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PRÓLOGO 

Este libro se ha realizado en su totalidad con la ayuda inestimable de la Universidad 

Nacional de San Luis, a través de los Proyectos de Ciencia y Técnica, en el marco de los cuales 

se generaron formación de Recurso Humanos, de grado y de posgrado y se produjo 

conocimiento científico publicado en revistas nacionales e internacionales. La problemática 

de Digitaria eriantha, una forrajera sudafricana, introducida en Argentina, implantada en los 

campos de San Luis, usada como recurso ganadero suplementario a los pastizales naturales y 

otras forrajeras implantadas, presentaba un problema de baja tolerancia la frio, por lo cual el 

Ing. Oscar Terenti, investigador de EEA INTA Villa Mercedes, (San Luis), sugirió esta 

problemática como interesante para estudiar y posiblemente lograr su mejora genética. Así se 

plasmaron Proyectos que atendieron a estas problemáticas reales, de los productores de la zona 

sur de San Luis. Los estudios abarcaron un amplio espectro, desde lo morfo-fisiológico hasta 

lo anatómico, el comportamiento frente al estrés, las hormonas implicadas y los mecanismos 

de respuestas involucrados. El cultivo in vitro, la formación de callos para mejora genética, el 

estudio de adaptación a condiciones extremas, etc. Luego de determinar las causas y los 

efectos del estrés en Digitaria eriantha, se incursionó en las asociaciones simbióticas como 

las micorrizas y las bacterias como mitigadoras del estrés. Conjuntamente con la UNSL, se 

trabajó en la temática a través de Proyectos Internacionales, donde se pudo avanzar en estas 

aristas del conocimiento.  

El primer proyecto fue un Proyecto Promocionado Nº 50106, en la antigua FICES 

(Facultad de Ingeniería y Ciencias Económico y Sociales), que se denominó. Estudios 

fisiológicos y moleculares relacionados al estrés por frío en Digitaria eriantha con fines de 

selección, cuya directora fue una Profesora externa la Dra. Guillermina Abdala, perteneciente 

a la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC) y mi coordinación, durante los años 2001 y 

2003. Durante dicho periodo se obtuvieron dos becas una de Estimulo y otra de Iniciación en 

la Investigación que dieron como fruto la Tesina de grado para optar al grado de Ingeniero 

Agrónomo de Andrea Mariela Quiroga, con el tema “Respuestas morfofisiológicas de 

Digitaria eriantha y formación de callos como germoplasma factible para seleccionar plantas 

resistentes al frío” (FICES, 2003) para alcanzar el grado de Ingeniero Agrónomo y las 

pasantías de Investigación de María Soledad Garavaglia, alumna de Ingeniería Agronómica 

en  “Utilización del cultivo in vitro para inducción de callos en Digitaria eriantha (FICES, 

2003) y del Ing. Agr. Nicolás Bridges con el tema Comparación entre dos especies del pastizal 

Digitaria eriantha y Trichloris crinita en relación a sus respuestas al estrés por bajas 

temperaturas y sequía” (FICES, 2003). 

El segundo Proyecto de la UNSL, que aportó conocimiento y profundización sobre la 

temática del estrés abiótico fue el Proyecto Consolidado Nº 50304 (2004-2006): “Estudios 

fisiológicos, moleculares y biotecnológicos del estrés por frió en Digitaria eriantha” con igual 

dirección y codirección del anterior. En el marco de este Proyecto se realizaron  tres tesinas 

de grado, una de Marisa Mariela Garbero sobre “Respuestas moleculares del estrés por frío 

en Digitaria eriantha” (FICES, 2006), otra de Claudia Eliana Escudero con el tema “Cultivo 

in vitro de una gramínea forrajera introducida en Argentina, Digitaria eriantha” (FICES, 

2006) y  la última de Alberto Di Giambatista en el tema “Efecto del estrés por frío y sequía 

en parámetros morfofisiológicos de dos especies forrajeras: Trichloris crinita “nativa” y 

Digitaria eriantha “introducida”. (FICES, 2006), todas para alcanzar el grado de Ingeniero 

Agrónomo. También se ejecutaron Tesis de posgrado como la Maestría en Gestión Ambiental 

de la Prof.  Ada Lucia Giulietti en “Producción-Evaluación Química-Biológica de 

Lombricompuestos a partir de Residuos Pecuarios con la especie Digitaria eriantha como 

protagonista (FICES, 2006). 
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El tercer proyecto que aporto conocimiento, sobre la especie, a este libro fue el 

Proyecto Consolidado Nº 50107(2007-2009) “Mecanismos de regulación del estrés abiótico 

en especies de importancia forrajera y forestal” con mi dirección y la Codirección Dra. 

Guillermina Abdala. Se realizó una Tesis doctoral  en Ciencias Biológicas de la Ing. Marisa 

Mariela Garbero: “Estrés por frío en Digitaria eriantha: forrajera promisoria para zonas 

semiáridas” (UNRC, 2011) y pasantías de investigación  de Maximiliano Sosa, alumno de 

Ingeniería Agronómica en el tema “Preparación de medios de cultivo y siembra de tejidos 

vegetales in vitro en condiciones normales y de estrés abiótico” y de la Lic. Nancy Tavecchio, 

en “Determinación química de prolina en Digitaria eriantha bajo la acción de estrés por 

frío”. 

El cuarto proyecto que contribuyo a este libro fue el Proyecto Consolidado Nº 50107 

(2010-2013): “Mecanismos de regulación del estrés abiótico en las plantas”, con mi dirección 

y la codirección de la. Dra. Guillermina Abdala, de la nueva Facultad de Ingeniería y Ciencias 

Agropecuarias (FICA). Se realizó la Tesina de grado de Romina Osses “Simbiosis Digitaria 

eriantha Steudel var. Mejorada INTA- Azospirillum brasilense. Efectos sobre producción, 

crecimiento y tolerancia a estreses (FICA, 2013), para optar al grado de Ing. Agrónomo. Con 

la incorporación del Proyecto Redes Interuniversitarias IV (2012) “Adaptación de las plantas 

a ambientes adversos: suelos, asociaciones simbióticas y mitigación” en conjunto con las 

Universidad de Valladolid, Universidad de Granada, Universidad de Murcia todas de España 

y Pontificia Universidad Javeriana de Bogotá, Colombia, se incursiónó en la problemática de 

la simbiosis y la mitigación de estrés abiótico en esta especie.  

El quinto proyecto Consolidado Nº2-2914(2014-2017) (FQByF) Adaptación de las 

plantas a ambientes adversos: simbiosis y mitigación, con mi dirección y la codirección del Ms 

Cs. Oscar Terenti, conjuntamente con el Proyecto ICOOP (Proyecto Internacional para el 

desarrollo) CSIC Granada-UNSL “Mitigación del estrés abiótico en Digitaria eriantha por 

asociación simbiótica combinada con micorrizas arbusculares (Rizophagus intrarradices) y 

bacterias promotoras de crecimiento (Actinomicetes) (2015 -2016), se profundizó en el estudio 

de la relación micorriza-Digitaria eriantha y mitigación de los estreses por sequia, frio y 

salinidad.  

En el marco de todos esos Proyectos tanto de Ciencia y Técnica de la Universidad 

Nacional de San Luis, como de los Proyectos Internacionales y como producto de nuestra 

investigación, se produjeron diez publicaciones en revistas indexadas nacionales e 

internacionales, catorce abstracts con presentaciones de trabajos a congresos y ahora este libro 

que trata de resumir las distintas aristas de la investigación.   

Con la convicción que la investigación es la fuente del conocimiento y la producción 

escrita la forma de sociabilizar la información, escribimos este libro para que futuros 

investigadores logren un acercamiento a esta especie sudafricana que vino a Argentina para 

quedarse.  

Agradezco a mis colegas, docentes investigadores y alumnos de Ingeniería Agronómica 

y Ciencias Biológicas, que siempre se acercaron con la intención de aprender y crecer con la 

humildad de los investigadores, hoy autores de este libro.  

 

 

 

Dra.  Hilda Pedranzani  
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CAPITULO 1 

Biotecnología y Mejoramiento Genético de Especies Forrajeras: caso  

Digitaria eriantha cultivar Mejorada INTA 

 

Hilda PEDRANZANI, Sol GARCIA, Magali MAIDANA  

 

Resumen  

 

A través del cultivo in vitro, con la aplicación exógena de hormonas, se puede 

inducir a una planta, a la producción de callos, células somáticas indiferenciadas. Una 

proporción intermedia de auxina y citoquinina promueve su inducción y posteriormente 

la regeneración de órganos. Esto representa una herramienta muy útil, ampliamente 

utilizada, con fines científicos y económicos. DigitariaerianthaSteudelsubesp. eriantha, 

especie forrajera de origen sudafricano y adaptada a la zona semiárida argentina, fue 

regenerada y propagada in vitro con el fin de producir germoplasma de mayor resistencia 

a bajas temperaturas. Diferentes tejidos, medios de desinfección y de cultivo in vitro 

fueron probados. Se logró establecer callos friables los cuales se trasladaron a medio para 

inducción de plántulas lográndose obtener y aclimatar plantas con buen desarrollo radical 

y foliar los cuales fueron mantenidos a 20ºC.  

 

 Palabras Claves: callo, cultivo in vitro, Digitaria eriantha, mejoramiento, selección 

Abstract  

Through in vitro culture, with the exogenous application of hormones, a plant can 

be induced, to the production of calluses, undifferentiated somatic cells. An intermediate 

proportion of auxin and cytokinin promotes its induction (Skoog and Miller, 1957) and 

subsequently organ regeneration. This represents a very useful, manageable tool for 

scientific and economic purposes. Digitaria eriantha Steudel subsp. eriantha, a forage 

species of South African origin and adapted to the Argentine semi-arid zone, was 

regenerated and propagated in vitro in order to produce germplasm of greater resistance 

at low temperatures. Different tissues, disinfection and in vitro culture media were tested. 

It was possible to establish friable calluses which were transferred to seedling induction 

medium, obtaining and acclimatizing plants with good root and foliar development which 

were kept at 20ºC. 

Keey Word: callus, in vitro culture, plant regeneration, selection. improvement 
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INTRODUCCIÓN 

Técnicas biotecnológicas aplicadas a programas de mejoramiento en forrajes 

En los últimos años la biotecnología ha aportado varias metodologías para 

complementar los programas de mejoramiento, como el cultivo de tejidos, la hibridación 

somática, la variación somaclonal y la transgénesis. Esta última resulta muy promisoria, 

especialmente para incrementar la calidad del forraje, persistencia, resistencia a plagas y 

enfermedades, tolerancia a estreses abióticos y para manipular el crecimiento y 

desarrollo. Los marcadores moleculares brindan su utilidad para la identificación y 

selección de caracteres agronómicos complejos. Más recientemente, la genómica permite 

identificar a gran escala genes de interés para su introducción en los forrajes. En lo que 

respecta al cultivo in vitro y la regeneración de plantas se han desarrollado protocolos 

exitosos de regeneración para un amplio rango de especies forrajeras a partir de órganos, 

tejidos y células. La utilización de explantos como embriones, semillas e inflorescencias 

es frecuente para la inducción de callo. Los dos primeros (semillas y embriones maduros) 

poseen la ventaja de hallarse disponibles durante todo el año, aunque si son sexuales 

segregan y no son clones de individuos destacados, por ello se han ideado protocolos 

partiendo de solo semilla. En estos casos se utiliza una semilla o embrión para iniciar una 

línea celular a partir de la cual se realizarán todas las manipulaciones de interés. En   

ocasiones, tratando   de   cumplir   otros   objetivos, se han encontrado resultados para 

micropropagar especies de pastos, como es el caso de Sorghum bicolor y Cenchrus 

ciliaris.  Murty (1992) comprobó que la embriogénesis de   ambas   especies   es   de   alta   

estabilidad   genética, con    una    fácil    respuesta    a    la    regeneración, y    se    obtiene    

un    número    considerable   de   individuos   de   un   explante   inicial. Lolium multiflorum 

se puede propagar con fines      de      producción      de      semillas      y      experimentación, 

ya que se obtuvieron 8 000 plantines de un simple hijo en un período de 3 meses (Dale, 

1984). A través de la embriogénesis somática en Medicago sativa alfalfa en suspensión 

celular, (Brown et al., 1989)   han obtenido 300 000 embriones por un gramo de explante 

en 54 días utilizando un protocolo de ocho pasos. Existen   otros   cultivos   que, aunque   

se   perpetúen   a   través   de   semillas, presentan   serias   dificultades   para   obtener   

en   breve   tiempo una suficiente cantidad de las mismas.  En   la   caña   de   azúcar   se   

han   obtenido   un     alto     coeficiente     de     multiplicación, por lo que se pueden 

regenerar millones    de    vitroplantas    a    partir    de    un    meristemo   en   cuestión   

de   varios   meses (Kosky, 1992).Esta técnica trae consigo un aumento del rendimiento 

entre el 15 y 30% en dependencia del genotipo durante la primera multiplicación en   

campo, dado   fundamentalmente   por   el   incremento   del   número   de   tallos (Santana, 

1994). 
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Tabla 1.1: Técnicas biotecnológicas utilizadas en programas de mejoramiento en gramíneas  

Técnicas  Objetivo  Forrajeras y autores  

Embriogénesis somática y la 

organogénesis 

 (Komatsuda et al., 1993; Ríos et 

al., 2001). 

