorial, 2 genotipos, 2
tratamientos (inundacién y control) y 5 repeticiones. El tratamiento de inundacién se impuso
durante 14 dias, sellando los cilindros en la parte inferior para impedir la pérdida de agua y
garantizando una lamina de agua de 3 cm sobre la superficie del suelo, en el tratamiento
control la humedad se mantuvo cercana al 80% de la capacidad de campo, se fertilizé el suelo
con unas dosis de 40 Kg h™* N, 50 Kg h™ P, 100 Kg h™ K, 101 Kg h™ Ca, 28,4 Kg h™* Mg, 20 Kg h™* S,
2Kgh'zn,2Kgh'Cu, 0,1 Kgh'ByO0,1Kgh™Mo (Rao et al., 1992), esto con el fin de evitar
cualquier tipo de estrés ajeno al ensayo.

A los 14 dias después de inundacion (ddi) se realizé la cosecha, cortando cuidadosamente el
acetato, removiendo el suelo con agua y la ayuda de un tamiz, se separd la planta entre parte
aérea y raices, la parte aérea se descartd y la raiz se separd y lavé cuidadosamente con jabén

twin®.

Una vez cosechadas, las raices se registran, etiquetan y se pasan por escaner, introduciendo la
raiz completa en bandejas de acrilico llenas con agua, cuidando que queden totalmente
expandidas, posteriormente las imagenes se analizan en el software Winrhizo® (Regent

Instruments Inc., Quebec, Canada).
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Posteriormente se seleccionaron 4 raices vivas por planta y se conservaron en 45% de alcohol
en cuarto frio a 7 °C durante el tiempo de muestreo, el alcohol se cambié cada 15 dias. La
determinacién del aerénquima se realizé de acuerdo a la metodologia propuesta por Cardoso
et al (sin publicar), los cortes transversales de raiz nodal se realizaron a mano alzada con la
ayuda de piezas de icopor y cuchillas de acero inoxidable, posteriormente fueron observados
bajo microscopio de polarizacién con luz trasmitida e incidente (Ortholux Il, Leitz, Wetzlar,
Alemania) en objetivo de 6.3x y captados con camara fotografica (COOLPIX P6000, Nikon®,
Tokyo, Japdn) acoplada al microscopio. La medicién del aerénquima se realizé con la ayuda del
software imagel (version 1.46r, National Institutes of Health, Rockville, USA) y promediando el
porcentaje de aerénquima en los cortes a tres distancias desde la base hasta el apice de las
raices, superior (0—5 cm), medio (5-10 cm) e inferior (10—-15 cm).

Para visualizar la suberina se usé la metodologia propuesta por Brundett et al, (1988).
Brevemente, se transfirieron los cortes a una solucion de Berberina hemi-sulfato 0.1% (w/v)
en agua destilada durante una hora, se lavaron cuidadosamente para eliminar residuos y se
introdujeron en anilina azul 0,5% (w/v) en agua destilada durante 30 minutos, después de esto
se volvieron a lavar los segmentos y transfirieron a una solucién de 0,1% FeCl; (w/v) en 50% de
glicerina (filtrando el extracto acuoso de 0.1% FeCls y posteriormente adicionando la glicerina)
para mantener el color.

Adicionalmente a los parametros morfoldgicos, se realizaron mediciones fisiolégicas de clorofila
con el clorofildmetro SPAD (Konica, minolta®, Tokyo, Japdn) y de eficiencia fotosintética (fv/fm)
con el fluorpen Fp100 (Photon Systems Instruments, Drasov, Republica Checa) a los 0, 7 y 14
dias después de inundacion en tres hojas de tres diferentes estratos o posiciones (A=Superior,
B=Medio y C=Inferior), inicialmente se marcaron las hojas con anillos de plastico para realizar la

medicién siempre en la misma hoja

En las pruebas estadisticas de comparacion se utilizd la libreria Agricolae del software
estadistico R, se realizd un analisis de varianza (anova) para determinar si existen diferencias
significativas entre los tratamientos para las diferentes variables de estudio, adicionalmente

una vez identificadas las diferencias se realizdé un andlisis post-anova por medio de la prueba de
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Dunncan para observar cudles son los tratamientos que presentan mejor desempeiio en cada

una de las variables.

