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Trifolium resupinatum mantiene la floracion y la eficiencia de la
simbiosis micorricica arbuscular bajo exceso hidrico
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RESUMEN

1. La deficiencia de foésforo, el estrés hidrico y la presencia escasa de leguminosas en la cuenca del Rio
Salado (Buenos Aires) son factores que limitan la producciéon de forraje y, por lo tanto, la actividad ganadera
regional. Trifolium resupinatum surge como una alternativa forrajera promisoria.

2. En este estudio se evalud la respuesta adaptativa de T. resupinatum durante la floracién ante condiciones de
exceso hidrico, con énfasis en la movilizacion de fésforo en los tejidos y en la dinamica de su asociaciéon con
hongos micorricicos arbusculares. Se realizé un ensayo en invernaculo con suelo Natracuol tipico, comparando
plantas adultas sometidas a exceso hidrico (nivel de agua 1 cm por encima del suelo) con un control (80% de
capacidad de campo) durante 27 dias.

3. El exceso hidrico redujo la biomasa aérea y radical en 34% y 29%, respectivamente, en relacion con las plantas
control. Las tasas de crecimiento relativo del vastago y de la raiz disminuyeron 25% y 33% respectivamente
bajo dicho estrés, mientras que el largo radical especifico aumentd 48%.

4. Se observo una disminucion en el niimero de hojas por maceta y un aumento del 173% en la concentracién
de fosforo en las raices de las plantas sometidas a exceso hidrico.

5. Los arbusculos disminuyeron 44%, mientras que las vesiculas y las hifas aumentaron 53% y 35%,
respectivamente, bajo exceso hidrico.

6. Implicancias. Estos resultados indican que Trifolium resupinatum desarrolla mecanismos adaptativos que le
permiten tolerar condiciones de exceso hidrico en un Natracuol tipico, posicionandola como una alternativa
forrajera viable para la region de la cuenca del Rio Salado.

[Palabras clave: trébol persa, estrés hidrico, absorcion de fésforo, colonizacion micorricica arbuscular]

Abstract. Trifolium resupinatum maintains the flowering and the efficiency of arbuscular mycorrhizal
symbiosis under water excess

1. Phosphorus deficiency, water stress and the low frequency of legumes in the Salado River basin (Buenos
Aires) affect forage production and, thus, livestock activity. Trifolium resupinatum L. may be considered a
promising forage alternative.

2. This study evaluated the tolerance of Trifolium resupinatum at the flowering stage to water excess, focusing on
phosphorus mobilization in plant tissues and on the dynamics of its association with arbuscular mycorrhizal
fungi. A greenhouse trial was conducted in pots with typical Natracuol soil, comparing adult plants subjected
to waterlogging (water level 1 cm above the soil surface) with a control (80% of field capacity) for 27 days.

3. Waterlogging reduced shoot and root biomass by 34% and 29%, respectively, compared to control plants.
Relative shoot and root growth rates decreased by 25% and 33%, respectively, under this stress, while specific
root length increased by 48%.

4. A decrease in the number of leaves per pot and a 173% increase in root phosphorus concentration were also
observed under waterlogging.

5. Arbuscules decreased by 44%, while vesicles and hyphae increased by 53% and 35%, respectively, under
waterlogging.

6. Implications. These results indicate that Trifolium resupinatum develops adaptive responses that allow it
to tolerate water excess in typical Natracuol soils, positioning it as a viable forage alternative for the Salado
River basin region.

[Keywords: persian clover, water stress, phosphorus uptake, arbuscular mycorrhizal colonization]
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INTRODUCCION