 

Cultivo de meristemas Minimizar el riesgo de 

inestabilidad genética 

 

Conservación de germoplasma 

 

Micro propagación 

 

 

Lolium y Festuca 

(Dale y Dalton, 1983; Pérez-

Vicente et al., 1993) 

 

Dactylisglomerata 

(Dale y Dalton, 1983). 

 

Cultivo de meristemas para 

eliminar virus, solo o combinado 

con quimioterapia  

Erradicación del virus del 

mosaico del tabaco (TMV). 

 

 

Preservación a largo plazo en 

nitrógeno líquido (-196°C)o el 

almacenamiento a corto plazo en 

condiciones de crecimiento 

limitado 

Gramíneas (Spangenberg et al., 

1998) 

Leguminosas (Yamada et al., 

1991). 

 

Suspensiones celulares Transformación por biolística, 

para la propagación clonal de un 

genotipo determinado y como 

fuente de protoplastos.  

Dactylisglomerata (Horn et al., 

1988), Festucaspp. (Wang et al., 

1993b, 1995; Spangenberg et al., 

1994; Fournier et al., 1996), 

Loliummultiflorum (Wang et al., 

1993a, 1995), Lolium perenne 

(Wang et al., 1993a; 1995), 

Elymus gigantea (Wang et al., 

1996), Paspalumspp (Akashi et 

al., 1993); 

Pennisetumpurpureum (Wan y 

Vasil, 1996), 

Phragmitescommunis (Wang et 

al., 2001a) y Eragrostiscurvula 

(Echenique et al., 2001). 

Protoplastos Obtención de híbridos 

somáticos, 

Se han logrado plantas en 

Festucaspp (Takamizo et al., 

1990; Spangenberg et al., 1994), 

Loliumspp (Wang et al., 1993a, 

1995), Bromusinermis 

(Gamborg et al., 1970), 
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Dactylisglomerata (Horn et al., 

1988), Paspalumdilatatum 

(Akashi y Adachi, 1992)) y Poa 

pratensis(Nielsen et al., 1993)En 

Medicago sativa se obtuvieron 

protoplastos a partir de raíces 

(Xu et al., 1982), de cotiledones 

(Lu et al., 1982) y de hojas 

(Johnson et al., 1981) 

Semillas artificiales solo Permiten la propagación 

vegetativa a gran escala o la 

producción de semilla híbrida 

comercial pero su obtención es 

aún muy laboriosa y los costos 

elevados. 

Alfalfa (McKersie y Bowley, 

1993) donde no se las utiliza a 

nivel comercial 

cultivo de anteras y micrósporas Se utiliza para acelerar el 

proceso de mejoramiento a 

través de la producción de 

haploides. 

EnFestucaarundinacea y 

Festucapratensis (Nitsch y 

Nitsch, 1969; Niizeki, 1977), 

Bromusinermis (Saito et al., 

1973), Dactylisglomerata (Saito 

et al., 1973), Trifoliumalexyrum 

(Mokhtarzadeh y Costantin, 

1978), Medicagodenticulata 

(Zagorska et al., 1990), 

Loliumspp (Bante et al., 1990; 

OpsahlFerstad et al., 1994) y Poa 

pratense (Abdullah et al, 1994). 

 

Un eficiente sistema de producción de haploides por cultivo de micrósporas permite 

obtener alrededor de 10.000 embriones de cebada en tiempos relativamente cortos 

(Kasha, et al., 2001). 

 

Porque técnicas de cultivo in vitro en el mejoramiento genético en forrajeras  

Las técnicas de cultivo in vitro han sido utilizadas en la mejora genética de 

gramíneas, como, por ejemplo, la obtención de callos, su mantenimiento y la 

organogénesis a partir de los mismos, se ha conseguido en muchas especies a partir de 

distintos explantes. Existen ejemplos de utilización de técnicas de cultivos de meristemas 

y yemas en el mantenimiento de ciertas líneas por propagación vegetativa y también se 

ha utilizado para el saneamiento y micropropagación masiva de estas especies. La elevada 

frecuencia de modificaciones genéticas, al obtener callos en estos cultivos, hace que sean 

apropiados para obtener tetraploides y aneuploides, en definitiva, para incrementar la 
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variabilidad genética. Cambios genéticos, que no implican variación en el número de 

cromosomas, también han sido observados y pueden suponer una fuente importante de 

variabilidad. Esta variabilidad ha permitido la selección de líneas de mayor rendimiento 

(Medrano y Pol, 2011). 

El establecimiento y mantenimiento de callos (masas de células indiferenciadas) 

se ha realizado con éxito en distintas especies forrajeras y a partir de diferentes partes de 

la planta. En general es necesaria la adición de hormonas al medio de cultivo (auxinas y 

citoquininas) para estimular la división celular. A partir de los callos, en muchos casos, 

modificando el balance de hormonas puede inducirse la embriogénesis que conduce 

finalmente a la formación de plantas completas. En forrajeras, el establecimiento y 

mantenimiento de callos ha sido obtenido a partir de distintos explantes. El cultivo invitro 

de anteras, que difícilmente permite la obtención de haploides, puede derivar hacia el 

desarrollo de callos, en general a partir del tejido de las paredes de la antera, por lo que 

los callos obtenidos, suelen ser diploides (Pagniez y Demasly, 1979, SivaReddyet 

al.,1985). Similarmente, inflorescencias inmaduras han sido utilizadas para la obtención 

de callos en Agropyron, Andropogon, Bromus y otras especies forrajeras (Lo et al., 1980), 

Lolium, (Dale et al., 1981), Dactylis glomerata (Chen et al., 1982) entre otros. La 

obtención de callos, se ha llevado a cabo con éxito también en inflorescencias maduras, 

(Conger y Donnell, 1983; Sharma et al., 1984) a partir de embriones maduros separados 

del resto de la semilla (Donnell y Conger, 1984) y a partir de tejidos adultos como 

segmento de tallos (Kasperbaner et al., 1979) o secciones de hoja (Hanning y Conger, 

1982). 

Aunque en ciertos casos se ha puesto énfasis en la utilidad de los callos para la 

preservación in vitro, y la propagación vegetativa mediante inducción de embriogénesis 

en la superficie de los mismos, la elevada frecuencia de modificaciones genéticas en estos 

cultivos hace que sean mucho más apropiados para obtener tetraploides y aneuploides, en 

definitiva, para incrementar la variabilidad genética. Parte de la variación observada 

puede ser de origen fisiológico, y desaparecer al llevar las plantas a maceta. Las 

variaciones en el número de cromosomas, son muy frecuentes y en general su frecuencia 

aumenta con el tiempo de mantenimiento, aunque pueden obtenerse tetraploides tras sólo 

dos meses de cultivo. Analizando una muestra de 30 plantas de Lolium perenne 

regeneradas a partir de callos que llevaban dos años de cultivo in vitro, observaron mezcla 

de tetraploides y aneuploides. Cambios genéticos que no implican variación en el número 

de cromosomas también han sido observados y que pueden suponer una fuente importante 

de variabilidad. Esta variabilidad ha permitido la selección de líneas de mayor 

rendimiento en caña de azúcar (Lin y Chen, 1978) y resistentes a ciertas enfermedades y 

ha permitido la obtención de nuevas líneas en híbridos de L. multiflorum - L. perenne 

(Ahloowalia, 1978). 
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Técnicas de cultivo de tejidos aplicadas a la Mejora Genética en Forrajeras 

 La dificultad que estas plantas presentan en el establecimiento y manejo de 

cultivo de tejidos in vitro, puede inducir un desaliento en cuanto a su potencial uso y su 

aplicabilidad. Sin embargo, existen ejemplos de utilización de técnicas de cultivos de 

meristemos y yemas en el mantenimiento de ciertas líneas por propagación vegetativa. 

La utilización de este método de propagación permite eliminar virus y micoplasmas en 

Lolium multijlorum y Dacíylis glomerata (Dale et al., 1980). La obtención de callos, su 

mantenimiento y la organogénesis a partir de los mismos, se ha conseguido en muchas 

especies de forrajeras a partir de distintos explantes. La obtención de poliploides y 

aneuploides, ha sido llevada a cabo en diferentes especies (Dale et al., 1981; Chen et al., 

1982) así como la obtención de líneas seleccionadas. La puesta a punto de estas técnicas 

permite pensar en selecciones por resistencia a infecciones, pestes, etc., como se ha 

conseguido en otras plantas, así como en las grandes posibilidades de utilización de los 

callos en programas de selección por resistencia a ciertas condiciones del medio (medios 

auxotróficos, alta concentración de aminoácidos, etc.) como ha sido llevado a cabo en 

otras especies. El problema de la baja respuesta a las condiciones de cultivo in vitro, 

parece estar relacionado con las características genéticas de este grupo de plantas. Se han 

descripto marcadas diferencias en la respuesta frente al cultivo de tejidos a nivel de 

género, especie y cultivar, así como heredabilidad del tipo de respuesta (Keyes et al., 

1980). 

La selección por respuesta in vitro en varias generaciones ha dado líneas de mejor 

respuesta en cultivos in vitro. A pesar de estar documentado el efecto del genotipo, se 

desconoce por qué ciertos genotipos de una determinada especie responden y otros no. 

La regulación del contenido interno de hormonas, las interacciones hormona externa y 

célula (receptores), y los cambios de estos efectos con la ontogenia, son posibles vías de 

explicación de estas distintas respuestas. Las plantas forrajeras representan una gran parte 

de la superficie agrícola total, y son la base muchos alimentos producidos, por lo que 

juegan un papel fundamental en la alimentación humana. Aunque la hibridación y 

selección clásicas siguen ofreciendo la mayor parte de los logros en el campo de la mejora 

genética, las aportaciones de las técnicas de cultivo de tejidos en este campo, comienzan 

a ser palpables en ciertos casos concretos a pesar de las dificultades que presenta esta 

particular familia de plantas. No cabe duda de que explorar las posibilidades de uso de 

estas técnicas, mejorar los rendimientos de las mismas, y ampliar el número de especies 

y explantes utilizables puede reportar beneficios en la mejora genética de estas plantas 
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La formación de callos a partir de siembra de tejidos in vitro  

La producción de un callo puede considerarse la desdiferenciación de un tejido 

organizado, como ha sido determinado por los cambios observados en la morfología y en 

la actividad metabólica. La formación de un callo a partir de un tejido explantado está 

acompañada por una serie de cambios en el aspecto y en el metabolismo celular, aunque 

la naturaleza precisa de la respuesta a las condiciones de cultivo influida tanto por la 

composición del medio nutritivo como por las características fisiológicas del tejido del 

explante. Los primeros trabajos se realizaron con cortes de tubérculos de tupinambo, en 

los que las primeras divisiones en la superficie de corte estaban muy sincronizadas. La 

división queda restringida inicialmente a las capas periféricas del explante, formándose 

un cambium en la lesión cuyas células se dividen, pero no se expanden apreciablemente. 

Se producen cambios a nivel estructural, lo que refleja una alteración en la actividad 

metabólica de las células. El incremento en la respiración está asociado con un aumento 

del número de mitocondrias y de la actividad de enzimas glicolíticas, como la 

hexoquinasa, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, y de la málica deshidrogenasa. 