Resultados y discusion

B. ruziziensis bajo condiciones de inundacion no presentd cambios significativos en el contenido
de clorofila en los diferentes estratos de la hoja (superior, medio, inferior) a los 0 y 7 dias
después de inundacién (ddi) (Figura 10). A los 15 ddi el contenido de clorofila en B. ruziziensis
disminuyd significativamente en los diferentes estratos de la hoja (Figura 10). B. humidicola no
presentd cambios significativos en los contenidos de clorofila durante los 15 dias de inundacidn

(Figura 10), rasgo que puede indicar su gran capacidad de adaptacién a las condiciones de

inundacion.
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Figura 10. Cambios en los contenidos de clorofila (SPAD) en B. ruziziensis y B. humidicola a los 0, 7 y 14
después de inundacién en tres posiciones de la hoja (A= Superior, B= Medio e C= Inferior. Promedios con
letras distintas indican diferencia significativa segtin la prueba de Duncan (P<0,05).

En B. ruziziensis bajo inundacidn, la variable eficiencia fotosintética (fv'/fm’) en los diferentes

estratos de las hojas no presenté cambios significativos a los 0y 7 ddi (Figura 11). A los 15 ddi la

73



eficiencia fotosintética en B. ruziziensis disminuyo significativamente en los diferentes estratos
de la hoja (Figura 11). En B. humidicola no se presentaron cambios significativos en la eficiencia
fotosintética durante los 15 dias de inundacién a excepcion del estrato inferior a los 15 ddi
(Figura 10). Los contenidos de clorofila y la eficiencia fotosintética son indicativos fisiologicos
basicos que pueden revelar el estado de las especies vegetales en determinados momentos o
condiciones. B. humidicola bajo condiciones de inundacién no presenté cambios significativos
en estos parametros, lo que puede ser un indicativo de la capacidad superior del genotipo para

continuar sus procesos fisioldgicos sin ser afectado por las condiciones anegadas del suelo.
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Figura 11. Cambios en la eficiencia fotosintética en B. ruziziensis y B. humidicola a los 0, 7 y 14 después de
inundacién en tres posiciones de la hoja (A= Superior, B= Medio e C= Inferior). Promedios con letras distintas
indican diferencia significativa segin la prueba de Duncan (P<0,05).

En el presente estudio, la longitud radical total de B. humidicola en condiciones control fue
aproximadamente 3 veces mayor que B. ruziziensis (Figura 12). En condiciones de inundacion B.
humidicola presenté mayor longitud radical total que B. ruziziensis, aunque no difieren
significativamente (Figura 12). La longitud radical total entre el genotipo B. humidicola en
condiciones de inundacion y B. ruziziensis en condiciones control no difieren significativamente

(Figura 12).
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La gran longitud radical total exhibida por B. humidicola bajo condiciones control puede indicar
una ventaja adaptativa de la especie ya que su gran sistema radical le permitiria mantener en

buenas condiciones su parte aérea una vez enfrente la inundacion.
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Figura 12. Longitud radical total en B. ruziziensis (Br4402) y B. humidicola (CIAT679). Promedios con letras
distintas indican diferencia significativa segtn la prueba de Duncan (P<0,05).

En condiciones de inundacidn, ambos genotipos presentaron un leve aumento en el didmetro
radical, aunque no se presentaron incrementos significativos (Figura 13). El aumento en el
didmetro medio radical puede indicar que se han perdido algunas raices secundarias, lo que
conduce a un aumento del diametro promedio total. Igualmente Visser et al. (2000) indican

gue raices mas gruesas son a menudo asociadas con la formacién de aerénquima en el cortex.