Los pastizales templados de la cuenca del
Rio Salado (Buenos Aires) estan dominados
por gramineas y son una region clave para
la cria de ganado bovino en el pais. Los
suelos presentan una deficiencia marcada
de nutrientes —sobre todo, fosforo (P)—,
problemas de salinidad o sodicidad y
atraviesan periodos que alternan entre el
exceso y el déficit hidrico. Estas condiciones
limitan el crecimiento vegetal (Mendoza et al.
2016; Segui 2020) y, por ende, la producciéon
forrajera de la zona. Ante un escenario de
cambio climatico global, los periodos bajo
estrés hidrico son cada vez mas frecuentes y
de mayor severidad. En estas situaciones, las
plantas estan sometidas a eventos extremos en
diferentes estadios de su crecimiento. Ademas,
la cuenca se caracteriza por una baja presencia
de leguminosas, en parte como consecuencia
de un pastoreo poco controlado (Jacobo et
al. 2006), lo que afecta la calidad del forraje.
Esta problematica es coincidente entre los
pastizales templados a nivel mundial (Nguyen
2022; Smith et al. 2023). Por lo tanto, se necesita
buscar nuevas especies de leguminosas que
se adapten a las condiciones de estrés de la
cuenca del Rio Salado a fin de aumentar la
produccioén forrajera en la zona. La bibliografia
establece que Trifolium resupinatum L. —trébol
persa— es una leguminosa adaptada a climas
templados (Spara 2001). Esta especie posee
un rapido crecimiento y calidad forrajera,
y ademas presenta cierta capacidad de
adaptacion a suelos inundados (Gibberd
and Cocks 1997; Gibberd et al. 2001). Dichas
caracteristicas convierten a T. resupinatum en
una especie con posible potencial forrajero para
la cuenca. Los estudios previos se centraron
en evaluar la tolerancia de T. resupinatum en
estadios tempranos del crecimiento (plantulas)
o en estado vegetativo (Gibberd and Cocks
1997; Gibberd et al. 2001). Por esta razén, es
necesario enfocar el estudio de la tolerancia
de T. resupinatum ante exceso hidrico en
suelos de la cuenca y en una etapa mas
avanzada del desarrollo, como, por ejemplo,
la floracion. En esta etapa, la planta ya no
prioriza el crecimiento vegetativo, sino que
ocurren cambios metabolicos y nutricionales
destinados a la reproduccion que podrian
modificar la tolerancia de dicha especie,
reduciendo asi su capacidad de supervivencia
ante estrés segtin lo descrito por Striker y
Colmer (2017).

El exceso hidrico modifica las propiedades
del suelo y, por lo tanto, altera el crecimiento
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y lanutriciéon mineral de las plantas (Mendoza
et al. 2005; Konnerup et al. 2018; Enkhbat et
al. 2023). Uno de los principales efectos del
exceso hidrico es la reduccion del oxigeno
en el suelo (Colmer and Voesenek 2009); en
este caso, la raiz es el érgano mas afectado
(Striker and Colmer 2017; Konnerup et al.
2018; Dalle Carbonare et al. 2023). Otro de los
efectos es reducir la absorcion de nutrientes
(Colmer and Greenway 2011). Sin embargo,
algunas plantas tolerantes al exceso hidrico
pueden incrementar el crecimiento del
tallo y la absorcidon de nutrientes (Garcia
and Mendoza 2008; Colmer and Voesenek
2009), dependiendo si el nivel de fertilidad
edéfica permite sustentar las demandas que
genera el crecimiento. La disponibilidad de
P suele aumentar en suelos inundados por la
reduccion de hierro y aluminio, que liberan el P
previamente adsorbido (Tian et al. 2017; Garcia
et al. 2008; Garcia 2021). Asimismo, frente
a este estrés, las plantas adoptan diferentes
estrategias anatomicas y morfoldgicas tanto
en vastago como en raices (Gibberd et al.
2001; Mendoza et al. 2005; Antonelli et al.
2019; Enkhbat et al. 2022). En leguminosas
tolerantes se ha informado el aumento del
largo radical especifico y el desarrollo de
raices adventicias; estas estrategias favorecen
la absorcion de nutrientes y el crecimiento de
la planta (Garcia et al. 2008; Enkhbat et al. 2022;
Basavaraj et al. 2024). Asimismo, la formacion
de aerénquima en las raices es otra estrategia
clave que facilita la difusién de gases entre
los 6rganos de la planta y contribuye a su
tolerancia (Striker and Colmer 2017; Konnerup
et al. 2018).

El exceso hidrico también puede afectar
la relaciéon entre las leguminosas y los
microorganismos del suelo asociados a sus
raices (Mendoza et al. 2005; Garcia et al. 2008;
Loo et al. 2022). En particular, la asociacion
de leguminosas con hongos micorricicos
arbusculares (HMA) es interesante dada
la importancia de este grupo fungico en la
nutricién vegetal — con énfasis en la nutricion
fosforada—, asi como su rol en la tolerancia
ante diferentes condiciones de estrés (Smith
and Read 2008; Chippano et al. 2021; Garcia
2025). Diversos estudios demostraron que
el exceso hidrico puede reducir o inhibir de
forma parcial la colonizacion de las raices por
HMA (Mendoza et al. 2005; Fougnies et al.
2007; Garcia 2025). Esta respuesta varia segtin
el nivel de colonizacién radical previo al inicio
del estrés, la especie vegetal, las caracteristicas
quimicas del suelo y la duracion y la frecuencia
del estrés hidrico al que estan expuestas las
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raices de las plantas (Mendoza et al. 2005;
Fougnies et al. 2007; Garcia and Mendoza
2014; Orchard et al. 2016).