Desaparecen los productos de reserva como los gránulos de almidón y la síntesis de RNA 

y proteínas. Con cuatro a seis semanas de cultivo, el tejido explantado podrá haber 

producido su peso en tejido calloso, el cual continuará creciendo si se separa y se pasa a 

un medio nutritivo fresco. En las condiciones nutritivas y hormonales adecuadas, la 

morfología del callo puede describirse como friable (Figura 1.1) (aquella en la que las 

células están asociadas unas a otras de manera relativamente laxa) o compacta (si las 

células se agregan más densamente) (Figura 1.2) Los distintos tipos de callos pueden 

caracterizarse por la diferente composición de sus respectivas paredes, poseyendo los 

callos compactos una proporción mayor de pectinas y hemicelulosas que los de tipo 

friable. 

 

 
Fig. 1.1: Callo Friable Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., especie recalcitrante y apomíctica (Fuente 

: Bernal-Flores et al., 2015) 
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Fig. 1.2: Callo compacto Perezia pinnatifida (Asteraceae) planta medicinal andina (Fuente: Olivera- 

Fernández, et al., 2017) 

Características del crecimiento. 

 El crecimiento de los callos relativamente indiferenciados y de los cultivos en 

suspensión puede cuantificarse de distintas maneras, pero normalmente se expresa como 

el incremento del peso fresco, del peso seco o del número de células en un determinado 

intervalo de tiempo. El modelo general de crecimiento tiene una representación sigmoidal 

en la que puede reconocerse una fase de latencia, en la que no hay división celular o en 

muy pequeña cantidad, una fase en la que la proporción de divisiones alcanza un máximo, 

la fase <<exponencial>>, seguida de las fases lineal y estacionaria, en las que la 

proporción de células en división va disminuyendo gradualmente, prosiguiendo la 

vacuolización. Cada etapa está caracterizada por una serie de rasgos estructurales y 

bioquímicos distintos, pero todo el ciclo de crecimiento es una continuidad de cambios 

fisiológicos y en cualquier momento podrá encontrarse no una población homogénea con 

tipos celulares idénticos, sino un espectro de células con morfología, comportamiento 

químico y complemento genético distintos.  

Iniciación del cultivo de callos 

 La lesión de un tejido vegetal suele tener como consecuencia la iniciación de la 

división celular en el punto de corte o en una zona adyacente a él y si el tejido se explanta 

y se suplementa con una mezcla de sales, vitaminas y reguladores del crecimiento 

(generalmente una auxina y una citoquinina) y una fuente de carbono (normalmente 

sacarosa), la división celular continuará y se formará un callo. Como material de explante 

puede utilizarse con éxito varios tejidos, pero el origen del tejido del explante puede 

ejercer un profundo efecto en el comportamiento del desarrollo posterior del callo. En 

general, los tejidos jóvenes o inmaduros en lo que al desarrollo se refiere como 

hipocótilos, hojas jóvenes, embriones inmaduros o inflorescencias inmaduras han 
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demostrado ser un material de partida apropiado. Para iniciar el cultivo de callos a partir 

de tejido se corta una porción de tejido de la parte más joven de una planta sana y coloca 

en solución de inmersión en etanol al 70% durante 20-30 seg, seguida de una 

esterilización completa con una solución halogenada como hipoclorito sódico 

(aproximadamente con un 2% de Cl disponible). Después de enjuagar de cinco a seis 

veces con agua destilada estéril, se sitúa, en un medio de agar sólido como el de 

Murashige y Skoog (1962), que contiene 30g l-1 de sacarosa, 1mg l-1 de ácido 2,4-

diclorofenoxiacético (una auxina sintética). El tejido se suele mantener bajo luz 

fluorescente (10-100 μmol m-2s-1) a 24-28ºC y la primera evidencia de la formación de 

un callo puede reconocerse por el aspecto cristalino de la superficie de corte en el plazo 

de 1-3 semanas. Después de 4-8 semanas se habrá desarrollado el suficiente callo como 

para poder transferirlo a un medio fresco y establecer el cultivo. 

Manipulación del crecimiento y de la diferenciación in vitro 

 

 Como consecuencia de las condiciones hormonales y nutritivas, se activan una 

serie de procesos metabólicos y fisiológicos. Conforme las células absorben y liberan 

metabolitos, influyen en la composición del medio y se adaptan a un entorno en cambio 

continuo, en lo concerniente a la tasa de división celular y al comportamiento biosintético. 

Por supuesto que es posible hacer modificaciones experimentales específicas de la 

composición del medio y dirigir así el rumbo del desarrollo celular. Esto es así en virtud 

de la plasticidad del desarrollo de la célula vegetal y de la totipotencia genética observada 

en células plenamente diferenciadas (aunque en la práctica resulte exactamente difícil 

demostrar este fenómeno en una célula aislada).  

No obstante, la manipulación de la diferenciación probablemente sea la estrategia aislada 

más importante en la biotecnología vegetal como medio tanto de regenerar plantas 

completas a partir de células individuales como de inducir la síntesis de metabolitos 

secundarios. 

 En una serie de experimento clásico, Skoog y Miller (1957) demostraron la 

relación aparentemente simple entre el balance auxina-citoquinina del medio nutritivo y 

el patrón de re diferenciación de un callo desorganizado de médula de tabaco. Observaron 

que si la concentración de citoquinina (kinetina) era elevada en relación a la de auxina 

(IAA), resultaba inducido el crecimiento de tallos; por el contrario, si la concentración de 

auxina era relativamente alta, se desarrollaban las raíces. A concentraciones intermedias, 

el tejido de la medula se desarrollaba para formar un callo desorganizado. Aunque las 

necesidades precisas de auxinas y citoquininas pueden diferir de una especie a otra, este 

procedimiento general, concretamente la manipulación de los niveles exógenos de auxina 

y citoquinina, ha sentado las bases de las técnicas de regeneración de una amplia gama 



 

11 

 

de especies. Los experimentos de Skoog y Miller ilustran también la importancia del 

papel de los reguladores del crecimiento, por encima del de otros componentes del medio, 

en la inducción de determinadas rutas del desarrollo. El mecanismo o los mecanismos de 

acción de los reguladores del crecimiento dista de estar claro, lo que sí se sabe es que la 

actividad de una combinación determinada de reguladores del crecimiento y, en menor 

medida, de otros componentes del medio, depende de la <<historia fisiológica>> de las 

células cultivadas, incluyendo el origen del tejido del explante y el tiempo que las células 

hayan estado mantenidas in vitro. Se ha observado que existe una disminución de la 

capacidad morfogenética y biosintética tras varios ciclos de crecimiento, 

simultáneamente con (pero no necesariamente como consecuencia de) un aumento de la 

variabilidad genética. 

Patrones de organización estructural 

 La reorganización de un callo o de una suspensión celular suele transcurrir con la 

formación bien de órganos (tallos y raíces), bien de estructuras bipolares 

pseudoembrionarias (embriones somáticos, embrioides). Hemos visto ya como puede 

manipularse la organogénesis, al menos en algunas especies, alterando 

experimentalmente las proporciones de auxina/citoquinina (Figura 1.3). También es 

posible iniciar un cultivo de órganos con un mínimo de crecimiento desorganizado 

aislando explantes a partir de tejidos meristemáticos, como el ápice caulinar o las yemas 

axilares: aquí el cultivo se caracteriza por una proliferación de estructuras 

morfológicamente reconocibles, habitualmente tallos o raíces. Con una manipulación 

adecuada de la composición del medio, se puede inducir un desarrollo morfológico 

posterior, como la formación de raíces sobre tallos cultivados para crear una planta 

funcionalmente intacta, de la organogénesis en un callo indiferenciado por manipulación 

de la relación auxina/citoquinina del medio, fue aplicada infructuosamente a estas 

especies durante mucho tiempo (Figura 1.4 A y B). Sin embargo, la embriogénesis 

somática se observó en callos con una morfología particular denominados callos de 

<<tipo I>>, caracterizados por poseer un tejido compacto de crecimiento lento, de color 

blanco a amarillo pálido, formado por células pequeñas con citoplasma denso, que se 

originaban solo a partir de explantes particulares con unas condiciones hormonales 

específicas.Los callos no embriogénicos son blandos y friables y están compuestos por 

células vacuoladas de pared gruesa. En algunas especies como el maíz se ha descripto un 

callo friable y de división rápida y sin embargo embriogénica de <<tipo II>>. Los cereales 

necesitan elevados niveles de la auxina sintética 2,4-D para inducir el callo embriogénico 

que, si se han utilizado embriones como material de explante, se derivará de las células 

periféricas del escutelo. 
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Fig. 1.3: Balance auxinas/citoquininas en la morfogénesis y formación de callo. 

(Fuente:  Skoog y Miller ,1957) 

.  

 

Fig. 1.4: Tipos de callos A: Tipo I tejido compacto de crecimiento lento B. Tipo II callo friable de 

crecimiento rápido (Fuente: Rodríguez Beraud et al., 2014) 

Si se utilizan inflorescencias inmaduras, el callo deriva del meristemo floral o del 

tejido parenquimático próximo al tejido vascular y, si se utilizan hojas, a partir de células 

de la epidermis inferior y del mesófilo próximo al tejido vascular. En realidad, los cultivos 

embriogénicos son una mezcla de células embriogénicas y no embriogénicas. El tipo 

embriogénico se mantiene por subcultivo selectivo en un medio con un elevado contenido 

de 2,4-D. 

 Si el callo embriogénico se transfiere a un medio con un contenido reducido de 

2,4-D, se producirá la formación de embriones somáticos (Figura 1.5). El desarrollo tiene 

lugar por divisiones de una única célula o de una masa pro-embrionaria y conduce a una 

estructura bipolar que, a su vez, formara dos meristemos apicales. Este proceso es similar 

en cereales y en dicotiledóneas, como la zanahoria y el apio, y guarda un estrecho 

parecido con la embriogénesis cigótica. Es posible aumentar la frecuencia de 

embriogénesis en un cultivo en suspensión enriqueciéndolo en agregados celulares 
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embriogénicos. Esto puede lograrse tamizando el cultivo a través de columnas con perlas 

de vidrio o por centrifugación en gradiente de densidad para fraccionar la población 

celular por tamaños (Fujimura y Komamine, 1984). Se puede conseguir un cierto grado 

de sincronía en la embriogénesis transfiriendo los agregados embriogénicos por ejemplo 

a un medio sin auxina. 

 

 

 

Fig. 1.5: Callo embriogénico de Allium sativum (Foto: Hilda Pedranzani)  

 

Producción de callos en Digitaria eriantha Avanzada INTA: Programa de 

mejoramiento. 

 

En    estudios    preliminares    de    Digitaria eriantha realizados en la región de Sudáfrica 

(Watt et al., 1989) encontraron un sistema para micropropagar esta especie por 

embriogénesis somática, que consta de sales nutritivas MS + 1 mg 1 de 2,4-D, altas 

concentraciones de sacarosa (80 g/l) y agua de coco en la fase de implantación.  Para la 

regeneración, el uso del agua de coco y 3 g/l de prolina tuvo muy buenos resultados.  

Digitaria eriantha Steudel subesp Eriantha es una especie de origen sudafricano 

que crece a temperaturas de 36ºC y ante la necesidad de producir germoplasma de mayor 

resistencia a bajas temperaturas, condujo a inducir la formación de callos a partir de 

diferentes explantos. Las técnicas de cultivo in vitro proveen medios de propagar masas 

de plantas, generar variación y llevar a cabo selección in vitro por características valiosas 

desde el punto de vista económico (Watt y Cresswell, 1988)  Las respuestas cualitativas  

y  cuantitativas  del  crecimiento  del  callo  en  cultivo  implican  un sinergismo entre el 

origen del tejido usado para inducción, la composicióndel medio y las condiciones físicas 

que prevalecen durante ésta etapa (Dodds y Roberts,1982) El  establecimiento  de  

cultivos  de  tejidos  a  partir  de  especies  de gramíneas in vitro hasta hace poco era 

dificultoso, pero ofrece hoy la posibilidad de desarrollar nuevas variedades e incrementar 
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la producción de cultivos tradicionales y no tradicionales (Vasil, 1987). Una de las 

opciones para incrementar la variabilidad genética es a partir de callos utilizando el 2,4-

D (2,4-diclorofenoxiacético) aumentando en forma proporcional a su concentración las 

variaciones somaclonales transmisibles a la descendencia.  Elcultivode callos 

organogénicos como fuente de variabilidad genética y la posterior regeneración de plantas 

de maíz se ha utilizado con fines de mejoramiento genético (García et al., 1992). En el 

presente trabajo se inducirá la producción de callos a partir de distintos explantos y 

expondrán a bajas temperaturas para la posterior selección de aquellos que resistan las 

condiciones impuestas, al nivel de callo (Terakawa y Wakasa, 1992) para producir 

finalmente plantas más tolerantes al frío con el objetivo de conseguir germoplasma 

adaptado a bajas temperaturas. 

