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Resumen

En pasturas mezcla las gramineas y leguminosas compiten por agua, pero las habilidades competitivas no dependen solo de
sus diferentes capacidades de absorcion, sino también de sus capacidades para la regulacion de las pérdidas de agua por
disminucién de la conductancia estomatica. Esto se refleja en una menor discriminacion isotdpica de C (A). En este trabajo
se estudiaron los cambios en el contenido hidrico (CH) y de A de plantas de trébol blanco en una pastura puray de trébol
blanco, lotus y festuca en una pastura mezcla durante un ciclo invierno-primaveral en un experimento localizado en el sur de
Uruguay. De invierno a primavera ocurrié un descenso de CH para festuca y trébol blanco en ambas praderas, pero el
declive de A ocurri6 en todas las especies. En primavera existié una relacion lineal entre Ay CH para trébol blanco y festuca,
demostrando que A fue un buen indicador del estatus hidrico. También se encontraron relaciones entre Ay varias variables
climaticas, dado que las mismas se relacionaron con cambios en la disponibilidad o en la demanda hidrica. Debido a la
competencia que ejercid la graminea por agua, el valor de A de trébol blanco fue menor en la pastura mezclay el rendimiento
también disminuy®. Por tanto, el uso de A puede resultar Util para evaluar el impacto del déficit hidrico en la productividad y en
los cambios de composicion floristica de praderas mezcla, ya que este indicador es capaz de integrar el estatus hidrico de las
especies vegetales.
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Summary
Water Status and **C Isotope Discrimination in Two Conventional Pastures
of Uruguay

Grasses and legumes in a mixed pasture compete for water, but their competitive ability depends not only on their different
absorption capacity, but also on their capacity to regulate water loss by decreasing stomatal conductance. This is reflected in
a smaller carbon isotope discrimination (A). In this work we studied the changes in water content (WC) and A in a pure white
clover pasture and in a mixed sward of white clover, lotus and tall fescue, for a winter-spring cycle in an experiment located in
southern Uruguay. From winter to spring, WC decreased for fescue and white clover in both pastures, but A declined in all
species. In spring there was a linear relationship between A and WC for white clover and fescue, showing that A was a good
indicator of water status. We also found relationships between A and several climatic variables, showing that they were
indicators of changes in water availability or water demand. Due to the grass competition for water, the A value of white clover
was lower in the mixed sward, and yield also decreased. Therefore, A can be a useful tool to assess the impact of water deficit
on the productivity and botanical composition of mixed grasslands, because this index is a proxy the water status of plants.
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Introduccion

La produccion animal intensiva de Uruguay esta basada
principalmente en pasturas mezcla de gramineas y legu-
minosas (Rebuffo et al., 2006). Esta fuente de forraje pre-
senta ventajas ya que la variedad de especies presentes
mejora la captura de los nutrientes (Connolly et al., 2009) y
delaluz (Thornley, 2001), ademas de que las leguminosas
no solo fijan nitrdgeno (N) del aire sino que también lo trans-
fieren alas gramineas (Mallarino et al., 1990). Una desven-
taja, sin embargo, es la competencia interespecifica por
agua, lo cual puede afectar la produccién de materia seca
de lamezclay la sobrevivencia de alguna de estas espe-
cies (Marriott, 1988), por lo cual en situaciones de déficit hidrico
las estrategias de tolerancia de dichas especies pueden jugar
un rolimportante en su sobrevivencia (Kramer, 1983).

Una de estas estrategias para evitar el estrés hidrico es
reducir las pérdidas de agua por transpiracion. Esta capa-
cidad esta diferentemente desarrollada entre especies y
genotipos; por ejemplo en situaciones de baja disponibilidad
hidrica o de alta demanda atmosférica se ha encontrado
una mayor reduccion de la conductancia estomatica en las
gramineas Festuca arundinacea y Lolium multiflorum que
en las leguminosas Trifolium repens, Medicago sativa y
Macroptilium atropurpureum (Lucero et al., 2000; Suriya-
godaetal., 2011; Lazaridou et al., 2013). Otro mecanismo
para evitar el estrés que se acciona en condiciones de
déficit hidrico es la capacidad de crecimiento diferencial de
laraiz (Kramery Boyer, 1995), la cual esta mas desarrolla-
da enlas gramineas que en las leguminosas, originando la
estructura radical mas ramificada y profunda de las prime-
ras, que optimiza la captura de agua. Debido a estas des-
ventajas se ha constatado que el trébol blanco es un débil
competidor por agua cuando crece en mezcla con grami-
neas, sobre todo en periodos de déficit hidrico (Sanderson
etal., 2005) donde incluso puede hasta desaparecer de la
pastura.