Laimportancia de los HMA en el desarrollo,
la nutricion y la adaptacion de las plantas a
diferentes condiciones ambientales hace
indispensable estudiar el efecto del exceso
hidrico sobre la simbiosis entre T. resupinatum
y la comunidad de HMA especifica de cada
suelo. Aunque el exceso hidrico es un
factor ambiental critico que puede afectar
negativamente la colonizacion micorricica,
hasta donde hemos podido investigar, no
se reportaron estudios que analicen su
impacto sobre la colonizacion radical de T.
resupinatum.

Otro factor relevante y poco estudiado es el
efecto del exceso hidrico sobre la nutricion
fosforada en plantas de T. resupinatum.
Comprender los efectos del exceso hidrico
sobre el crecimiento de T. resupinatum
—con énfasis en la etapa de floracion—, la
nutricién fosforada y la simbiosis con HMA
es fundamental para evaluar la capacidad
adaptativa de esta especie frente a un evento
de estrés hidrico y de forma integral. Ademas,
es clave para entender como podria verse
afectada la formacién de flores y el posterior
desarrollo de semillas, aspectos primordiales
en el estudio de la permanencia de la especie
en un determinado ambiente.

El objetivo del presente trabajo fue estudiar
la respuesta adaptativa de T. resupinatum en
la etapa de floracion ante el exceso hidrico, la
movilizacion de P en tejidos y la dinamica de
la asociacion con HMA, con el fin de evaluar su
tolerancia fisiologica ante estrés hidrico en una
etapa del desarrollo de mayor susceptibilidad,
y asi generar pautas que permitan analizar la
factibilidad de dicha especie como un nuevo
recurso forrajero para la cuenca del Rio
Salado. Se proponen las siguientes hipotesis:
1) el exceso hidrico disminuye el crecimiento
de T. resupinatum en la etapa reproductiva y
conduce a cambios morfologicos en el vastago
y en el sistema radical que facilitan la absorcion
de nutrientes, y afecta negativamente la
formacion de flores, y 2) la colonizacién por
HMA disminuye en las raices de T. resupinatum
ante el exceso hidrico.

MATERIALES Y METODOS

Diserio experimental

Se recolectaron muestras de suelo de un
pastizal natural en la cuenca del Rio Salado

(Chascomus, Buenos Aires) entre 2 y 12 cm
de profundidad, en julio de 2023. El suelo
fue clasificado como Natracuol tipico y
presentaba las siguientes caracteristicas:
pH=9.4, conductividad eléctrica=3.5 dS/m,
P disponible=4.7 mg/kg, C organico=1.60%,
N organico=0.15% y porcentaje de sodio
intercambiable=46.5%. Segun la relacion
entre la conductividad eléctrica y el Na
intercambiable, el suelo es clasificado como
sodico-no salino. El suelo se secé al aire y luego
se tamizo6 con una malla de 2 mm de didmetro
de poro. Se llenaron un total de 15 macetas
sin drenaje (0.8 L) con 740 g de suelo. En ellas
se sembraron 5 semillas pre-germinadas de
T. resupinatum. El ensayo comenzd el 16 de
agosto de 2023. Las macetas se regaron a diario
con agua desionizada a fin de mantener la
humedad cercana a la capacidad de campo.
Las mismas fueron ubicadas de manera
aleatoria en mesadas moviles dentro del
invernaculo, bajo condiciones controladas
de humedad y temperatura. La temperatura
media diurna fue 30+4 °C; lanocturna, 1943 °C;
la humedad relativa promedio fue 65+15%; el
fotoperiodo, 10-12 h y la intensidad luminica
fue 900-1300 pmol.m™2.s" (dias soleados) y
400-700 pmol.m?.s! (dias nublados) durante
el periodo experimental.