 

MATERIALES Y METODOS 

A partir de plantas de Digitaria eriantha Mejorada INTA en maceta se extrajeron 

macollos, separándolos y utilizando los más jóvenes. Se sembraron meristemas y 

porciones de 2 cm de lámina foliar (lado interno y externo de la vaina) extraídos desde la 

base a la punta de la lámina y se desinfectaron según el protocolo enjuague con agua y 

Tween 20 (5 min), luego se sumergieron en etanol al 70% (30 seg) y posteriormente en 

hipoclorito de sodio 10% (15 min) con enjuagues de agua destilada estéril entre etapas. 

Los explantos se sembraron en cajas de Petri con medio de cultivo MS con 1mg/l-1 de 

2,4-D para formación de callo, (Murashige y Skoog, 1962) sin asparagina, a una 

temperatura de 27ºC en oscuridad. Se indujo crecimiento de plántulas a partir de callos 

en medio MS con el agregado de 1 mg/l-1 de BAP (bencil amino purina) y sacarosa al 

6%, con un fotoperíodo de 16h, y crecieron en cámara amenores temperaturas (22ºC) de 

las habituales para la especie (22°C). 

 

 

RESULTADOS Y DISCUSION 

Se pudo establecer que la capacidad de inducción de callos se restringió a 

meristemas y zona basal de las porciones internas de la lámina foliar. Se evidenció que 

los tejidos jóvenes y menos especializados tienen posibilidades de proliferar en las 

condiciones descriptas (Pedranzani et al., 2001). El medio de García et al. (1992) sin 

asparagina que contenía 1mg/l-1 de 2,4-D usado en producción de callos en maíz, 

permitió formar callos en Digitaria, los cuales se mostraron con apariencia friable, color 

claro o blanco y sin pigmentaciones (Figura 1.6) crecieron a 27 º C y se obtuvieron a 30-

45 días de la siembra.  
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Fig. 1.6: Callo de Digitaria eriantha (Pedranzani et al., 2004) 

Estos callos, transferidos al medio MS con 1 mg/l-1 de BAP, produjeron la 

formación de plantas enteras en un porcentaje del 30%. Las plantas regeneradas a partir 

de callos se mantuvieron en excelentes condiciones a 20ºC, mostrando buen desarrollo 

como germoplasma a partir del cual se podrán generar nuevas series de cultivos in vitro 

más tolerantes al frío. 
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CAPITULO 2 

Germinación de Digitaria eriantha Steudel subesp eriantha cv. Sudafricana y de 

Trichloris crinita en condiciones de estrés abiótico. 

 

Alberto DI GIAMBATISTA, Olga M. RUIZ, Marisa GARBERO,  

Hilda PEDRANZANI. 

Resumen  

 
El objetivo de este trabajo fue determinar el efecto de diferentes temperaturas y 

potenciales osmóticos (PO) en la germinación de las semillas de Digitariaeriantha 

Steudel subesp. Eriantha cv. Sudafricana y Trichloris crinita. Las semillas se colocaron 

a germinar en cápsulas de Petri a temperaturas de 17º, 25º, 30º y 35ºC y en soluciones de 

PEG6000, para simular potenciales osmóticos: 0 (Control, agua destilada); -0,5; -1 y -1,5 

MPa. Se registró el porcentaje de germinación (PG). Ambas especies mostraron los 

mayores PG en el rango de 25º y 30ºC; a 17ºC el PG fue significativamente menor después 

de 14 días. En T. crinita el PG disminuyó significativamente con potenciales de -1 y -1,5 

Mpa en todas las temperaturas; además, con -1,5 Mpa a 17º y 35ºC las semillas no 

germinaron. El PG de las semillas de D. eriantha disminuyó con potenciales de -0,5 y -

1,5 Mpa a 17º y 35ºC, y a 25ºC también disminuyó, pero con potenciales de -1 Mpa y -

1,5 Mpa. Se concluye que a temperatura de 25ºC ambas especies toleraron hasta -0,5 Mpa 

de PO y disminuyeron significativamente su PG a -1,0 Mpa y a -1,5 Mpa. A 30 ºC con 

potenciales altos de 1,5 Mpa de PO ninguna de las dos especies germina. 

 

Palabras claves: Estrés osmótico, germinación, temperatura 

 

Abstract 

 

The objective of this work was to determine the effect of different temperatures and 

osmotic potentials (OP) on the germination of seeds from DigitariaerianthaSteudel subsp. 

eriantha cv. Sudafricana and Trichloris crinita. The seeds were put to germinate on Petri 

dishes at temperatures of 17º, 25º, 30º and 35ºC and in solutions of PEG6000, in order to 

simulate osmotic potentials: 0 (control, distilled water); -0,5; -1 and -1,5 MPa. The 

germination percentage (GP) was recorded. Both species showed the highest GP in the 

range 25 and 30ºC; at 17ºC the GP was significantly lower after 14 days. In T. crinita the 

GP significantly decreased with potentials of -1 and -1,5Mpa in all the temperatures; 

besides, with -1,5Mpa at 17º and 35ºC the seeds did not germinate. The GP of the D. 

eriantha seeds decreased with potentials of -0,5 and -1,5 Mpa at 17º and 35ºC, and it also 

decreased at 25ºC but with potentials of -1 Mpa and -1,5 Mpa. It is concluded that at a 

temperature of 25ºC both species tolerated up to -0.5 Mpa of PO and significantly 

decreased their PG to -1.0 Mpa and to -1.5 Mpa. At 30 ºCwith high potentials of 1.5 Mpa 

of PO none of thetwo species germinate. 

 

Key words: Germination, osmotic stress, temperature 
 

 

 



 

23 

 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Origen, distribución y sinonimia 

 

La germinación de las semillas es un estado crítico para el establecimiento de las 

plántulas y determina posteriormente la producción de los cultivos (Almansouriet al., 

2001), los cuales dependen de una interacción entre el sustrato de siembra y la calidad de 

la semilla (Khajeh-Hosseiniet al., 2003). Entre los factores adversos que afectan la 

germinación se pueden incluir la sensibilidad al estrés por sequía (Wilson et al., 1985) y 

la tolerancia a la sal (Sadeghian y Yavari, 2004). Cornagliaet al. (2005) evaluaron los 

efectos del estrés hídrico en la germinación y el crecimiento de las plántulas en el pasto 

miel (Paspalumdilatatum), usando soluciones acuosas de Polietilenglicol (PEG 8000: 0, 

-0,25, -0,5, -0,75 y -1 Mpa). La velocidad de germinación fue más sensible al aumento 

del estrés hídrico que la germinación total, aunque ambas disminuyeron, y hubo una 

sensibilidad elevada al estrés hídrico durante la germinación y la emergencia temprana. 

Demiret al 2013, al estudiar la germinación y el crecimiento frente a la sal (NaCl) 

y al efectoosmótico (con PEG, para potenciales de agua de -0,3, -0,6 y -0,9 Mpa) en 

semillas de CapsicumannuumL. cv. Sera Demre, cosechadas a los 50, 60 y 70 días 

después de la antesis, encontraron que la concentración de sal y el potencial osmótico más 

altos produjeron una disminución en la germinación y en el peso fresco de las plantas. 

Las semillas germinaron en todas las concentraciones de NaCl, pero a -0,9 Mpa de PEG 

no germinó ninguna semilla. 

También Foolad y Lin (1997), en semillas de tomate en diferentes medios con 

idénticos potencialesosmóticos, hallaron que la velocidad de germinación fue afectada 

principalmente por el efecto osmótico con relación al contenido iónico del medio; los 

autores concluyeron que el estrés impuesto resultó en una mayor ganancia de biomasa, la 

cual puede ser atribuida a una mayor división celular y al contenido de azúcares (Gill et 

al., 2003). 

Murillo et al. (2002) señalaron que el estrés salino tuvo un menor efecto en la 

geminación de las semillas de VignaunguiculataL. Walp que el estrés hídrico simulado 

con PEG a los mismos potenciales osmóticos. Demiret al. (2003), en semillas de 

aubergine o brinjal (Solanummelongena), también encontraron que las semillas 

inmaduras fueron más sensibles al estrés osmótico extremo que al estrés salino.  

D. erianthaSteudelsubesp. eriantha es una especie introducida en 1991 en la 

Argentina, es perenne y de buena calidad forrajera. Rimieri (1997) desarrollo, a partir del 

cv. Sudafricana, el cv. Irene, el cual presentó una mejor adaptación a las condiciones 

edafoclimáticas de la región semiárida argentina. 
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Trichloris crinita es una especie nativa de la región semiárida argentina, de 

mediana a alta palatabilidad, perenne y es considerada un recurso forrajero del pastizal 

natural, tolerante a la sequía y a bajos niveles de salinidad (Cavagnaro et al., 2007). Como 

toda especie del semiárido, el riego incrementa el número y la tasa de germinación de las 

semillas (Ordóñez et al., 2003). 

Este trabajo tuvo como objetivo investigar la tolerancia a diferentes temperaturas 

y combinaciones de temperatura y estrés osmótico en dos especies, una oriunda de 

Sudáfrica y otra de Argentina, ambas adaptadas a ambientes en los que predominan 

climas con altas temperaturas y suelos con bajos contenidos de humedad. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Se utilizaron semillas de las especies D. eriantha cv. Sudafricana y T. crinita 

cosechadas en el campo. 

Tratamientos y diseño 

Se aplicaron los siguientes tratamientos: A- 17, 25, 30 y 35°C en agua destilada 

estéril; B- 17, 25 y 35°C en solución de polietilenglicol (PEG 6000) con potenciales 

osmóticos de -0,5; -1 y -1,5 Mpa y agua estéril como testigo (tabla 2.1). Se colocaron 100 

semillas en cinco cápsulas de Petri (20 semillas por cápsula) en un diseño completamente 

aleatorizado con cinco repeticiones. 

Procedimiento 

Previamente al inicio del estudio las semillas se seleccionaron, de acuerdo con la 

uniformidad de tamaño y las características externas, y se descartaron aquellas con 

alteraciones y malformaciones. Las semillas fueron esterilizadas superficialmente por 

inmersión en alcohol al 70% y con hipoclorito de sodio al 20% durante 5 y 30 min, 

respectivamente, y fueron enjuagadas con agua destilada estéril. Después se prepararon 

cápsulas de Petri de 10 cm de diámetro con papel de filtro (ambos previamente 

esterilizados) embebido con 5 ml de agua destilada estéril. 
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Tabla 2.1: Protocolo de preparación de soluciones de PEG 6000 para distintas temperaturas y 

potenciales osmóticos. 

 

La germinación se hizo en cámara de cultivo en oscuridad y se agregó 

semanalmente 5 mL de agua destilada estéril en los tratamientos A y B, y 5 mL de 

solución de PEG en B. Las semillas se consideraron germinadas cuando emergió la 

radícula. 

Mediciones y Análisi estadístico 

Se midió el porcentaje de germinación (PG) a los 3, 7 y 14 días para el tratamiento 

A y a los 14 días para el B. Los datos de germinación se analizaron usando ANOVA y 

las medias se compararon con LSD (Least significant difference) para P< 0,05. 

 

RESULTADOS 

Germinación a diferentes temperaturas 

En la tabla 2.2 se observan los porcentajes de germinación de D. erianthayT. 

crinita a 17, 25, 30 y 35ºC de temperatura a los 3, 7 y 14 días posteriores a la siembra. 

 

Tabla 2.2: Germinación en semillas de Digitaria eriantha subesp. eriantha cv Sudafricana y 

Trichloris crinita (%). 
 