B. humidicola en condiciones control presenta un gran volumen radical, siendo
significativamente superior a B. ruziziensis (Figura 14). En condiciones de inundacidn, la
cantidad total de raiz representada en volumen disminuye drdsticamente en ambos genotipos
(Figura 14 y 15). B. humidicola en inundacién presenta mayor volumen radical que B. ruziziensis

en inundacién, aunque no difieren significativamente (Figura 14). El volumen radical en el
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genotipo B. humidicola en condiciones de inundacion y B. ruziziensis en condiciones control no

difiere significativamente (Figura 14).
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Figura 13. Didmetro radical total en B. ruziziensis (Br4402) y B. humidicola (CIAT679). Barras llenas y vacias
indican inundacién y control respectivamente. Letras diferentes indican diferencias significativas segun la
prueba de Dunncan (P> 0.05)

Bajo condiciones control B. humidicola presenta un sistema radical grande y vigoroso, gran
cantidad de raices secundarias y pelos radicales (Figura 15). En comparacion, B. ruziziensis
presenta un sistema radical poco desarrollado y con pocas raices secundarias (Figura 15). Una
vez las las plantas fueron sometidas a inundacién se pierden la mayoria de las raices (Figura 15),
empezando la muerte celular por los meristemos apicales, reduciendo en gran porcentaje el

volumen y la longitud radical total (Figuras 12 y 13).

Una vez se presenta la inundacidn, ambos genotipos incrementan el porcentaje de
aerénquima, este porcentaje es menor en cercanias al apice radical (Figura 16). B. ruziziensis
bajo inundacidn presenta incrementos significativos en el porcentaje de aerénquima desde los
0 a 10 cm desde la base hasta el apice de la raiz (Figura 16). En condiciones control, la

formacién de aerénquima en B. ruziziensis es nula o casi imperceptible (Figura 16).
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Figura 14. Volumen radical en B. ruziziensis (Br4402) y B. humidicola (CIAT679). Barras llenas y vacias
indican inundacién y control respectivamente. Promedios con letras distintas indican diferencia significativa
segun la prueba de Duncan (P<0,05).

B. humidicola bajo inundacién presenta grandes incrementos en el porcentaje de aerénquima,
aunque solo se presenta un aumento significativo entre los 10 y 15 cm desde la base hasta el
apice de la raiz (Figura 16). En condiciones control, B. humidicola presenta un gran porcentaje de

aerénquima (Figura 16).

B. ruziziensis {  B. humidicola

Figura 15. Diferencia visuales entre B. ruziziensis (Br4402) y B. humidicola (CIAT679) en control e
inundacién.
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La habilidad de las raices para desarrollar aerénquima es una importante adaptacién anatémica
de las plantas vasculares que le permite crecer exitosamente en suelo deficientes en oxigeno

(Aguilara et al., 1999).

Los cambios promedio en el contenido de aerénquima en B. ruziziensis fluctuaron desde 1% en
condiciones control hasta un 25% en condiciones de inundacion (Figura 16). Mientras tanto, B.
humidicola presenta valores promedios de aerénquima desde 10% en condiciones aireadas
hasta un 35% en condiciones de inundacidn (Figura 16). Valores diferentes fueron encontrados
en algunas especies de mono y dicotiledéneas por Visser et al., (2000), donde el incremento
relativo fue al menos 40% en las especies con 25 —30% de aerénquima en condiciones aireadas

y tan solo dos veces en las especies con solo un 10% de porosidad.
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Figura 16. Porcentaje de aerénquima en B. ruziziensis y B. humidicola en tres distancias desde la base hasta el
apice de las raices, A= (0-5cm), B= (5-10cm) y C= (10-15cm). Barras llenas y vacias indican inundacién y
control respectivamente. Promedios con letras distintas indican diferencia significativa segin la prueba de
Duncan (P<0,05).