Transcurridos 53 dias de crecimiento luego
de la siembra, se cosecharon 5 macetas
iniciales (T0). Después, 5 de las 10 macetas
restantes se inundaron con agua desionizada,
manteniendo el nivel de agua 1 cm por encima
de la superficie del suelo (tratamiento: exceso
hidrico), mientras que las otras 5 macetas se
mantuvieron cerca del 80% de la capacidad
de campo (tratamiento: control). Las plantas
de ambos tratamientos se cultivaron durante
27 dias adicionales y luego se las cosechd (Tf).
Las plantas control se encontraban en etapa
de floracion luego de 8 dias de tratamiento
hidrico; las plantas bajo exceso hidrico, luego
de 14 dias de iniciado el tratamiento hidrico.

Crecimiento y morfologia vegetal

Las plantas se cosecharon separando vastago
y raiz. En cada cosecha se cuantificaron las
siguientes variables morfoldgicas: en vastago,
el niimero de flores/maceta, el niimero de
hojas/maceta y la altura del tallo principal
(cm). En raices se midio el largo radical (m).

Se determino el largo y la superficie radical
através de imdgenes escaneadas y procesadas
con el programa Imagen]. Se calculd el largo
radical especifico como los metros de raiz por
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gramo de peso seco radical (Chippano et al.
2020). La biomasa radical se separé en dos
porciones: una se seco en estufa y la otra se
destino a la medicién de la colonizacién por
HMA. La biomasa de vastago y raiz remanente
se secaron en estufa a 70 °C durante 48 h a fin
de determinar el peso seco del vastago (PS
vastago) y de la raiz (PS raiz) producido en
cada tratamiento.

Se calcularon las tasas de crecimiento
relativo de vastago (TCRv) y raiz (TCRr) de
las plantas pertenecientes a los tratamientos
control y exceso hidrico durante los 27 dias de
tratamiento. Dicho calculo fue obtenido con la
Ecuacion 1, segiin Mendoza et al. (2005).

TCRi=(InPS,-In PS,) / (tf - t0)
(Ecuacién 1)

donde i representa la variable usada (PS
de vastago o raiz), tf es el periodo total de
crecimiento (dias) desde la germinacion (80
dias), t0 es el periodo inicial de crecimiento
de 53 dias en capacidad de campo. PS es el
peso seco del vastago y la raiz, (tf-t0) es la
diferencia entre el periodo total y el periodo
inicial de crecimiento (27dias). Para comparar
los tratamientos, se asumié que la tasa de
crecimiento diaria fue constante durante el
periodo de 27 dias del tratamiento.

Medicién de P en tejido vegetal

El vastago y sistema radical se molieron por
separado y se emplearon en la determinacion
de la concentracion de P en tejido. Cada
tejido se digirié en una mezcla de acido
nitrico-perclérico (3:2) para determinar la
concentracion de P (Jackson 1958). Se calculd el
factor de translocacion a partir de la Ecuacion
2, descrita por Mendoza et al. (2015).

FT = Concentracion de P en el vastago /
Concentracion de P en la raiz
(Ecuacion 2)

Se calcularon dos eficiencias de la nutricion
fosforada entre tratamientos: a) contenido
total de P por unidad de peso seco radical, y
b) peso seco de vastago por el contenido total
de P (Garcia et al. 2008).

Colonizacion por HMA

La parte radical destinada a la medicién de
la colonizacion por HMA se tind siguiendo la
metodologia descrita por Phillips y Hayman
(1970). Veinticinco fragmentos de raices fueron
montados en un portaobjeto a fin de medir
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el largo radical colonizado de la muestra
bajo microscopio 6ptico con un aumento de
200x (McGonigle et al. 1990). Las variables
evaluadas fueron el porcentaje de colonizacion
micorricica arbuscular (CM%), y de las
diferentes estructuras intra- e interradicales,
la colonizacién por arbusculos (CA%), por
vesiculas (CV%) e hifas (CH%). Dado que
los arbuisculos constituyen el principal sitio
de intercambio de nutrientes entre la planta
y los HMA, se determind la eficiencia de la
simbiosis micorricica arbuscular mediante la
relacion contenido P vastago:%Arbusculos (Di
Bella et al. 2019).

Indice de susceptibilidad (IS)

Para todas las variables medidas se estim¢ el
indice de susceptibilidad (IS). Se calcul6 con la
Ecuacion 3, segan Hiler et al. (1972).

IS =1 - (planta bajo estrés / planta control)
(Ecuacién 3)

Si el valor del indice es positivo, el
tratamiento produce una disminucion en el
valor de la variable evaluada con respecto
a su valor control, indicando asi un efecto
negativo en la planta frente al tratamiento.
Si el valor del indice es negativo, entonces el
tratamiento produce un aumento en el valor
de la variable evaluada con respecto a su valor
control, indicando un efecto positivo frente al
tratamiento.