Una de las metodologias de evaluacion del estatus hidri-
co vegetal es a través del anélisis de la composicion isoto-
pica de carbono (C), que se expresa en términos de 6 °C
en unidades de partes por mil 0 %. (Werner et al., 2012). La
misma se basa en que cuando las plantas no tienen limitan-
tes hidricas mantienen sus estomas abiertos, por lo cual la
tasa de ingreso de CO, a la plantasera maxima. Bajo estas
condiciones, el CO, de la cavidad estomatica estara enri-
quecido en *2C respecto al aire, ya que el isotopélogo pesa-
do (**CO,) presenta una menor velocidad de difusion que el
liviano (*CO,) (Farquhar et al., 1989). Ademas, durante la
fotosintesis de plantas C3 la enzima carboxilante RUBIS-
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CO también discrimina en contra del isétopo pesado (*C).
En cambio, cuando hay déficit hidrico los estomas se cie-
rran, cesa el flujo de CO, y la enzima RUBISCO utiliza una
mayor proporcion de **C (Briiggemann et al., 2011). Por lo
tanto, las plantas C3 tienden a enriquecerse en **C a medi-
da que aumenta el nivel de déficit hidrico. Estas relaciones
entre el valor de 6"*C de la plantay su estatus hidrico han
sido Utiles para revelar los mecanismos que permiten a las
distintas especies ajustar su metabolismo para competir
mejor y sobrevivir en determinados ambientes (Ehleringer
y Cooper, 1988; Ehleringer, 1993).

Otro indice isotopico estrechamente relacionado con el
anterior es la discriminacion isotopica de C (A), que indica
el cambio de abundancia relativa de **C (*C/**C) entre el
sustrato y el producto. En este caso, el sustrato es el CO,
del aire y el producto es el fotosintato en el material vegetal.
La ventaja de usar este indice con respecto al anterior, s
que compensa por la diferencia de la composicion de is6to-
pos que pueda ocurrir en la fuente, como es el caso de la
atmosfera en las Gltimas décadas. Este indice se relaciona
con 6 °C através de la siguiente ecuacion (Werner et al.,
2012):

A = 5 are 3 planta [l]
1 + 5 planta
donde:
8,10Y 0,1, SON la cOMposicion de *C en valores del

aire y planta respectivamente.

Uno de los modelos mas utilizados para describir el
cambio de A enfuncién del fraccionamiento isotopicos du-
rante la fotosintesis de especies C3 es el desarrollado por
Farquhar et al. (1982). En su forma mas simple se expresa
como:

A=a+ (b-a)c/c, [2]
donde a es el fraccionamiento de C que ocurre durante la
difusion de CO, en el aire (4,4 %o), b es el fraccionamiento
neto causado durante la carboxilacion, principalmente por
la discriminacion de la RUBISCO (aproximadamente
27 %), y c/c,es larelacion de presion parcial entre el CO,
intercelular y ambiental (Ehleringer, 1993). Aligual que para
0 °C, existe una relacion entre estatus hidricoy A, pero en
este caso la misma es positiva, ya que al aumentar la dis-
ponibilidad hidrica también aumenta la discriminacion de la
planta contra *CO,,

Con respecto a los métodos directos de evaluacion del
estatus hidrico, la composicion de is6topos de carbono
(6 BC) y la discriminacion respecto a la atmdsfera (A)
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tienen la ventaja de proporcionar un valor integrado en el
tiempo. Ambos indices isotopicos varian en funcién de pa-
rametros climéticos relacionados con el déficit hidrico. Por
ejemplo, los incrementos de irradiancia (Brugnoliy Farqu-
huar, 2000), temperatura del aire (Panek y Waring, 1995;
Wang, 2003) y déficit de la presion de vapor atmosférico
(Panek y Waring, 1997) influyen directamente en la dinami-
ca de la conductancia foliar y conllevan a un incremento de
oBC y a una disminucion de A (Farquhar et al., 1989).
Asimismo, se ha documentado la existencia de unarela-
cién negativa entre 6*C foliary la disponibilidad hidrica (Swap
et al., 2004). También se han establecido relaciones en
gradientes de humedad del suelo desde sitios altos relativa-
mente secos a sitios bajos relativamente hiimedos (Ehle-
ringery Cooper, 1988).

Tal como lo predice la férmula [1] se han encontrado
relaciones lineales positivas entre Ay ¢/c,, que se han
verificado para escalas de tiempo que incluyen meses,
semanas (Farquhar et al., 1989) y minutos (Evans et al.,
1986). Esta relacion lineal no se sostiene sin embargo, para
grupos funcionales vegetales con baja conductancia del
mesodfilo (Barbour etal., 2010). También se han encontrado
relaciones positivas entre A y otros indicadores de disponi-
hilidad hidrica, como el nivel de disponibilidad de aguaenel
suelo (Tsialtas et al., 2001).