 

a, b, c Valores en una misma fila con superíndices no comunes difieren a P<0,05 (Digiambatista et al., 

2010) 



 

26 

 

EnD. erianthaa los tres días, en el tratamiento con la temperatura más baja (17ºC) 

se observó el menor porcentaje de germinación, con diferencias significativas respecto a 

las otras tres temperaturas, entre las cuales no hubo diferencias. A los siete días el PG 

mostró sus valores máximos a 25 y 30ºC de temperatura, con diferencias significativas 

respecto al PG a 17ºC. A los 14 días se mantuvo la relación observada a los siete días. El 

tratamiento de 17ºC tuvo el mayor incremento en el PG respecto al observado en los días 

3 y 7. En T. crinita a los tres días posteriores a la siembra, los PG a 25 y 30ºC mostraron 

diferencias significativas con respecto a las temperaturas mínima y máxima, y el PG a 

35ºC difirió del alcanzado con 17ºC (tabla 2.2). A los siete días se obtuvieron los máximos 

valores de PG a 25 y 30ºC, que superaron el 90% y mostraron diferencias significativas 

respecto a 17 (75%) y 35ºC (68%), temperaturas entre las cuales también existió 

diferencia significativa (tabla 2.2). A los 14 días después de la siembra, a 35ºC el PG fue 

significativamente menor que en los otros tres tratamientos (tabla 2.2). 

 

Germinación en condiciones de estrés osmótico 

Con el objetivo de observar la tolerancia de las semillas a dos condiciones de 

estrés, se realizaron diferentes combinaciones entre las temperaturas y los potenciales 

osmóticos (PO).  

A 17ºC el efecto del PO en el PG de T. crinita se manifestó a -1,0 Mpa, donde 

descendió en forma altamente significativa (5%) respecto al control (80%), y a -1,5 Mpa 

las semillas no germinaron. En D. erianthael PG disminuyó significativamente a 

potenciales de -0,5 y -1,5 Mpa (figura 2.1). 

 

Fig. 2.1: Porcentaje de germinación en semillas de Digitariaerianthasubesp. Eriantha cv. 

Sudafricana y Trichloris crinita a 14 días de la siembra, bajo condiciones de estrés osmótico y 

17ºC de temperatura (Digiambatista et al., 2010)  
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A 25 ºC el efecto del PO en el PG de T. crinita se manifestó a -1,0 y a -1,5 Mpa, 

donde descendió en forma altamente significativa respecto al control. En D. erianthael 

PG disminuyó significativamente a potenciales de -1,0 y -1,5 Mpade igual modo que 

Trichloris crinita pero con valores inferiores en todos los casos (Figura 2.2) 

 

 

Fig. 2.2: Porcentaje de germinación en semillas de Digitariaerianthasubesp. eriantha cv. 

Sudafricana y Trichloris crinita a 14 días de la siembra, bajo condiciones de estrés osmóticoy 

25ºC de temperatura (Digiambatista et al., 2010) 
 

 

A 35 ºC el efecto del PO en el PG de T. crinita se manifestó a -1,0 Mpadonde 

descendió en forma altamente significativa respecto al control igual que a 25 ºC. A 1,5 

Mpa no existió germinación. A 35 ºC el PG de D. erianthase manifestó a -0,5 Mpa 

incrementando significativamente el PG y a -1,5 Mpano existió germinación.  (Figura 

2.3). 

 

 

 

Fig.2.3: Porcentaje de germinación en semillas de Digitariaerianthasubesp. Eriantha cv. 

Sudafricana a 14 días de la siembra, bajo condiciones de estrés osmótico y35ºC de temperatura 

(Digiambatista et al., 2010). 
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DISCUSIÓN 

 

La temperatura es uno de los factores más importantes que regulan el proceso de 

germinación. Los resultados del presente trabajo mostraron incrementos en el PG a 

medida que esta se incrementó; sin embargo, cuando superó los 30ºC el PG disminuyó. 

Ello evidenció que el rango óptimo para ambas especies fue entre 25 y 30ºC. No obstante, 

Greco et al. (2002) determinaron que el mayor porcentaje en T. crinita (90-100%) ocurrió 

entre 25 y 35ºC y la máxima velocidad de germinación entre 30 y 35ºC, y dedujeron que 

existe una correlación entre la germinación y la temperatura del suelo. Esto puede estar 

asociado a las temperaturas típicas de la época estival, que coincide con el momento del 

año en el que se concentran las precipitaciones en las zonas donde vegetan ambas 

especies. En estudios realizados en otras especies se concluyó que las temperaturas 

óptimas para la germinación, obtenidas mediante trabajos en laboratorio, responden a un 

determinado patrón que ha sido interpretado como un comportamiento de valor 

adaptativo al clima regional (Funes et al., 2009; Chiloet al., 2009). 

Al mismo tiempo, el PG en el rango óptimo de temperatura fuealto a partir del 

tercer día posterior a la siembra y mostraron poco incremento con el transcurso del 

tiempo. Sin embargo, a valores extremos de 17 y 35ºC las semillas germinaron más 

lentamente, por lo que se observaron incrementos en el PG incluso después de 14 días, lo 

que sugiere que estas afectaron el PG a los tres, siete y 14 días, en ambas especies. 

Estos resultados difieren de los encontrados en D. erianthacv. Avanzada INTA, 

en la cual las semillas germinaron de forma similar desde 10 hasta 35ºC (Terenti, 2004; 

Pedranzaniet al., 2005). Por otra parte, el bajo contenido de humedad edáfica es otro de 

los factores ambientales que afectan el porcentaje y el tiempo de germinación (Brown, 

1995). El descenso del potencial osmótico producido por el PEG 6000, provoca una 

reducción en la viabilidad y el vigor de las semillas (Fanti y Pérez, 2004). En D. 

erianthacv. Sudafricana los descensos más importantes se observaron en la combinación 

de -0,5 Mpa a 17ºCy en -1,5 Mpa a 35ºC. La PO de -1 Mpa no afectó el PG a las 

temperaturas extremas, pero con 30ºC (óptima de germinación de la especie) afectó la 

germinación. 

En T. crinita el PO -0,5 Mpa no afectó significativamente la germinación en 

ninguna de las temperaturas evaluadas. Sin embargo, los potenciales menores redujeron 

significativamente el PG, lo que coincide con lo observado en semillas de trigo (González 

et al., 2005) y de Bulnesia retama (Rodríguez Rivera et al., 2007); además con PO de -

1,5 Mpa las semillas no germinaron con las temperaturas extremas (17 y 35ºC). En 

StipaneaeiyLeymuserianthusse han encontrado respuestas similares, es decir, que las 

temperaturas extremas y los altos PO inhibieron la germinación (Bonvissuto y Busso, 

2007). 
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De acuerdo con los resultados se concluye que las temperaturas de 25 a 30 ºC 

fueron las óptimas para T. crinita y D. eriantha, en las que se alcanzaron los máximos 

valores de PG con bajos potenciales osmóticos. A temperatura de 25ºC ambas especies 

toleraron hasta -0,5 Mpa de PO y disminuyeron significativamente su PG a -1,0 Mpa y a 

-1,5 Mpa y a 30 ºC con potenciales altos de 1,5 Mpa de PO ninguna de las dos especies 

germina. 
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CAPITULO 3 

Efecto del frío y la aclimatación en la producción de Digitaria eriantha cv. 

Mejorada INTA. 

Olga Marcela RUIZ, Marisa GARBERO, Hilda PEDRANZANI. 

Resumen  

Digitariaeriantha es una especie megatérmica, componente natural del pastizal de 

Sudáfrica introducida en el año 1991 en la región central semiárida templada de 

Argentina. Representa un importante recurso forrajero con aproximadamente 100.000 ha 

de producción al año. El rebrote primaveral se inicia con el aumento de la temperatura 

ambiental y generalmente es afectado por las heladas tempranas y tardías de -3 a -5° C. 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de las bajas temperaturas en el estado 

de plántula en las variables de producción. Se sembraron semillas en sustrato de 

tierra/vermiculita 1:1, fueron mantenidas a temperatura de 25° C, con aplicación de riego 

semanal y fotoperiodo 16 hs luz 8 hs oscuridad por treinta días. A partir de este momento 

(día O) se realizaron los tratamientos con frío sometiendo las plántulas a 4º C durante 48 

hs en la primera semana, durante un lapso de 96 hs a igual temperatura y en las mismas 

plantas en la tercera semana. Se evaluó peso seco en planta entera, raíz y follaje, longitud 

foliar y radical, semanalmente, durante un mes. El análisis estadístico de los resultados 

se realizó por el procedimiento GLD (General Lineal Model) de SAS 

(StaticalAnalysisSystem), utilizando contraste de medias con Prueba de Rangos Múltiples 

de Duncan (PS≤ 0,05).  

 

Palabras claves: baja temperatura, Digitaria eriantha, longitud foliar, longitud radical, 

peso seco. 

Abstract 

Digitaria eriantha is subtropical specie; a component of natural range in Southafrica.It 

was introduced in 1991, in the central semi-arid region of Argentine. It represents an 

important forage source, with approximately 100.000 ha under production. Spring bloom 

is favor by increasing temperatures and can be affected by late or early frost of -3 to -5°C. 

The objective of this work was to evaluate the effects on different yield parameters of low 

temperature during seedling state. Sced were sown in earth/vermiculite (1:1) substrate, 

incubated during 30 days with 16:8 (light: darknes), photoperiod at 25 °C and received 

48 h, 4 °C cold treatment and96 hours, 4 °C cold treatment two weeks later. After, these 

plants were kept at25 °C, while whole plant, root and foliage dry matter and radical and 

foliage lengthwas weekly sampled for a 30-day period. The test of Duncan'S multiple 

range (p≤ 0.05), from the GLM of SAS was runned on the results which show a 

statistically significant decreased of whole plant and foliage DM r production during the 

first two weeks after cold treatment, while roots showed decrease DM production on the 

3erd week after treatment. 

 

Key words: Digitaria eriantha, dry weight, foliate longitude, low temperature, radical 

longitude. 
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INTRODUCCION  

 

El estrés abiótico (altas y bajas temperaturas) limita de una forma u otra la 

producción agrícola. Las plantas exhiben una tasa máxima de crecimiento y desarrollo a 

una temperatura óptima o a un rango diurno de temperatura (Fiher y Hay, 1981). La 

aclimatación y tolerancia al frío implica una serie de procesos biológicos, moleculares y 

metabólicos (Tomashow, 1999; Larkindale et al., 2005; Kotak et al., 2007; Zhu et al., 

2007). La exposición de las plantas a la temperatura conduce a cambios en el metabolismo 

celular y ese estrés cambia la estructura, las propiedades catalíticas, la función de las 

enzimas y los transportadores de metabolitos de membrana (Kubien et al., 2003). Los 

metabolitos que responden al estrés incluyen azucares solubles, aminoácidos, poliaminas 

y lípidos (Levitt, 1972; Guy, 1990; Nayyar et al. 2005; Farooq et al. 2009). Las plantas 

expuestas al estrés por frío presentan diversos síntomas fenotípicos en la etapa de 

crecimiento como: fallas en la germinación, plántulas atrofiadas, expansión de las hojas, 

marchitez y clorosis que puede conducir a necrosis; en la etapa reproductiva produce 

esterilidad del polen que se cree es uno de los factores claves responsables de la reducción 

del rendimiento de grano de los cultivos (Suzuki et al., 2008). En plantas de arroz 

expuestas al frío se afecta gravemente el desarrollo reproductivo en la época de antesis 

conduciendo a la esterilidad de las flores (Jiang et al., 2002). 

El mayor efecto adverso del frío en los vegetales se da por daño en la membrana 

plasmática (Steponkus, 1984; Steponkus et al., 1993) conduciendo a la perdida de la 

integridad de la membrana reduciendo la naturaleza fluidica de la membrana celular y 

aumentando su rigidez, siendo la membrana el sitio de percepción del cambio de 

temperatura (Sangwan et al. 2002; Uemura et al. 2006; Vaultier et al. 2006; Wang et al., 

2006) y se desencadena una serie de vías de señalización que incluye mensajeros 

secundarios que promueven la producción de proteínas sensibles al frío (Rajashekar, 

2000). Se ha demostrado que la rigidez de la membrana plasmática durante la exposición 

al frío induce genes sensibles al frío que ayudan a la aclimatación en alfalfa y 

Brassicanapus (Orvar et al., 2000; Sangwan et al., 2001). Los órganos vegetales difieren 

en su nivel de tolerancia, normalmente las raíces son mucho más sensibles que la corona 

(Mc Kersie y Leshem, 1994), lo cual es comprensible dado que la corona es el sitio del 

meristema principal responsable de la producción de nuevas raíces y brotes en el final del 

periodo frío.  