Andlisis estadistico

Las medias se compararon a través de
la prueba t de Student (P’0.05). Antes, se
comprobaron los supuestos de normalidad y
homogeneidad de varianza. Se calcularon los
coeficientes de correlacion de Pearson a fin de
cuantificar la asociacion entre variables. Para
el analisis estadistico de los datos, se empleo
el Programa INFOSTAT version 2019.

ResurTADOS

Crecimiento y morfologia vegetal

El exceso hidrico provocé una disminucion
de 34% en el PS del vastago y 29% en la
biomasa radical, en relacion con las plantas
control (Tabla 1). La relacidon vastago:raiz
no evidencié diferencias significativas entre
los tratamientos evaluados. Las TCR de
vastago y raiz disminuyeron 25% y 33%,
respectivamente, en las plantas bajo exceso
hidrico, en comparacion con las plantas control
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Tabla 1. Efecto del exceso hidrico sobre el crecimiento y morfologia de Trifolium resupinatum luego de 27 dias de
tratamiento. PS vastago: peso seco de vastago. PS raiz: peso seco de la raiz. TCRv: tasa de crecimiento relativo de
véstago. TCRr: tasa de crecimiento relativo del sistema radical. IS: indice de susceptibilidad. Los valores corresponden
alamedia + error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos segtin la prueba t de
Student (n=5) (P<0.05). IS=1-(plantas ante exceso hidrico/plantas control). ns: efecto no significativo (P>0.05).

Table 1. Effect of water excess on growth and morphology of Trifolium resupinatum under a 27-day period of treatment.
PS vastago: shoot dry mass. PS raiz: root dry mass. TCRv: shoot relative growth rate. TCRr: root relative growth rate.
IS: susceptibility index. The values correspond to the mean + standard error. Different letters indicate significant
differences between treatments according to the Student t-test (n=5) (P<0.05). SI=1-(stressed plant/control plant). ns:
non-significant effect (P>0.05).

Variables Plantas Plantas con IS Efecto del P
control exceso hidrico exceso hidrico

PS vastago (g) 1.63+0.09a 1.07+0.17b 0.34 - 0.02
PS raiz (g) 0.49+0.03a 0.34+0.04b 0.29 - 0.02
Vastago:raiz 2.92+0.53a 3.16 +0.30a ns 0.70
TCRyv (1/dia) 0.07+0.02a 0.05+0.01b 0.25 - 0.03
TCRr (1/dia) 0.04+0.002a 0.03+ 0.003b 0.33 - 0.02
Largo radical (m) 51.79+3.38a 55.24+8.70a ns 0.72
Largo radical especifico (m/g) 106.53+5.06b 157.29+14.40a -0.48 + 0.01
Superficie radical (cm?) 42.89+5.17b 66.15+1.53a -0.55 + 0.01
Ntimero de flores/maceta 29.40+4.02a 24.00+0.55a ns 0.25
Numero de hojas/maceta 87.80+3.83a 54.60+4.18b 0.38 - 0.0004
Altura del tallo principal (cm) 28.76+2.91a 26.76+1.68a ns 0.57

(Tabla 1). Sin embargo, se observ correlacion
positiva entre la TCR y el PS del vastago
(r=0.99; P=0.0001), y negativa entrela TCR y el
PS delaraiz (r=0.99; P=0.0001). El largo radical
no mostrd diferencias significativas entre los
tratamientos estudiados. Sin embargo, el
exceso hidrico aumento 48% el largo radical
especifico y 55% la superficie radical, con
respecto a las plantas control. La morfologia
de la planta fue afectada por el exceso hidrico
en una de las tres variables analizadas. El
numero de hojas por maceta disminuyd
38% en las plantas bajo exceso hidrico, con
respecto a las plantas control (Tabla 1). No

se observaron diferencias significativas en el
numero de flores por maceta y en la altura
del tallo principal, entre los tratamientos
analizados.