Varios estudios han mostrado ademés una fuerte corre-
lacion entre la composicion isotopica de C y la eficiencia de
uso del agua (Farquhar et al., 1989; Akhter y Monneveux,
2012) lo que ha llevado a la generalizacion, que en ocasio-
nes no se cumple (Seibt et al, 2008), de que las plantas
mas eficientes en el uso del agua deberian tener valores de
A menores. Estos procesos han sido estudiados en esca-
las que van desde el nivel de hoja hasta el de ecosistemas
(Farquhar etal., 1982; Schuster etal., 1992; Tsialtas et al.,
2001; Ehleringery Cook, 1998). La mayoria de los estudios
en ecosistemas se han centrado en los forestales y desier-
tos y existe una carencia de informacion para las praderas
(Chenetal., 2007, Gémez-Guerrero et al., 2013).

Uno de los pocos trabajos que reportan valores de A en
praderas mezcla es un estudio realizado por Caldeira etal.
(2001); ellos reportaron que las especies que crecieron sin
restriccion hidrica en mezcla presentaron mayores A que
las mismas especies en monocultivo. Ademas sugirieron
que en esas praderas mezcla habrian primado mecanis-
mos sinérgicos de facilitacion y complementacion entre
especies debido a que la mayor cobertura del suelo evitaria
pérdidas de agua por evaporacion y percolacion.

A pesar de laimportancia que tienen las pasturas mez-
cla en la produccion agropecuaria de Uruguay, no hay su-
ficiente informacion de como responden las especies inte-
grantes de la misma al estrés hidrico. Por tanto, el objetivo
del presente trabajo fue estudiar en una pastura mixta de
gramineas y leguminosas tipica de la produccion lechera
de Uruguay a) el cambio durante un ciclo de crecimiento
invierno-primaveral de Ay del estatus hidrico, y su relacion
con algunas variables climaticas; b) la modificacion de es-
tas tendencias cuando el trébol blanco crece sin competen-
cia; y c) la evolucion de la sobrevivencia y productividad de
estas especies en la pradera mixta y pura. Nuestras hipote-
sis fueron (i) que la graminea de la mezcla tendria valores
de A menores (menor discriminacion de *C) y mejor esta-
tus hidrico; y (i) que existen diferencias en estos parame-
tros tanto entre las distintas leguminosas de la mezcla como
entre trébol blanco puro y mezcla debido a las diferentes
habilidades de estas especies y a la variabilidad de condi-
ciones de competencia.

Materiales y métodos

Este trabajo se realiz6 sobre una pradera sembrada en
mayo de 2006 con una mezcla trébol blanco (Trifolium
repens, L.), lotus (Lotus corniculatus, L.) y festuca (Festu-
ca arundinacea, Schreb). El sitio estaba localizado en la
zona sur de Uruguay (35° de latitud S) sobre un suelo que
de acuerdo a la clasificacién de los Estados Unidos es un
Typic Argiudoll, y de acuerdo a la clasificacion de Uruguay
un Brunosol editrico tipico. Las mediciones se realizaron en
2007 en dos zonas contiguas entre si: en la pradera men-
cionada, denominada pradera mezcla (PM), que mantenia
las tres especies originalmente sembradas, y en otra zona
aledafia, denominada pradera pura de trébol blanco (PP),
que se encontraba dominada Unicamente por esta especie.
Los contenidos de Cy N organico del suelo fueron de 25,0
y26,3gkgt,y 2,3y2,2gkg?, paraPMy PP, respectiva-
mente.

Ambas praderas fueron manejadas bajo pastoreo rota-
tivo y las cosechas de forraje (cortes) se realizaron antes
del ingreso de los animales al area (cuando las plantas
tenian una altura de entre 25y 35 cm). Se realizaron cuatro
cortes (30/8, 24/9, 19/10, 21/11) por zona; en cada cose-
cha se cortaron al azar cuatro areas de 11,5 m?(1,15m
ancho*10 mlargo) a una altura de 5 cm del suelo. De cada
area de corte se peso el total de material fresco y luego de
este se submuestred de 1 a 1,5 kg para determinar el ren-
dimiento de materia seca (MS). Las submuestras se seca-



4 Berriel V, Mori C, Perdomo C

ron a 60 °C hasta peso constante, previa separacion de
cada especie de lamezcla.

El estado hidrico de las plantas al momento de cada
corte se estimd a través de su contenido de agua (CH) el
cual se expres6 como porcentaje del peso fresco (Chen et
al. 2007):

seco

CH = (Pfresco_PﬂOJ % 100 3
Pfrmo
donde:
P, .o €5 €l peso frescoy P es el peso seco de la

muestra en gramos.

Luego del secado las muestras fueron molidas primero
utilizando un molino de cuchillas fijas y méviles (Marconi
MA-580) y luego un molino rotatorio (SampleTek 200 vial
Rotator). Cada muestra fue pesada en capsulas de estafio
e introducidas en un analizador elemental Flash EA 1112
acoplado a un espectrémetro de masa Thermo Finnigan
DELTAplus (Bremen, Alemania), donde se determiné la
abundancia natural de *C. La precision (desviacion estan-
dar) de la determinacion fue de 0,3 %o. La relacion isotpica
se expresd en notacion delta () en partes por mil 0 %o:

13 R muestra

3°cC [Rﬁm 1J><1000 n

Para el clculo de la A en la ecuacion [1] se us6 un valor
de 6°C para el aire (sustrato) de - 8 %o.