El desarrollo del aerénquima ha sido considerado como un mecanismo esencial de la planta
para afrontar la anaerobiosis (Li et al., 2006). La formacién de aerénquima es especifica de
algunas especies y puede diferir entre genotipos dentro de una misma especie (Colmer, 2003a).

Bajo condiciones control, el porcentaje de aerénquima en B. ruziziensis es casi despreciable,

presentando diferencias significativas en comparacién con B. humidicola bajo condiciones
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control (Figura 16). Nuestros resultados indican que el aerénquima es un rasgo constitutivo en
B. humidicola, aunque se aumenta significativamente una vez ocurre la inundacion (Figura 17).
En contraste, B. ruziziensis solo forma aerénquima después de la inundacién (Figura 17). El
aerénquima constitutivo puede ser considerado como una ventaja adaptativa de las especies
para tolerar periodos de anegamiento, ya que esto proporcionaria a la planta una ventaja inicial

al momento de presentarse la inundacién.

Brachiaria ruziziensis Brachiaria humidicola
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Figura 17. Porcentaje de aerénquima en B. ruziziensis y B. humidicola en tres distancias desde la base hasta el
apice de las raices, A=(0-5cm), B=(5-10cm) y C=(10-15 cm).

Ademas del aumento en el porcentaje de aerénquima bajo condiciones de inundacién, las
plantas pierden parcialmente sus pelos radicales (Figura 17). Dicha pérdida puede representar

un ahorro energético para la planta, ya que hay menos tejido vegetal por mantener.
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En condiciones de drenaje no se presenta deposicion de suberina en ninguno de los dos
genotipos (Figura 18). En condiciones de inundacién, B. humidicola forma una barrera
extendida de suberina en forma de bandas tangenciales que se depositan en gran parte de la
exodermis, cubriendo mas del 80% de las células (Figura 18). En contraste, B. ruziziensis solo
exhibe deposiciones parciales en algunas células, siendo menos del 50% de las células y en

arreglos paralelos depositados solo en algunas paredes de la célula (Figura 18).

Figura 18. Deposiciones de suberina en OPR radicular. A) B. ruziziensis control, B) B. ruziziensis inundacion,
C) B. humidicola control y D) B. humidicola inundacién.

Grandes deposiciones de suberina en la OPR de la raiz indica la formacién de una barrera
apoplastica para impedir ROL. De esta forma se contribuye a mejorar la aireacién radicular y asi
mismo se mejora el transporte radial de agua y iones disueltos en el apoplasto (Schreiber et al.,
2005).

Nuestros resultados sugieren que la gran tolerancia a inundacién exhibida por B. humidicola es

producto de la formacion sinérgica de aerénquima acompafiado por un aumento en las
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deposiciones de suberina en la OPR. Estos resultados son similares a lo encontrado por Abiko et

al., (2012) en Zea nicaraguensis.

Conclusiones

A los 15 dias después de inundacion, el contenido de clorofila y la eficiencia fotosintética
en B. ruziziensis fueron significativamente afectados. En contraste, B. humidicola no
presentd ningun cambio significativo, indicando su gran capacidad de tolerar periodos

con deficiencia de oxigeno en el suelo sin ver afectado sus procesos fisiolégicos.

La longitud y el volumen radical de B. humidicola en condiciones control es muy superior
al de B. ruziziensis. Bajo condiciones de inundacidn, B. humidicola presenta mayor
longitud y volumen radical que B. ruziziensis, aunque no difieren significativamente. El
gran sistema radical que presenta B. humidicola bajo condiciones control, puede indicar
una ventaja adaptativa de la especie, ya que una vez enfrente la inundacién, este rasgo
le permitiria mantener en mejor condicion su parte aérea. El didmetro radical no varid

significativamente para ninguna de las especies bajo inundacién y control.