P en tejido vegetal

El exceso hidrico aumentdé 173% la
concentracion de fosforo (P) en la raiz con
respecto al tratamiento control (Tabla 2).
No obstante, la concentracion de P en la raiz
correlacion6 negativamente con el PS de la raiz
(r=-0.75; P=0.012) y con la TCR de la raiz (r=-
0.75; P=0.012). Por otro lado, la concentracion
de P en el vastago de las plantas sometidas

Tabla 2. Efecto del exceso hidrico sobre la absorcién de fésforo (P) y la colonizacién por hongos micorricicos arbusculares.
CM: colonizacién micorricica arbuscular, CA: colonizacién por arbusculos, CV: colonizacién por vesiculas y CH:
colonizacién por hifas en plantas de Trifolium resupinatum durante 27 dias de tratamiento. FT: factor de translocacion.
IS: indice de susceptibilidad. Los valores corresponden a la media + error estandar. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos segtin la prueba t de Student (n=5) (P<0.05). IS=1 - (plantas bajo exceso hidrico/plantas
control). ns: efecto no significativo (P>0.05).

Table 2. Effect of water excess on phosphorus (P) uptake and arbuscular mycorrhizal fungi colonization. CM: arbuscular
mycorrhizal colonization, CA: arbuscule colonization, CV: vesicle colonization, CH: hyphae colonization in Trifolium
resupinatum plants under 27-day period of treatment. Translocation factor (FT) and susceptibility index (IS). The values
correspond to the mean + standard error. Different letters indicate significant differences between treatments according
to the Student t test (n=5) (P<0.05). IS=1 - (stressed plant/control plant). ns: non-significant effect (P>0.05).

Variables Plantas Plantas con 1S Efecto del P
control exceso hidrico exceso hidrico

P vastago (%) 0.16+0.01a 0.14+0.03a ns 0.46
P raiz (%) 0.11+0.01b 0.31+0.03a -1.73 + 0.0002
FT 1.60+0.26a 0.43+0.09b 0.73 - 0.003
P total/PS raiz (mg/g) 6.76+0.64a 7.26+0.77a ns 0.95
PS vastago/P total (g/mg) 0.50+0.02a 0.50+0.10a ns 0.64
CM (%) 84.85+2.53a 90.23+1.58a ns 0.11
CA (%) 50.89+2.01a 28.62+2.35b 0.44 0.0001
CV (%) 30.21+2.67b 46.17+1.19a -0.53 + 0.0006
CH (%) 17.07+1.95b 23.09+1.54a -0.35 + 0.04
Eficiencia de la simbiosis 0.05+0.03a 0.04+0.01a ns 0.14

(mg P/arbuisculos)
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a exceso hidrico no presentd diferencias
significativas en comparacion con las plantas
control (Tabla 2). El factor de translocacion
de P (FT) disminuy¢ 73% en las plantas bajo
exceso hidrico. De igual manera, la cantidad
total de P absorbido por unidad de biomasa
radical (P total/PS radical) y la biomasa de
vastago producida en funcién del P absorbido
(PS vastago/P total) no reflejaron diferencias
significativas entre los tratamientos estudiados
(Tabla 2). Si se observaron correlaciones del P
total/PS radical y del PS véastago/P total con el
largo radical (r=-0.75, P=0.012 y r=0.63, P=0.05,
respectivamente).

Colonizacion por HMA

El exceso hidrico no afect6 el porcentaje
de colonizacién total, pero si modifico el
porcentaje de colonizacion de las estructuras
intrarradicales analizadas (CA, CV y CH).
El exceso hidrico disminuy6 un 44% la
colonizacion por arbtisculos en relacién con
las plantas control. No obstante, los valores
de CV y CH aumentaron ante el exceso
hidrico un 53% y 35%, respectivamente,
en comparacion con las plantas control.
En cambio, la eficiencia de la simbiosis no
mostro diferencias significativas entre ambos
tratamientos estudiados (Tabla 2). Se encontrd
una correlacion positiva entre la eficiencia de
la simbiosis y la concentracion P en el vastago
(r=0.73; P=0.017).