Todas las mediciones isotdpicas de **C fueron con res-
pecto al estandar PDB.

El déficit de vapor del aire atmosférico (DPV) se estimo
como:

DPV=e_-e, [5]

donde:
e,y e, son las presiones de vapor de saturacion y
actual del aire, respectivamente.
Asuvez, e_se estimd con la formula de Tetens (1930)
T A

& = N c( AT T ) [6]
donde:

T es latemperatura media (°C) y e es la base del logarit-
mo natural (2,71828183), mientras que e, se estimo a partir
de la humedad relativa (HR) y e_a través de la formula de
Allenetal. (2006):

e,=HR*e_/100 7
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El porcentaje de agua disponible del suelo en las distin-
tas fechas de muestreo se obtuvo de la estimacion que
realiza la Unidad GRAS del Instituto Nacional de Investiga-
cion Agropecuaria de Uruguay (INIA) en base a datos de
balances hidricos de resolucion 30 x 30 km (INIA, 2007).

Analisis estadistico

La existencia de diferencias de CHy A entre especies
dentro de PM se analizaron por ANOVAy comparacion de
medias por el Test de Tukey utilizando un disefio completa-
mente aleatorizado con cuatro repeticiones. Las compara-
ciones entre trébol blanco PP y PM para estos mismos
parametros se analizaron por el Test T de comparacion de
medias. Se ajustaron ademas modelos de regresion para
describir la variacion de CHy A entre ellas y de cada una
de estas con respecto al tiempo para cada especie. Para
evaluar la existencia de diferencia de pendientes entre Ay
tres variables climaticas (consideradas por separado) se
utilizé un modelo ANCOVA, considerando Especie como
variable clasificatoria y la variable climatica como continua.
Todos los analisis se realizaron con el paquete estadistico
SAS 9.2 (SAS Institute, Cary, NC) utilizando los Procedi-
mientos GLM y TTEST.

Resultados

Variaciones de contenido hidrico y discriminacion
isotdpica de carbono

De acuerdo a lo esperado, los menores valores prome-
dio de Ty DPV se registraron en agosto previo al primer
corte, mientras que los mayores ocurrieron en octubre-
noviembre, previo a la Gltima cosecha (Figura 1A). Por otra
parte, los mayores niveles de lluvia se registraron en el
periodo previo al segundo y tercer corte, en el mes de
agosto (Figura 1B). De acuerdo con esto, la disponibilidad
hidrica en el suelo fue méxima en invierno y luego decrecié
durante el resto del periodo (Figura 1B), con valores méaxi-
mos y minimos de 95y 55 %, respectivamente.

La evolucién de CH y A de todas las especies en la
mezcla reflej6 los cambios climéticos, ya que como mues-
tran los modelos de regresion cuadratica ajustados (Figu-
ras 2y 3), ambos parametros tendieron a incrementarse
entre el primer y segundo corte, y luego decrecieron. Los
maximos valores de CH se alcanzaron el 3 de octubre para
trébol blanco mezclay puro, y el 14 de octubre para festuca.
La excepcion de esta tendencia fue el lotus, que tuvo los
mayores valores en el Gltimo corte, en el mes de noviem-
bre. En cambio, los valores de A estuvieron de acuerdo a
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Figura 1. Evolucién de las variables climéticas para el sitio y periodo de estudio. En Ase
indican los valores de déficit de presion de vapor atmdsferico diario y la temperatura media del
aire diaria. En B se representan los valores de precipitacion diaria y la disponibilidad hidrica

mensual del suelo.

lo esperado en todos los casos alcanzandose los maxi-
mos valores el 22 'y 29 de setiembre para trébol blanco
mezclay puro respectivamente, el 30 de setiembre para
lotus y el 2 de octubre para festuca.

Lamayor disminucion de CH entre el segundo y cuarto
corte se registro en festuca y casi no vario en lotus (Figura
2), mientras que en ese periodo las mayores disminucio-
nes de A también ocurrieron en festuca y a diferencia de
CHenlotus (Figura 3). La caida de trébol blanco en ambos
parametros fue menos marcada.