Digitaria eriantha se considera una especie mega térmica, componente natural del 

pastizal de Sudáfrica. Ha sido definida como una especie perenne estival, que vegeta 

desde mediados de setiembre hasta las primeras heladas y florece a partir demediados de 

diciembre (Veneciano et al. 1998). El rebrote primaveral se inicia con el aumento de la 



 

34 

 

temperatura ambiental y generalmente es afectado por las heladas tempranas y tardías de-

3 a-5°C.  

La baja tolerancia a las heladas tempranas y tardías, se consideracomo una de las 

principales debilidades de la especie, debido a lo cual seconsidera importante identificar 

las variables morfofisiológicas y de crecimiento que se ven modificadas por efecto del 

estrés. Se ha observado que el peso fresco de planta entera, de follaje y deraíces se vieron 

afectadas por efecto del estrés por frío, y se ha demostrado el efecto del frío tanto en el 

crecimiento como en el contenido de aguade raíces (Ruiz et al. 2003). 

La sequía y las heladas son consideradas condiciones ambientalesque causan 

efectos adversos en el crecimiento de las plantas y en la productividad de los granos, por 

lo cual se han estudiado las respuestas deas plantas tanto a niveles molecular, celular 

como fisiológico y ya se handescripto una gama de genes relacionados con respuesta al 

estrés y variados productos metabólicos sintetizados como consecuencia del mismo. 

(Thomashow, 1994; Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1996).  

 

MATERIALES Y METODOS 

 

Se sembraron 8 terrinas al voleo conteniendo cada una de ellas 100 semillas de 

Digitaria eriantha cv. Mejorada INTA con un sustrato de tierra/vermiculita 1:1, 

mantenidas a una temperatura de 25 °C y con aplicación de riego semanal y fotoperiodo 

16 hs luz 8 hs oscuridad, durante treinta días, a partir de este momento se realizaron los 

tratamientos. Las plántulas de 15 cm fueron extraídas para su medición y procesamiento, 

en cada una de las muestras se evaluó peso seco (PS), secado en estufa a 60 °C hasta peso 

constante, en planta entera, raíz y follaje, ylongitud foliar y radicular, semanalmente 

durante un mes. Cada muestra estuvo representada por 10 plantas y un total de 4 

repeticiones. 

La primera sección de frío se llevó a cabo durante la primera semanay consistió 

en someter a las plantas a una temperatura de 4 °C durante48 hs. La segunda sección de 

frío se efectuó en la tercera semana, duranteun lapso de 96 hs, a igual temperatura y en 

las mismas plantas. 

Se compararon las medias de la longitud foliar, radicular, PS y Porcentaje de 

Materia Seca (PMS). El análisis estadístico de los resultados se realizó por el 

procedimiento GLD (General Lineal Model) de SAS (Statical Analysis System) 

utilizando contraste de medias con Prueba de Rangos Múltiples de Duncan (P ≤ 0,05). 
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RESULTADOS Y DISCUSION  

Se observaron diferencias significativas en la longitud foliar entreplantas control 

y tratadas en la 1° y 2° semana (Tabla 3.1), evidenciándose el efecto negativo de las 48hs 

de frío, y por el contrario no se vio afectada por 96 horas de bajas temperaturas. 

En cambio, la longitud radicular se vio afectada después de la acumulación de los 

dos tiempos de frío (48+96 hs), ya que la primer secciónde baja temperatura no afecto a 

dicha variable. La primera sección de baja temperatura afectó significativamenteal peso 

seco de follaje y raíz durante las dos primeras semanas. El segundo tratamiento de frío no 

disminuyó significativamente al peso seco del follaje, mientras que si modifico 

negativamente el peso seco radical durante la tercera semana. No obstante, en la cuarta y 

quinta semana no se detectaron diferencias significativas en el peso seco radicular (Tabla 

3.2). 

 
Tabla 3.1: Longitud foliar y radicular de Digitaria eriantha cv. Mejorada INTA durante cinco semanas 

con dos tiempos de tratamiento con bajas temperaturas (48 y 96 hs a 4 °C) 

 
Longitud 

(mm) 

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 

I II I II I II I II I II 

Foliar 12,25 

a 

5,75 b 14,50 

a 

12,00 

b 

16,80 

a 

16,50 

a 

18,50 

a 

22,50 

a 

18,50 

a 

20,00 

a 

Radical 7,50 a 7,00 a 7,00 a 6,80 a 8,50 a 7,50 a 7,50 a 9,50 b 8,00 a 9,30 a 

Medias con la misma letra para la misma fila, indica que no hay diferencia significativa. Test de rangos 

múltiples de Duncan (≤ 0,05). I: Control - II: Tratado con bajas temperaturas (Pedranzani et al., 2005). 

 

Tabla 3.2: Peso seco de planta entera, follaje y raíces de Digitaria eriantha durante cinco semanas con 

dos tiempos de bajas temperaturas (48 y 96 hs a 4 °C) 

 

Peso 

Seco 

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5 

I II I II I II I II I II 

Planta 

Entera 

0,160 

a 

0,021 

b 

0,290 

a 

0,100 

b 

0,300 

a 

0,160 

a 

0,440 

a 

0,270 

a 

0,450 

a 

0,500 

a 

Follaje 0,133 

a 

0,023 

b 

0,250 

a 

0,070 

b 

0,250 

a 

0,140 

a 

0,360 

a 

0,220 

a 

0,360 

a 

0,410 

a 

Raíz 0,030 

a 

0,010 

b 

0,055 

a 

0,025 

b 

0,050 

a 

0,020 

b 

0,090 

a 

0,050 

a 

0,100 

a 

0,090 

a 

Medias con la misma letra para la misma fila, indica que no hay diferencia significativa, para p ≤ 0,05. 

Test de rangos múltiples de Duncan I: Control - II: Tratado con bajas temperaturas (Pedranzani et al., 

2005). 
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Tabla 3.3: Variación del (%MS) porcentaje de materia seca de Digitaria eriantha durante 5 semanas con 

dos tiempos de tratamiento (48 y 96 hs a 4 °C). 

% Materia 

Seca 

 

Semana 1 

 

Semana 2 

 

Semana 3 

 

Semana 4 

 

Semana 5 

I II I II I II I II I II 

Follaje 17,33 

a 

10,86 

b 

22,79 

a 

16,68 

b 

24,00 

a 

19,85 

b 

36,79 

a 

23,19 

b 

39,32 

a 

28,93 

b 

Raíz 43,33 

a 

25,27 

b 

50,00 

a 

25,00 

b 

41,80 

a 

27,86 

b 

64,20 

a 

38,32 

b 

66,79 

a 

45,00 

b 

Medias con la misma letra para la misma fila, indica que no hay diferencia significativa. Test de rangos 

múltiples de Duncan (≤ 0,05). I: Control - II: Tratado con bajas temperaturas (Pedranzani et al., 2005)  

 

En la Tabla 3.3 la variación del (PMS) de follaje y de raíz durante las cinco 

semanas muestra diferencias significativas a favor del control, manteniendo el efecto 

negativo del estrés por frío durante todo el período de experimentación. 

El crecimiento vegetativo de follaje y raíces de Digitaria eriantha ha sido afectado 

notoriamente por las bajas temperaturas. El follaje más expuesto al frío manifestó una 

caída en el crecimiento durante la exposición por 48 hs a 4°C y sus efectos se observaron 

durante las primeras dos semanas con diferencias significativas con respecto al control, 

recuperándose a partir de la tercera semana debido a un fortalecimiento evidente, de 

manera tal, que la segunda exposición al frío por más tiempo no afectó este parámetro. 

En cambio, en las raíces menos expuestas, se observó una disminución de crecimiento 

luego de acumularse 144 hs de frío a la cuarta semana, recuperándose posteriormente. 

En la Tabla 4.2 se observa la respuesta de las plántulas de Digitaria eriantha en 

relación con la producción de materia, fotosíntesis y metabolismo representado por el 

parámetro peso seco. El metabolismo se vió afectado inmediatamente después del primer 

estimulo del frío, evidenciado con un decaimiento significativo en la producción de 

materia orgánica (peso seco) durante la primer y segunda semana; tanto en planta entera 

como en el follaje y persistió esta tendencia en la tercera semana para las raíces. 

El parámetro más afectado por el efecto del frío fue el Porcentaje de Materia Seca 

(PMS) ya que la disminución en este parámetro fue mantenida a lo largo de las cinco 

semanas evaluadas, demostrando un efecto negativo en los valores de producción de 

materia seca disponible para sus consumidores herbívoros. 

La variación en el % de metilación de ADN en el cv. Mejorada INTA presento 

diferencias significativas a las 24 y 48 hs de tratamiento a 10 °C de temperatura con 

respecto al control; desapareciendo dicha diferenciaa las 72 hs, (2); si comparamos con 

los efectos en los parámetros medidos vemos que a las 48 hs de tratamiento a 4 °C se 
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observaron respuestas similares y también una paulatina recuperación a las 72 h y en 

adelante. Esta es una forma de respuesta al estrés común en variedades más tolerantes, ya 

que poseen los mecanismos de defensa para reaccionar en las primeras horas y luego 

retomar el metabolismo normal y comportarse como si el efecto del estrés hubiese 

desaparecido. 
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CAPITULO 4 

Respuestas hormonales y del sistema antioxidante frente al frío en  

Digitaria eriantha.   

Marisa GARBERO, Verónica PEREZ CHACA, Hilda PEDRANZANI. 

Resumen  

Los dos cultivares de Digitariaeriantha cv. Sudafricana (cultivar sensible al frío) y cv. 

Mejorada INTA (cultivar resistente al frío) se expusieron a diferentes periodos a baja 

temperatura y evaluaron varios parámetros.  El estrés por frío causó un aumento mayor 

de ABA en el cv. Mejorada INTA que en el cv. Sudafricana. En ambos cultivares, el ABA 

glucosil éster y el ácido dihidrofaseicofueron los catabolitos más abundantes. El 

tratamiento con frío disminuyó el ácido jasmónico (JA) en las hojas de ambos cultivares. 

En el cv. Sudafricana, 12-hidroxi-jasmónico (12-OH-JA) disminuyó y se elevó el ácido 

12-oxo-fitodienoico. En cuanto a la defensa antioxidante, ambos cultivares aumentaron 

los tioles no proteicos en respuesta al estrés por frío. Sin embargo, el nivel de glutatión 

reducido (GSH) fue mayor en las hojas de cv. Mejorada INTA que cv. Sudafricana. En 

las hojas del cv. Sudafricanas tratadas con frío aumentaron las sustancias reactivas al 

ácido tiobarbitúrico (TBARS), pero en el cv. Mejorada INTAmostraron un 

mayorincremento. La actividad de la enzima superóxido dismutasadisminuyó y la 

actividad de ascorbato peroxidasa aumentó en hojas tratadas con frío en el cv. 

Sudafricana. No se observó un cambio significativo de estas enzimas para cv. Mejorada 

INTA. La tolerancia al frío de cv. Mejorada INTA podría relacionarse con altos niveles 

basales de JA, 12-OH-JA y GSH, el aumento de ABA y la estabilidad de TBARS después 

del tratamiento con frío. 

Palabras claves: Ácido abscísico. Defensa antioxidante. Estrés por frío. Jasmonatos 

Abstract 

The two cultivars of Digitariaeriantha: cv. Sudafricana (a cold-sensitive cultivar) and cv. 