Discusion

Trifolium resupinatum en etapa de floracion
ha mostrado capacidad de adaptacién ante
un periodo de exceso hidrico de 27 dias en
un suelo sodico de la cuenca del Rio Salado.
Si bien la biomasa del vastago y de la raiz
disminuyeron bajo dicho estrés, el drgano
mas afectado fue el vastago, a diferencia de lo
establecido antes en la bibliografia (Mendoza
et al. 2005; Striker and Colmer 2017; Konnerup
et al. 2018). La disminucion del tejido vegetal
ante exceso hidrico se conlleva con una menor
tasa de crecimiento relativo del vastago y del
sistema radical; en ambos casos son tasas
positivas, lo que indicaria que no hubo muerte
de ambos tejidos —en especial, en el sistema
radical —por anoxia en el ambiente edéafico.
Este aspecto es de suma relevancia, dado que
T. resupinatum, al encontrarse en floracion,
no priorizaria el crecimiento vegetativo,
sino la asignacion de recursos energéticos
a reproduccion, pudiendo asi mantener el
numero de flores ante exceso hidrico.
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En cuanto a las modificaciones en el
sistema radical, T. resupinatum bajo exceso
hidrico mantiene valores de largo radical
semejantes a las plantas control. Sin embargo,
dichas raices presentan mayor largo radical
especifico y superficie radical. Se postula que
las mencionadas modificaciones le permitirian
a la planta aumentar la superficie de contacto
con el suelo, pudiendo asi incrementar la
absorcion de nutrientes ante estrés hidrico. Las
modificaciones descriptas en el sistema radical
de T. resupinatum coinciden con resultados
previos en diversas especies (Garcia et al.
2008; Elzenga et al. 2010).

Las plantas control y las plantas bajo exceso
hidrico alcanzaron valores semejantes de
eficiencia tanto de produccion de biomasa del
vastago (PS vastago/P total) como de absorcion
de P (P total/PS radical). El incremento del
largo especifico y superficie radical en las
plantas de T. resupinatum ante exceso hidrico
consiste en una estrategia que les permitiria
mantener la eficiencia de absorcion de P,
en comparacion con las plantas control. En
mayor medida, parte del P absorbido se
concentra en el sistema radical, y en menor
medida, es translocado hacia vastago, lo cual
se asocia con un menor crecimiento (menor
tasa de crecimiento relativo del vastago) bajo
exceso hidrico. Mds aun, ante dicho estrés, el
incremento significativo de la concentraciéon
de P en el sistema radical resultaria de la
combinacién de una disminuciéon en el
crecimiento radical y del mantenimiento de
la eficiencia de absorcién de P en las plantas
inundadas, asi como el incremento de la
disponibilidad del P registrado usualmente
en suelos inundados (Mendoza et al. 2005;
Garcia et al. 2008; Tian et al. 2017). Este
resultado coincide con trabajos previos de
Lotus tenuis bajo inundacion en suelos salino-
sodicos (Mendoza et al. 2005; Garcia et al. 2008;
Garcia 2021).

Conrelacion al vastago, si bien en las plantas
sometidas a exceso hidrico, el niimero de hojas
por maceta disminuye y la altura del tallo
principal es igual al registrado en las plantas
control, el nimero de flores no muestra
diferencias entre las plantas control y ante
estrés hidrico. La estrategia de T. resupinatum
ante exceso hidrico consistiria en aumentar la
superficie radical de absorcion de nutrientes
y translocar dichos nutrientes y el carbono
preferentemente hacia el vastago, a fin de
poder sostener la etapa de floracién. Este
hallazgo se contrapone al efecto adverso de
la inundacién sobre la etapa de floracion en
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diversas leguminosas tales como Medicago
sativa, Vicia faba, Pisum sativum y Lupinus
albus, en las cuales se registré un cese de la
floracién o la muerte de flores recientemente
abiertas (Barta 1980; Pampana et al. 2016).
Sobre la base de los resultados obtenidos
en el presente trabajo, la primera hipdtesis
propuesta se rechaza de manera parcial.