Los resultados de los andlisis de varianza (ANOVA)
dentro de cada corte en la mezcla revelaron que aunque
los valores de CH tendieron a ser mayores en trébol blanco
que en festuca, no hubo diferencias estadisticamente signi-
ficativas (Figura 2). Las posiciones relativas de lotus mos-
traron un comportamiento erratico fluctuando entre cortes.
En el caso de A, en cambio, los mayores valores fueron
para lotus (Figura 3), mientras que en trébol blanco PM
esta variable fue significativamente inferior a festuca en los
dos primeros cortes de primavera y similar a esta grami-
neaen el primer (invierno) y Gltimo corte.
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Figura 2. Evolucion del contenido hidrico (CH) en el periodo de evaluacion para diferentes especies de
leguminosas y gramineas. Las relaciones entre CHy fecha fueron: y=-0,008x? + 633,64x -1x107 (R?= 0,7504)
para festuca; y=-0,0032x?+ 251,92x - 5x10° (R?= 0,9558) para trébol blanco (TB) en la pradera mezcla (PM)
e y=-0,008x2 +633,64x + 1x10" (R?=0,7504) para TB en la pastura pura (PP). Todos los coeficientes lineales
y cuadraticos de las ecuaciones incluidas en la figura fueron significativos a P<0,0001. En el caso de lotus no
se encontrd una ecuacion de regresion que describiera los cambios de CH con respecto al tiempo. Para una
misma fecha, medias con una letra minGiscula comtn no fueron significativamente diferentes de acuerdo al Test
de Tukey (P< 0,05), medias con una letra mayudscula comdn no fueron significativamente diferentes de
acuerdo al Test T de comparacion de medias (P<0,05). El Test de Tukey se utilizé para comparar especies
dentro de PM mientras que el Test T fue usado para comparar TB en PMy PP.

Dentro de trébol blanco (PP vs PM) existieron diferen-
cias estadisticamente significativas de CH en el segundo y
tercer corte (Figura 2), pese a que los valores de CH en PP
fueron superiores en todos los muestreos. Existieron, tam-
hién, diferencias estadisticamente significativas de A entre
trébol blanco PP y PM, siendo los valores mayores en PP
(Figura 3). La excepcion fue el primer muestreo, cuando la
demanda atmosférica fue baja. En esta especie, conside-
rando en forma conjunta PP y PM durante todo el periodo
de evaluacion, existid una relacion lineal significativa entre
A'y CH. Cuando se analiz6 esta relacion por separado
para distintos periodos, se observo que la misma fue lineal
solo en los tres cortes de primavera (Figuras 4 Ay B) pero
no lo fue en invierno. Algo similar ocurrié en festuca, aunque
los valores de A de trébol blanco fueron inferiores a los de
festuca para iguales valores de CH. Enlotus, en cambio,

estas variables no se correlacionaron linealmente en nin-
gun corte.

Relaciones entre variables climaticas y A

Se encontr6 una fuerte relacion lineal negativa entre Ay
DPV para todas las especies (Cuadro 1). EIANCOVA evi-
denci6 que la pendiente de esta relacion no difirid significati-
vamente entre especies sino que estas funciones solo se
diferenciaron en el intercepto. Por lo tanto, todas las espe-
cies mostraron incrementos similares de A ante el descen-
so de DPV.

Existié también en todas las especies evaluadas una
relacion cuadratica entre Ay T media (Cuadro 1), aunque
esta relacion sélo fue estadisticamente significativa en trébol
blanco PP y PM, donde ademas estas relaciones fueron
muy similares, difiriendo levemente sélo en el intercepto. En
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Figura 3. Evolucion de la discriminacion isotdpica de **C (A) en el periodo de evaluacion para diferentes
especies de leguminosas y gramineas. Las relaciones entre Ay fecha fueron; y=-0,0011x?+ 84,015x +
2x10° (R?=0,8978) para festuca; y= 0,001x2 + 78,178x - 2x10°% (R*=0,9525) para lotus; y=-0,0005x2 +
39,057x - 768.374 (R?= 0,9424) para trébol blanco (TB) en la pradera mezcla (PM) y y=-0,0005x2 +
41,938x + 825.158 (R?=0,9029) para TB en la pastura pura (PP). Todos los coeficientes lineales y
cuadraticos de las ecuaciones incluidas en la figura fueron significativos a P<0,01. Para una misma fecha,
medias con una letra mindscula comdn no fueron significativamente diferentes de acuerdo al Test de
Tukey (P<0,05), medias con una letra mayuscula comtn no fueron significativamente diferentes de
acuerdo al Test T de comparacion de medias (P<0,05). EI Test de Tukey se utiliz6 para comparar
especies dentro de PM mientras que el Test T fue usado para comparar TB en PMy PP.

las otras dos especies, en cambio, las diferencias en el
intercepto fueron mayores. Por derivacion se determing
que para festucayy lotus la maxima A ocurrié a temperatu-
ras de 12,7 °C, mientras que para trébol blanco en PP y
PM este maximo se dio a 13,3y 12,0 °C. Por lo tanto, la
méxima A ocurriria a una temperatura muy similar entre
especies, aunque este dato debe considerarse con cautela
debido a que en ese rango no existieron observaciones. En
primavera, en cambio, se observo una relacion lineal nega-
tivaentre Ay T media (Cuadro 1), la cual fue significativa
para todas las especies. El valor de A se correlaciond
positivamente con las lluvias en las tres especies; esto era
esperado, ya que al aumentar la disponibilidad hidrica se
incrementa la conductancia estomatica (Cuadro 1).