Mejorada INTA (a cold-resistant cultivar) were exposed to low temperatura and many 

parameters were evaluated.  Cold stress caused a greater ABA increase in cv. Mejorada 

INTA than in cv. Sudafricana. In both cultivars abscisic acid glucose ester and 

dihydrophaseic acid were the most abundant catabolites. Cold treatment decreased JA in 

leaves of both cultivars. In cv. Sudafricana, 12-hydroxyjasmonate (12-OH-JA) decreased 

and 12-oxophytodienoic acid increased. In regard to antioxidant defense, both cultivars 

increased the non-protein thiols in response to cold stress. However, reduced glutathione 

(GSH) level was higher in leaves of cv. Mejorada INTA than cv. Sudafricana. Cold-

treated leaves of cv. Sudafricana increased thiobarbituric acid-reactive substances 

(TBARS), but cv. Mejorada INTA leaves showed no such increase. Superoxide dismutase 

activity decreased and ascorbate peroxidase activity increased in cold-treated leaves of 

cv. Sudafricana. No significant change of these enzymes was observed for cv. Mejorada 

INTA. The cold tolerance of cv. Mejorada INTA could be related to JA, 12-OH-JA and 

GSH high basal contents, ABA increase, and TBARS stability after cold treatment. 

Keywords: Abscisic acid, Antioxidant defense, JasmonatesLow temperature. 
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INTRODUCCIÓN 

Para ampliar las áreas sembradas con D. eriantha en Argentina, es necesario 

mejorar su tolerancia al estrés ambiental, como el frío, la sequía y la salinidad. La 

elucidación de sus respuestas bioquímicas y fisiológicas a condiciones adversas nos 

ayudará a mejorar las características de esta especie para su crecimiento en hábitats 

semiáridos. Varias respuestas fisiológicas ocurren típicamente bajo estrés por frío, por 

ejemplo, niveles alterados de hormonas y actividades enzimáticas y tasas reducidas de 

respiración, crecimiento y desarrollo. El estrés reduce el crecimiento y el rendimiento de 

cualquier cultivo, incluso en tierras de regadío en todo el mundo. 

Estudios realizados en Digitariaeriantacv. Mejorada INTA mostraron que esta 

variedad al ser sometida a baja temperatura (4 °C) durante 24 o 72 h aumentaba la materia 

seca en raíces y hojas como así también su longitud en comparación con el control 

(Garbero, 2010). El ácido abscísico (ABA) juega un papel esencial en la actuación frente 

a una amplia gama estresores, como bajas temperaturas, metales pesados, sequía, alta 

salinidad, y el estrés por radiación. (Zhu, 2016). A nivel celular, el daño estructural ocurre 

en las membranas, debido a los cambios en la fluidez de los ácidos grasos y al aumento 

de la producción de especies reactivas de oxígeno (EROs). Las EROs(radical superóxido: 

O2
·-, peróxido de hidrógeno: H2O2, y radical hidroxilo: HO, son moléculas altamente 

activas que dañan las membranasprovocando peroxidación lipídica,daño de proteínas y 

de ADN, particularmente en cloroplastos y mitocondrias (Bracale y Coraggio 2003). En 

las plantas, como en todos los organismos aeróbicos, las EROsson subproductos comunes 

formados por la inevitable fuga de electrones en O2 de la actividadde transporte de 

electrones localizadas en cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas y en las membranas 

plasmáticas o como consecuencia de varias vías metabólicas confinadas en diferentes loci 

celulares. Los estresores abióticos y bióticos conducen a una mayor generación de EROs 

debido a la interrupción de la homeostasis celular (Sainiet al.,2018). No obstante, las 

EROs juegan un doble papel en las plantas; en bajas concentraciones, actúan como 

moléculas de señalización que facilitan varias respuestas en células vegetales, 

aumentando las defensas antioxidantes tanto enzimáticas como no enzimáticas. Por el 

contrario, en niveles altos causan daño a los constituyentes celulares que desencadenan 

el estrés oxidativo. En cualquier caso, pequeñas moléculas antioxidantes modulan la 

acción de estas especies ambivalentes. (Das y Roychoudhury, 2014). Según Sainiy, 

(2018) si los niveles de EROs son demasiado bajos o demasiado altos perjudican el 

crecimiento y desarrollo de las plantas, por lo que los niveles deEROs deben permanecer 

dentro del rango correcto para así promover la salud de las plantas. Las alteraciones en 

los niveles de EROscomo parte de la función normal de la planta no deben exceder el 

límite umbral entre los potenciales redox y los niveles citotóxicos o citostáticos. 
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Entre las fitohormonas, el ácido abscísico (ABA) y el ácido jasmónico (JA) 

desempeñan un papel central en las respuestas al estrés. En plantas superiores ABA se 

deriva de carotenoides C40. El precursor de ABA es la zeaxantina, que se convierte en 

xantoxina mediante una serie de etapas de isomerización y de epoxidación mediadas por 

enzimas y una reacción de dioxigenación final que escinde el compuesto del carotenoide 

C40 (Nambara y Marion-Poll, 2005; Marion-Poll y Leung, 2006). El ABA se desactiva 

activando la oxidación en varias posiciones y por una "vía de conjugación" (Kushiro et 

al., 2004; Nambara y Marion-Poll, 2005). Las vías de hidroxilación oxidan los grupos 

metilo (C-7´, C-8´ y C-9´) de la estructura del anillo ABA. La hidroxilación en C-8´, 

considerada la más común en el catabolismo de las plantas, produce 8´-hidroxi-ABA (8´-

OH-ABA), que se isomeriza en ácido fáseico (PA). El PA se reduce posteriormente a 

ácido dihidrofaseico (DPA) y/o su análogo, ácido epi-dihidrofaseico (epi-DPA). ABAy 

hidroxil-ABA también se pueden conjugar como ésteres de glucosa (ABA-GE) o 

glucósidos, siendo ABA-GE la forma predominante según Cutler y Krochko (1999). 

Además, otros conjugados con los grupos hidroxilo de ABA y sus catabolitos 

hidroxilados han sido encontrados (Nambara y Marion-Poll, 2005). El nivel de ABA en 

un tejido particular está determinado por grados relativos de biosíntesis versus 

catabolismo (Nambara y Marion-Poll, 2005), pero también puede implicar la liberación 

de ABA a partir de su conjugado inactivo con glucosa por una β-glucosidasa (Lee et al., 

2006). El aumento del contenido de ABA endógeno y la inducción de su expresión génica, 

en respuesta al frío, la sequía y el estrés por salinidad, están bien documentados (Xionget 

al., 2002; Gusta et al.,2005).  

Jasmonatos (JA) se producen a partir de ácido linolénico a través de la formación de ácido 

12-oxo-fitodienoico (OPDA), una vía que consta de varios pasos enzimáticos. Diversos 

derivados de JA (éster metílico, conjugados de L-aminoácido, éster de glucosa, formas 

hidroxiladas) también se encuentran en plantas (WasternackyHause, 2002; Wasternack, 

2007). Los JA son inducidos por ataques de patógenos o heridas, que típicamente 

conducen a la generación de EROs (Suhitaet al., 2004), y regulan una variedad de 

respuestas de desarrollo de la planta. En los últimos años se ha encontrado evidencia que 

apoya la idea de que JA puede desempeñar funciones relevantes en la respuesta al estrés 

abiótico (Kazan, 2015; Riemannet al., 2015). Pospisilová (2003) reportó que los JAs 

desempeñan un papel en el estrés hídrico a través de los efectos sobre el cierre de los 

estomas regulados o potenciados por los jasmonatos. Asimismo, los efectos del 

metiljasmonato (MeJA) sobre cambios en las actividades de enzimas que capturan 

oxígeno y la composición lipídica de la membrana se estudiaron en hojas de fresa bajo 

estrés hídrico. MeJA redujo el aumento de la actividad peroxidasa y mantuvo altas las 

actividades de catalasa y superóxido dismutasa y el contenido de ácido ascórbico. 

Además, el tratamiento con MeJA redujo la transpiración y la peroxidación lipídica de 
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membranas, expresadasen contenido de malondialdehído (MDA) (Wang, 1999). En 

plantas de Pinuspinaster se ha encontrado que JA y OPDA actuarían en la señalización 

del estrés hídrico (Pedranzani et al., 2007). Yoon et al. (2009) observaron que, en las 

plántulas de soja, la aplicación de MeJA contrarrestaba los efectos negativos del estrés de 

NaCl sobre el crecimiento de las plantas, el contenido de clorofila, la tasa de fotosíntesis 

de las hojas, la tasa de transpiración de las hojas y el contenido de prolina. Además, se 

demostrado que los JAs aumentan la tolerancia a la congelaciónen Bromussp (Wilenet 

al., 1994). Las hormonas del estrés como ABA, JA, ácido salicílico y etileno interactúan 

directa o indirectamente con EROs y el aumento de la producción de EROs está 

funcionalmente acoplado a la acción de estas hormonas (Ahlforset al., 2004; Apel y Hirt 

2004). Incrementos en las EROs asociados a bajas temperaturas han sido reportados en 

diversas especies como Zea mays L., Cucumissativus L., Panicummiliaceum L., 

Solanumtuberosum L. (Lukatkin, 2002a), Fragaria×ananassa D. (Zhang et al., 2008) y 

Medicagosativa L. (Wang et al., 2009) entre otras. Para prevenir el daño de EROs, las 

plantas han desarrollado sistemas de defensa antioxidante enzimático y no enzimático. 

Las enzimas antioxidantes como superóxido dismutasa (SOD) y ascorbato peroxidasa 

(APX) previenen el daño de EROs (Mittler, 2002; Menendez-Benavente et al., 2004). 

SOD cataliza la dismutación de radicales hidroxilos (O.-2) en H2O2 y O2, protegiendo las 

células contra los efectos tóxicos de este radicalel cual es producido en varios 

compartimentos celulares. APX, una enzima clave para la captura de H2O2, se encuentra 

en citosol, cloroplastos y mitocondrias de plantas superiores. La actividad de las enzimas 

antioxidantes ha sido estudiada en plantas de alfalfa en relación a las bajas temperaturas. 

En esta especie se determinó que la sensibilidad al frío puede ser linealmente 

correlacionada con los bajos niveles de actividad de SOD, APX y catalasa (Wang et al., 

2009). Por otra parte, Lukatkin (2002b) sostiene que las plantas que presentan menos 

inactivación de las enzimas antioxidantes durante el periodo de bajas temperaturas son 

más resistentes al frío.  

Las moléculas antioxidantes no enzimáticas incluyen glutatión (GSH) y tioles no 

proteicos (TNP) (del Ríoet al., 2006). GSH, el antioxidante no enzimático más 

importante, controla el estado de reducción/oxidación (redox) en las células vegetales y 

su nivel es un indicador útil del estado redox. Los ácidos grasos linoleico y linolénico son 

particularmente sensibles al ataque de O2.
- y OH (Mueller, 2004; Halliwell y Gutteridge, 

2007), dando lugar tras su oxidación a hidroperóxidos de lípidos y aldehídos complejos 

como el 4 hidroxi-2-nonenal y el malondialdehido (MDA). El MDA generado puede 

dañar el ADN al conjugarse con una guanina, creando un anillo extra en su estructura 

(Jeonget al., 2005). En relación a las bajas temperaturas, se han observado incrementos 

en el contenido de MDA en plantas tales como Cucumissativus L. (Xuet al., 2008), 
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Fragaria×ananassa D. (Zhang et al., 2008) y Vitisvinifera (Maet al., 2010). Además, 

Castelli et al. (2010) proponen que el daño oxidativo, particularmente MDA foliar es 

potencial indicador de la tolerancia a estrés salino. 

El objetivo de nuestro estudio fue investigar las relaciones entre ABA y sus 

catabolitos, JA y componentes enzimáticos y no enzimáticos de la defensa antioxidante 

en dos cultivares de D. eriantha con diferentesensibilidad al frío ante estrés por frío. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Plantas y estrés frío 

Digitariaeriantha cv. Sudafricana y cv. Mejorada INTA se cultivaron en macetas 

que contienen turba: vermiculita (4: 1), en unaCámara de crecimiento Conviron E15 

(Conviron, Winnipeg, MB, Canadá) con 16 h de luz, 175 µEm2 s-1; 25ºC, 60% de 

humedad relativa; 8 h de oscuridad, 20°C, 60% de humedad relativa. El día 30 (Fig. 4.1), 

las plantas se sometieron a estrés por frío (4ºC) durante un período de 6, 24 o 72 h. Se 

utilizó un diseño aleatorio simple con tres repeticiones, con plantas en el tiempo 0 como 

controles. Cada muestra consistió en diez plantas. 