El exceso hidrico en el suelo conduce
a condiciones de anoxia dadas por el
desplazamiento del oxigeno por parte del
agua (Konnerup et al. 2018). Especificamente
en la zona radicular, el exceso de agua llena
los poros del suelo y el intercambio de gases
entre la atmdsfera y el suelo se ve restringido
(Colmer and Voesenek 2009); esto resulta en
hipoxia (baja concentracion de O,) y posterior
anoxia (ausencia de O,) en las raices de las
plantas (Colmer and Voesenek 2009). Dichas
condiciones afectan el crecimiento de las
plantas y las relaciones simbidticas que
pueden establecer con microorganismos del
suelo (Smith and Read 2008). En el caso de
los HMA, la colonizacién radical puede verse
afectada de forma negativa por la inhibicion de
la germinacion de las esporas en un ambiente
edafico andéxico. En consecuencia, la red
miceliana es menor y, por ende, disminuye el
contactoentreel sistemaradical ylacomunidad
de HMA (Diagne et al. 2020). En particular, en
el caso de T. resupinatum, la colonizacion total
(CM%) no fue afectada en las raices bajo exceso
hidrico. Dicho hallazgo podria asociarse con
un mantenimiento de la comunidad fungica
dentro de las raices de T. resupinatum, a
fin de evitar un ambiente edafico anoxico.
Resultados similares se registraron en Lofus
tenuis en suelos salino-sddicos de la cuenca
(Garcia et al. 2008). Por otra parte, el desarrollo
fangico intraradical fue afectado por el exceso
hidrico, incrementando tanto la colonizacién
por vesiculas (CV%) como por hifas (CH%).
Las vesiculas constituyen estructuras fiungicas
asociadas con la resistencia y la supervivencia,
y pueden soportar el crecimiento de hifas
intercelulares cuando las condiciones
ambientales resulten adecuadas para el
crecimiento vegetal (Smith and Read 2008).
En el presente trabajo, el incremento de la
colonizacion por vesiculas bajo exceso hidrico
mostraria la tendencia de los HMA a invertir
mas energia en el desarrollo de estructuras
de reserva necesarias para la supervivencia.
En este sentido, el mantenimiento de
la colonizacién radical (CM%) seria el
resultado del incremento en la colonizacién
por vesiculas como por hifas, pudiendo

las raices de T. resupinatum contribuir a la
conservacion de la comunidad de HMA ante
un evento de inundacién. Dichos resultados
son coincidentes con registros previos en
Lotus tenuis (Garcia et al. 2008; Garcia 2021).
Los resultados obtenidos permiten rechazar
la segunda hipoétesis propuesta.

Otro aspecto para destacar del presente
estudio es el mantenimiento de la eficiencia
de la simbiosis (mg P/arbuisculos) bajo exceso
hidrico, a pesar de la disminucion de la
colonizacién por arbusculos. Los arbusculos
constituyen el sitio de intercambio por
excelencia de nutrientes y carbono entre la
comunidad de HMA vy la planta (Smith and
Read 2008). Por lo tanto, una disminucion
en la colonizacion por arbusculos permitiria
hipotetizar cambios en la funcionalidad de
la simbiosis ante estrés hidrico. En nuestro
estudio, las hifas intraradicales podrian actuar
también como sitio de intercambio, segtin lo
describieron Ryan et al. (2003), de forma tal
que contribuirian a mantener la colonizacién
y la funcionalidad de la simbiosis bajo estrés
hidrico. Asimismo, la eficiencia de la simbiosis
micorricica arbuscular se encuentra asociada
de manera positiva a la concentraciéon de P en
el vastago. Teniendo en cuenta la disminuciéon
de la colonizacién por arbusculos y la no
diferencia en la eficiencia de la simbiosis entre
las plantas control y ante exceso hidrico, seria
necesario llevar a cabo estudios especificos que
permitan dilucidar el rol de la comunidad de
HMA en el crecimiento y lanutricion fosforada
de T. resupinatum en etapa reproductiva y ante
exceso hidrico.

Trabajos previos reportaron que las raices
de T. resupinatum se encontraban noduladas
ante condiciones de buen riego e inundadas
(Gibberd et al. 2001; Denton et al. 2002). En
el presente trabajo no se observaron nédulos
en las raices de T. resupinatum en ningun
tratamiento. Esto permite hipotetizar que
esta especie no logrd establecer una relacion
simbidtica con los rizobios nativos presentes
en el suelo ensayado. Sera necesario plantear
futuros ensayos en los cuales las semillas de
T. resupinatum sean inoculadas previamente
con bacterias fijadoras de nitrégeno, a fin de
evaluar los posibles cambios en la nodulacién
ante exceso hidrico.

Trifolium resupinatum en etapa de floracion
tolera el exceso hidrico en condiciones
controladas a partir de modificar el sistema
radical. Esto le permite mantener la eficiencia
de absorcién de P y la producciéon de biomasa
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aérea. Un aspecto clave es mantener la etapa
de floracién bajo inundacidén, lo cual le
confiere una ventaja como posible recurso
forrajero para la cuenca. Ademas, bajo estrés,
esta especie mostr6 capacidad de albergar a
la comunidad nativa de HMA en sus raices,
pudiendo también ser considerada como
especie trampa de dicho grupo fangico. Se
destaca la necesidad de validar los resultados
obtenidos en ensayos a campo a fin de evaluar
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la adaptabilidad agrondmica de T. resupinatum
en escenarios productivos reales.
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