Evolucion de la materia seca

El rendimiento de MS de trébol blanco en PMy PP fue
similar en los tres primeros cortes, pero el de PM fue infe-
rior en el cuarto corte (Figura 3). Esto se debid a que el
rendimiento de esta especie se incrementé a medida que
se sucedieron los tres primeros cortes tanto en PP como
en PM, mientras que en el cuarto corte el rendimiento de-
crecio6 solo en PM pero continu6 ascendiendo en PP.

En PM la evolucion del rendimiento de festuca fue simi-
lar al de trébol blanco pero su contribucion al rendimiento
total fue muy inferior, excepto en el Gltimo corte donde festu-
cay trébol blanco contribuyeron de modo similar. Durante el
periodo analizado, lotus mostrd poco cambio de productividad
y su contribucion al rendimiento de la mezcla fue muy baja.
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Figura 4. Relacion entre contenido hidrico (CH) y discriminacion isotdpica de *C (A) para
diferentes especies de leguminosas y gramineas en primavera (A) y en invierno (B). La
relacion entre Ay CH para trébol blanco fue y=0,215x+0,558 (P<0,007) mientras que para
festuca fue y=0,222x+3,132 (P<0,001). No se encontraron relaciones entre estas variables
para lotus en primavera ni para ninguna especie en invierno.

Discusion

Lavariacion de CHy A entodas las especies, tanto en
PP como en PM, fue la esperable ante cambios de dispo-
nibilidad hidrica (Figuras 2 y 3). Cuando la disponibilidad de
agua disminuyo (Figura 1B), CHy A tendieron a decrecer.

Generalmente, la competencia entre plantas vecinas incre-
menta esta caida de CHy A (Smedley et al., 1991). Algu-

nos de los procesos que pueden originar la disminucion de
A son la disminucién de la conductancia estomética de
CO, (Caldeira etal., 2001), de la conductancia del mesdfilo
(Seibtetal., 2008) o de la tasa fotosintética (Smedley et al.,
1991). En este estudio parece mas probable que el primer
proceso fuera la causa del descenso de A en ambas pra-
deras, ya que la concentracion de N de las especies estu-
diadas no varié (datos no mostrados) por lo cual la tasa
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Cuadro 1. Ecuaciones de regresion encontradas entre discriminacion isotdpica de **C (A) y tres variables climéaticas
independientes consideradas por separado. Estas variables fueron el déficit de la presion de vapor (DPV), la temperatura
media (T media) y la lluvia. Las regresiones se estimaron para tres especies forrajeras; una de ellas (trébol blanco) en cultivo
puro (PP) y mezcla (PM)y las otras dos (lotus y festuca) solo en la pastura mezcla (PM). Estas relaciones fueron estimadas

para todo el periodo de evaluacion (agosto a noviembre).

DPV (kPa) T media (° C) Lluvia (mm)
Especie y pastura Ecuacién Ecuacién R? Ecuacion R?
Todo el periodo (agosto a noviembre)
Trébol blanco (PP)  y=-3,01x + 21,43 0,80 y=-0,09%2 + 2,34x + 7,52 0,90 y=0,01x + 19,50 0,57
Trébol blanco (PM)  y=-3,46x + 21,14 0,91 y=-0,10x2 + 2,37x + 7,17 0,96 y=0,01x + 19,12 0,45
Festuca (PM) y=-4,03x + 21,93 0,58 NSs NCs y=0,02x + 18,74 0,82
Lotus (PM) y=-4,34x + 22,64 0,75 NS NC- y=0,02x + 19,56 0,75
Ancovat
Fuente de V (GL) P F de V (GL) P
DPV2 <0,0001 Lluvia <0,0001
especie <0,0001 NC? especie <0,0001
DPV*especie NS Lluvia *especie 0,019
Primavera (setiembre a noviembre)
Trébol blanco (PP) ~ Y=-3,54x +21,71 0,98 y=-0,79x + 33,36 0,99 y=0,01x + 18,84 0,97
Trébol blanco (PM) Y= -3,76x + 21,30 0,95 y=-0,85x + 33,81 0,97 y=0,01x + 18,24 0,94
Festuca (PM) y=-5,63x + 22,77 0,95 y=-1,23x - 40,98 0,93 y=0,02x + 18,20 0,95
Lotus (PM) y=-5,62x + 23,35 0,98 y=-1,28x +42,35 0,97 y=0,02x + 18,78 0,98
Ancoval
Fuente de V P Fuente de V P FdeV P
DPV <0,0001 T media <0,0001 Lluvia <0,0001
especie <0,0001 especie <0,0001 especie 0,006
DPV*especie <0,0001 DPV*especie <0,0001 Lluvia *especie <0,0001

fotosintética no habria sido afectada, aunque tampoco se
puede descartar una disminucion en la conductancia del
mesdfilo. De todas formas, independientemente del meca-
nismo involucrado, la informacion aportada por la variacion
de A revelé que el patrén de uso de agua de todas estas
especies se volvio mas conservador a causa de la dismi-
nucion del agua en el suelo y del aumento de la demanda
evaporativa (Figura 1).