Bajo condiciones control, solo B. humidicola presenta aerénquima, siendo un rasgo
constitutivo. En condiciones de inundacién ambos genotipos inducen aerénquima. Asi
mismo se presenta un aumento del porcentaje de aerénquima a medida que se acerca a
la base de la raiz. También se suprimen los pelos radicales una vez la planta afronta la

inundacion.

Bajo inundacién, B. humidicola forma una barrera extendida de suberina con mas del

80% de células suberizadas. En contraste, B. ruziziensis solo exhibe deposiciones
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parciales en algunas células siendo menor al 50%. En condiciones de drenaje no se

presentd deposicion de suberina en ninguno de los dos genotipos.

e La gran tolerancia a inundacién exhibida por B. humidicola es producto de la formacién
sinérgica de aerénquima acompafiado por un aumento en las deposiciones de suberina

en la OPR
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Conclusiones generales

Se estudiaron diferentes mecanismos fisiolégicos que le permiten a Brachiaria spp. tolerar
periodos de inundacién. Encontramos que bajo condiciones de inundacion el oxigeno en el
suelo se pierde a los pocos dias (2, 3 aproximadamente) por lo que la planta empieza a sufrir un
verdadero estrés al poco tiempo de iniciar los ensayos. Se observan claramente diferencias
marcadas entre B. ruziziensis siendo muy sensible a inundacién y B. humidicola de gran
desempefio bajo condiciones saturadas del suelo. La produccidon de biomasa aérea es baja en
ambas especies bajo condiciones baja fertilidad del suelo. Asi mismo, se presenta un buen
comportamiento en el contenido de clorofila y la eficiencia fotosintética cuando las plantas
estdn sometidas a inundacidn y fertilidad baja. Este comportamiento es posiblemente debido a
que el inicial establecimiento en un ambiente limitado permitid el desarrollo de mecanismos de

defensa para tolerar mejor la posterior inundacién. En condiciones de inundacién, B. ruziziensis
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presentd una gran absorcidn de algunos micronutrientes, pudiendo llegar a niveles tdxicos para
la planta. Al contrario, B. humidicola en condiciones de inundacién presenta un nivel bajo de
absorcion de micronutrientes, lo que sugiere que esta especie puede presentar algun
mecanismo que impida la entrada de sustancias toxicas.

Se determind que la evaluacion del dafio oxidativo segun la produccién de malondialdehido no
es confiable para el género Brachiaria, ya que estas plantas producen compuestos que
interfieren con la medicion espectrofotométrica, conduciendo a una sobreestimacién. Asi
mismo en, B. humidicola, algunos pigmentos como las antocianinas se depositan justo debajo
de la epidermis foliar, posiblemente realizando una funcién de fotoprotecciéon. De igual
manera, B. humidicola presenta giros foliares cubiertos por antocianinas segun la incidencia de
sol.

La longitud y el volumen radical de B. humidicola en condiciones control es muy superior al de
B. ruziziensis. Esta condicion puede indicar una ventaja adaptativa de la especie ya que
presenta un gran sistema radical inicial y una vez enfrente la inundacidn este rasgo le permitiria
mantener en mejor condicidn su parte aérea. Una vez sometidas a inundacién, las plantas
forman aerénquima. Bajo condiciones control solo el genotipo B. humidicola presenta
aerénquima, siendo un rasgo constitutivo. Asi mismo en condiciones de inundacion, el genotipo
B. humidicola forma una barrera extendida de suberina con mas del 80% de células suberizadas.
En contraste, B. ruziziensis solo exhibe deposiciones parciales en algunas células, presentando
menos del 50% de células suberizadas. Nuestros resultados indican que el gran nivel de
tolerancia a inundacién exhibido por B. humidicola es asociado con incrementos en la
formacidn de aerénquima en la raiz, aumentos en las deposiciones de suberina en la OPR y a la

induccidon de mecanismos de fotoproteccién en hojas.
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