Dentro de PM el orden observado de A reflej6 el estatus
hidrico esperado de especies forrajeras en situacion de
competencia, ya que en los dos primeros cortes de prima-
vera (cortes 2y 3) los valores de festuca fueron superiores
alos de trébol blanco, posiblemente la especie mas sensi-
ble ala sequia (Figura 3). Es posible que en el primer corte
esas diferencias de A no se hubieran expresado porque no
existieron condiciones de deficiencia hidrica, mientras que
en el tltimo corte esta deficiencia pudo haber sido tan gran-
de que incluso las plantas de festuca se vieron forzadas a

reducir su conductancia estomatica. La excepcion fue lotus,
que no varid significativamente sus valores de A durante el
periodo de estudio, y present6 en el dltimo corte los mayo-
res valores de este pardmetro, aunque es posible que la
muy baja proporcion de esta leguminosa en la mezcla (en-
tre 6,2y 0,3 %) haya influido en los resultados.

Pese a que tanto festuca como trébol blanco disminuye-
ron su conductancia estomatica durante el periodo de ma-
yor estrés hidrico (octubre y noviembre), igualmente no
lograron evitar pérdidas de agua (Figuras 2y 3). Lotus en
cambio demostrd tener mayor tolerancia al estrés hidrico,
yaque ladisminucion de A en esta especie no estuvo acom-
pafiada por cambios de CH, lo cual sugiere que fue mas
efectiva en la regulacion de cierre estomatico. Nuestros re-
sultados son compatibles ademas con los obtenidos por
Signorelli etal. (2013), quienes al aplicar un estrés hidrico
severo observaron que trébol blanco disminuy6 mas tem-
pranamente la conductancia estomatica que lotus, mientras
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que las pérdidas de agua se registraron mas tardiamente
en lotus que en trébol blanco. Ademas encontraron que la
conductancia estomatica basal fue significativamente ma-
yor en trébol blanco que en lotus.

Por otro lado las diferencias de A en trébol blanco PPy
PM estarian indicando la existencia de fenémenos de com-
petenciainterespecifica por agua disponible en el sueloenla
pastura mezcla (Smedley et al., 1991), que limitaron su
disponibilidad hidrica y causaron un déficit hidrico adelanta-
do en PM con respecto a PP. En el Ginico corte en que no
existio diferencia significativa de A entre esta misma espe-
cie cony sin competencia interespecifica fue en el primero,
cuando la disponibilidad hidrica fue méximay la demanda
atmosférica fue minima (Figura 1). Por tanto, las diferencias
de A entre trébol blanco PP y PM observadas en este
experimento fueron causadas por diferentes disponibilida-
des hidricas, lo cual determind a su vez diferencias en la
EUA de esta especie en PMy PP (Hagh-Jensen y Scho-
joerring, 1997). Estos resultados estan de acuerdo con lo
reportado por otros investigadores (Ma etal., 2012) en cuan-
to aque los valores de A de las hojas de plantas que forman
parte de una comunidad son indicadores de su disponibili-
dad hidrica, incluso para intervalos de tiempo como los de
este experimento (Ehleringer y Cooper, 1988). En nuestro
caso el parametro isotopico A permitio diferenciar, excepto
en el muestreo de invierno, entre el estatus hidrico de trébol
blanco en PPy PM, lo que no fue posible usando el CH
(Figura 3). Sin embargo, Caldeira et al. (2001) encontraron
mayores valores de A cuando las especies crecian en
mezcla que en praderas puras, pero esta discrepancia se
debid a que en ese estudio se trabajo sin deficiencia hidrica
y ademas las especies y clima fueron diferentes.

A diferencia de lo observado para A, CH no permitié
diferenciar entre el estatus hidrico de trébol blanco crecien-
doen PPy PM entodo el periodo de primavera. Para trébol
blanco y festuca en primavera, en cambio, existio una rela-
cion positiva entre estos parametros, es decir, a mayor CH
mayor discriminacion de **C (Figura 4A) lo que sugiere
que ambas variables guardan una relacion similar con el
estatus hidrico. La existencia de relaciones entre estas va-
riables también ha sido reportado por otros autores (Chen
etal., 2007; Ma et al., 2012). Ademas, se han reportado
buenas relaciones entre Ay otros indices de estado hidrico
vegetal, como el potencial hidrico foliar o de tallo (Santeste-
banetal., 2012), o el contenido relativo de agua foliar (de
Souzaetal., 2005). Estas relaciones refuerzan alin mas la
hipdtesis de que A es un buen indicador del estatus hidrico
delaplanta.

Agrociencia Uruguay

Las relaciones encontradas entre Ay varias variables
climaticas (déficit de la presion de vapor, temperatura media
y lluvia) fueron superiores cuando se considerd solo el perio-
do de primavera (Cuadro 1), lo cual sugiere que durante el
invierno la disponibilidad hidrica (Figura 1B) no fue limitante
para el crecimiento del cultivo debido en parte a la baja
demanda atmosférica. Esto habria determinado la ocurren-
cia de altos valores de c/c, y por ende, una baja actividad
fotosintética durante ese periodo. La correlacion negativa
encontrada entre Ay el déficit de la presion de vapor (DPV)
tanto en todo el periodo como en primavera concuerda con
el hecho de que a mayor DPV se reduce la conductancia
estomatica (Oren etal., 1999) y larelacion c/c, (Panek y
Waring, 1997) provocando que A descienda (Farquhar et
al., 1989; Ehleringer, 1993; Barbour y Farquhar, 2000).

Latendencia cuadratica observada en invierno entre Ay
temperatura media (Cuadro 1) es similar a la encontrada
entre fotosintesis y temperatura cuando este proceso esta
limitado por la Rubisco (Bernacchi etal., 2009), aunque las
temperaturas a las que se maximizd A (12,6 °C, en prome-
dio para estas especies) fueron inferiores a las reportadas
para maximizar la fotosintesis (aproximadamente 25 °C).
Este mismo tipo de relacion entre Ay temperatura fue re-
portada por Wang (2003) para otras especies como
Bothrichloa ischaemun, Lespedeza davurica y Artemisia
gmelinii. EI mecanismo podria estar vinculado con la re-
duccion de la conductancia estomatica que se produce cuan-
do la temperatura foliar aumenta por encima del 6ptimo
(Panek y Waring, 1995), aunque la temperatura tiene ade-
mas otros efectos directos en el pH de las hojas y en la
actividad de numerosas enzimas incluyendo la Rubisco
(Bernacchi et al., 2009) que también provocarian cambios
en Atanto por debajo como por encima del 6ptimo.

Por otro lado, la correlacion lineal positiva entre Ay llu-
vias sustenta las conclusiones de otros investigadores (Mur-
phy y Bowman, 2009; Ma et al., 2012) de que las restriccio-
nes hidricas provocan disminuciones tanto en la conduc-
tancia estomatica como en la capacidad fotosintética (Hart-
many Danin, 2010).

La caida de rendimiento de trébol blanco en PM en el
ultimo corte podria explicarse por la mayor limitacion hidrica
(Hegh-Jenseny Schjgerring, 1997; Lucero et al., 2000) y
por la competencia interespecifica (Suriyagoda et al., 2011),
que determind una disminucion de la tasa fotosintética y/o la
conductancia estomética con respecto a la misma especie
que crecié en monocultivo (Figura 5). Esta problematica de
competencia interespecifica entre gramineas y legumino-
sas es conocida a nivel agronémico en Uruguay, por lo que
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se aconseja limitar la densidad de siembra de gramineas
para no afectar la persistencia de las leguminosas (Formo-
S0, 2012).

En este trabajo no se encontraron relaciones entre Ay
el rendimiento de MS de cada corte, ni tampoco durante
todo el periodo de estudio. Otros autores han reportado la
existencia de relaciones significativas entre estas variables,
pero solo en cultivos puros sin competencia interespecifica.
Las mismas han sido tanto negativas (Barbour et al., 1996;
Lucero et al. 2000) como positivas (Wright et al., 1993;
Johnsony Tieszen, 1993). Es de esperar que estas rela-
ciones también existan dentro de praderas mezcla, pero
van a estar influidas no solo por el estatus hidrico del suelo
sino también por el grado de competencia por este recurso
entre especies.

Estos resultados indican que, contrariamente a o postu-
lado en nuestra hipétesis de trabajo la festuca de lamezcla
no tuvo valores menores de A ni contenidos hidricos ma-
yores gue las leguminosas, pese a su supuesto mayor
control de cierre estomatico y a su mayor capacidad de
absorber agua del suelo. En cambio, si se verificaron dife-
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rencias entre trébol blanco puro y mezcla debido a la com-
petencia con las demés especies de la pradera mixta por
agua.

En conclusion, los cambios de Ay CH de especies de
pasturas mezclas reflejaron cambios de disponibilidad hi-
drica debido tanto a variaciones climaticas estacionales o
eventuales como a variaciones de competencia interespe-
cifica por agua, como se puede apreciar al comparar la
evolucion diferencial de Ay CH en trébol blancoen PPy
PM. Esta diferencia se asocio a su vez a diferencias de
sobrevivencia y productividad entre estas dos pasturas de
trébol blanco, favoreciendo a esta especie en PP que ob-
viamente no sufrio competitividad por agua por las otras
especies de la pastura. La ventaja de utilizar A enlugar de
CH radica en la mayor sensibilidad del primero, el cual
permite integrar el estatus hidrico de las especies en el
tiempo. Por tanto, el uso de este indicador isotopico puede
permitir detectar efectos de cambios de manejo de pastu-
ras en la disponibilidad hidrica de las mismas o diferencias
de adaptacion de variedades de una misma especie en
situacion de competencia.
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Figura 5. Evolucion del rendimiento de materia seca de tres especies forrajeras, una de
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restantes (lotus y festuca) en cuatro fechas de muestreo.
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