 

Fig. 4. 1: Plantas de D. erianthacvs. Sudafricana (izquierda) y Mejorada INTA (derecha) con 30 

días de crecimiento. (Foto: Hilda Pedranzani)  
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Cuantificación de ácido abscísico y metabolitos 

Los extractos secos de las muestras conteniendo ABA y sus metabolitos seresuspendieron 

con 100 µl de MeOH para la purificación y análisis mediante uncromatógrafo Alliance 

2695 (Waters, Inc., California, USA) equipado con unabomba cuaternaria con auto 

inyector de muestra. Se utilizó una columna ResteckC18 (Resteck USA, 2.1 x 100 mm, 

5 µm) a 25ºC, con un volumen de inyecciónde 10 µl. La elución se llevó a cabo en 

gradiente con un sistema de solventebinario: 0.2% HOAc en H2O (solvente B) / MeOH 

(solvente A) a una velocidadde flujo de 200 µl min-1, procediendo con las siguientes 

proporciones (v/v) desolvente A: (t (min), %A) :(0, 40), (25, 80). Al final de cada corrida 

seestablecieron 7 min de equilibración del sistema et alumna. La identificación 

ycuantificación de ABA y sus metabolitos se realizó mediante un espectrómetrode masa 

de doble cuadripolo (MicromassQuatroUltimatm PT, Manchester City, UK). Todos los 

análisis se realizaron utilizando la fuente de electrospray enmodo de ionización negativo. 

La cuantificación se llevó a cabo por inyección de las muestras en modo SIR. La 

adquisición de datos por SIR se realizó pormonitoreo de iones parentales para ABA, 2D6-

ABA, PA ,2H3-PA, DPA, 2H3-DPAy ABA-GE, 2H5-ABA-GE respectivamente. 

Cuantificación de jasmonatos 

Un gramo de MF de hojas se homogeneizó en mortero con nitrógenolíquido y 10 

ml de MeOH. A cada muestra se adicionaron: 100 ng de (2H6) JA;100 ng de (2H5) OPDA; 

100 ng de 12-(2H3) O Ac-JA y 100 ng de 11-(2H3) O Ac- JA, como estándares, se filtró 

para obtener el sobrenadante, el cual se evaporó asequedad y redisolvió con 10 ml de 

metanol. Se adicionó a las columnas deDEAE-Sephadex A-25 (3 ml en 100% MeOH), 

previamente lavada con 5 ml de1N AcOH en 100% MeOH, 10 ml de MeOH 100%; estas 

fracciones sedescartaron. Luego se agregó la muestra a la columna, diluida en un 

volumenmáximo de 10 ml de MeOH, y se eluyó con 3 ml de MeOH, 3 ml de 0,1 N 

AcOHen 100% MeOH; estas fracciones se descartaron. Se agregó 5 ml de 1N AcOH 

en100% MeOH; esta última fracción, donde eluyen los compuestos ácidos como elJA, se 

recolectó y se llevó a sequedad en evaporador rotativo al vacío. Los extractos secos se 

disolvieron en MeOH y se analizaron por HPLC, utilizando una columna Eurospher 100,5 

µm. La elución se realizó con unamezcla isocrática de MeOH: H2O en 0,1% H3PO2 

(60:40) a una velocidad deflujo de 1 ml min-1. UV: 200 nm. Se recolectaron las fracciones 

correspondientesa los respectivos tiempos de retención: 14 min, Rt de JA; 22.5 min, Rt 

de OPDA;9.30 min, Rt de 11-OH-JA; 11 min, Rt de 12-OH-JA y se evaporaron a 

sequedad. Los extractos se resuspendieron en 200 µl de CHCl3/N, N-di-isopropil- 

etilamina (1:1 v/v) y se derivatizaron con 10 µl de pentafluorbencilbromuro a 20°C 

durante una noche. Posteriormente se llevó a sequedad, se resuspendió con 7ml de n-



 

46 

 

hexano y se filtró por columna de Silica gel (SiOH; 500 mg) (Macherey- Nagel, Düren, 

Germany). Los pentafluorbencil ésteres se eluyeron con unamezcla de 7 ml de n-

hexano/dietiléter (2:1 v/v). Se evaporaron a sequedad y elextracto se retomó con 100 µl 

de acetonitrilo y se inyectó en un GC-MS a fin deidentificar y cuantificar los compuestos 

de interés. 

Se utilizó un espectrómetro de masa Hewlett Packard (modelo 5970 B) combinado 

con un cromatógrafo de gases HO 5890. Las temperaturasprogramadas fueron las 

siguientes: desde 60ºC (1 min) a 180ºC (30ºC min-1); desde 180ºC (1 min) a 200ºC (10ºC 

min-1), desde 200ºC (1 min) a 270ºC (5ºCmin-1). El espectro de masa se obtuvo a un 

voltaje de ionización de 70 eV. 

Contenido de malondialdehído 

La determinación de la peroxidación de los lípidos se realizó según Heathy Packer 

(1968). El contenido de malondialdehído (MDA) se midió a través de lareacción con el 

ácido 2-tiobarbitúrico (TBA). 250 mg de tejido foliar fueronhomogeneizados en 1,5 ml 

de TCA 0,1% (dilución 1:20) y centrifugados a10.000 g durante 15 min. Los 

sobrenadantes se mezclaron con 1 ml de TBA0,5% (en TCA 20%). Se llevaron a baño 

María a 95ºC, durante 30 min yrápidamente se enfriaron en baño de hielo. Los 

homogenatos se centrifugaron a10.000 g por 15 min y se leyó la absorbancia a 532 y 600 

nm. El nivel de lipoperoxidación se expresó como nmol de MDA formado, usando un 

coeficientede extinción de 155 mM-1cm-1. 

Determinación de enzimas antioxidantes 

Para la determinación de superóxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) 

sehomogeneizaron 250 mg de hojas en 1,5 ml del buffer de extracción (50 mM debuffer 

fosfato (pH 7,4), 1 mM de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), 1 g 

depolivinilpirrolidona (PVP) y 0,5% (v/v) de Tritón X-100, en condiciones de frío.Los 

homogenatos se centrifugaron a 10.000 g por 20 min y el sobrenadante seutilizó para el 

análisis. La actividad de SOD se midió en espectrofotómetro, según Beyer y Fridovich 

(1987). En este estudio una unidad de SOD se definecomo la cantidad requerida para 

inhibir un 50% la fotoreducción de nitrobluetetrazolium. La actividad específica de SOD 

se calculó como unidades/mg deproteínas. Los resultados se expresaron en porcentaje del 

control. Para la estimación de la actividad de ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11)300 mg 

de hojas se colocaron en 1,5 ml del medio homogeneizador (50 mM debuffer fosfato (pH 

7,0), 0,1 mM de EDTA, 5 mM de ascorbato y 1% PVP). Parael ensayo de actividad 

enzimática, la relación de peróxido de hidrógenodependiente de la oxidación del ácido 

ascórbico, se determinó en una reacciónmixta que contenía 50 mM de buffer fosfato (pH 

7,4), 5 nM de ácido ascórbico yextracto de enzima (Chen y Asada, 1989). La reacción se 

inició con el agregadode 100 µl de 0,1 mM (v/v) H2O2 y la tasa de oxidación del ácido 
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ascórbico seestimó por el descenso de la absorbancia a 290 nm por 3 min. La 

actividadespecífica de APX se expresó como porcentaje del control. La concentración de 

proteínas fue determinada espectrofotométricamenteusando albúmina bovina como 

estándar (Bradford, 1976). 

Determinación de compuestos antioxidantes no enzimáticos 

Glutation reducido (GSH) y tioles no proteicos (TNP) se extrajeron 

porhomogeneización de 250 mg de hojas en 2 ml 0,1 N de HCl (pH 2), 1% (w/v) dePVP 

y se centrifugó a 10.000 g a 4°C durante 10 min (Schupp y Rennenberg, 1988). La 

cantidad de GSH del sobrenadante se estimó incubando 100 µl de la alícuota con buffer 

fosfato (0,5 M KH2PO4 / K2HPO4), conteniendo 1 g/l de ácidoascórbico y 0,5 g/l de ácido 

glioxílico (pH 6,8), por 5 min a 60°C. La solución se colocó rápidamente en hielo. 100 µl 

del reactivo de Ellman (solución de DTNB) se agregó a todos los tubos, se mezcló y 

centrifugó a 12.000 rpm por 2 min. Semidió la absorbancia a 412 nm. El tubo control 

contenía el buffer y el estandar deGSH (preparado de una solución GSH stock, diluyendo 

4 mM en una proporción1:10) (Ball, 1966). Los resultados obtenidos se expresaron como 

µmoles GSH/gde PF. Para la determinación de tioles no proteicos se usó el reactivo de 

Ellman.200 µl del sobrenadante se mezcló con buffer fosfato (0,5 M KH2PO4/ K2HPO4, 

1 mM EDTA, pH 8) y 100 µl de solución de DTNB (6 mM DTNB, 50 Mmbuffer potasio 

fosfato, pH 7,4) se agregaron para iniciar la reacción. Luego de 15min de incubación a 

30°C, se midió la absorbancia a 412 nm y se corrigió conDTNB/control sin enzima. Los 

resultados se expresaron como mMoles DTNB/gde PF. 

Análisis estadístico 

Se utilizó la prueba de análisis de varianza (ANOVA) y los datos se sometieron a prueba 

de rango múltiple a posteriori. El software utilizado fue Statgraphics Plus, versión 3 

(Manugistics, Rockville, MD, EE. UU.). 

RESULTADOS 

ABA y sus catabolitos 

ABA y sus catabolitos ABA-GE, DPA y PA se detectaron en hojas de ambos cv. 

Sudafricana y cv. Mejorada INTA. Las hojas de control (tiempo 0) de ambos cultivares 

mostraron un contenido de ABA similar (Fig. 4. 2A, B). ABA-GE y DPA fueron los 

compuestos más abundantes en las hojas control de ambos cultivares (Fig. 4.2C, F), 

mientras que PA fue un catabolito menor (Fig. 4.2G, H). El contenido de ABA-GE, DPA 

y PA en hojas de control del cv. Sudafricana fue más alto que en el cv. Mejorada 

INTA.Bajo estrés por frío (24 o 72 h) el contenido de ABA aumentó cuatro veces en el 

cv. Sudafricana. En el cv. Mejorada INTA, hubo un aumento constante de 6 a 72 h (Fig. 
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4.2A, B). El estrés por frío causó una disminución en ABA-GE en el cv. Sudafricana (Fig. 

4. 2C).En el cv.MejoradaINTA, este compuesto no cambió a las 6 y 72 h, pero alcanzó 

su punto máximo a las 24 h (Fig. 4. 2D). El DPA disminuyó bajo estrés por frío en el cv. 

Sudafricana (Fig. 4.2E). PA también disminuyó a las 6 y 24 h, pero regresó anivel de 

control a las 72 h (Fig. 4.2G). El estrés por frío del cv. Mejorada INTA no afectó los 

niveles de DPA (Fig. 4.2F) o PA (Fig. 4.2H). 
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cv. Sudafricana cv. Mejorada INTA 

 
 

 

Fig. 4.2: Contenido de ácido abscísico (ABA) y sus catabolitos en Digitariaeriantha a 6, 24 y 72 

h de estréspor frío. A. ABA en el cv. Sudafricana. B. ABA en el cv. Mejorada INTA. C. ABA-

GE en el cv. Sudafricana. D. ABA-GE en el cv. Mejorada INTA. E. DPA en el cv. Sudafricana. 

F. DPA en el cv. Mejorada INTA. G. PA en el cv. Sudafricana. H. PA en el cv. Mejorada INTA 

(n = 3). Letras distintas indican valores que difieren significativamente a P < 0.05 (Garbero et al., 

2011) 
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Jasmonatos 

OPDA (el precursor JA), JA y sus derivados, 11-OH-JA, 12-OH-JA, se detectaron 

en las hojas de ambos cultivares. JA y 12-OH-JA fueron los compuestos más abundantes. 

Los niveles de JA fueron más altos en las hojas control del cv. Mejorada INTA que en el 

cv. Sudafricana (Fig. 4.3A, B). Lo mismo ocurrió para 12-OH-JA (Fig. 4.3E, F). Por el 

contrario, 11-OH-JA fue menor en el cv. Mejorada INTA (datos no mostrados), y OPDA 

no difirió entre los dos cultivares (Fig. 4.3C, D). Bajo estrés por frío (24 o 72 h), el nivel 

de JA disminuyó dos veces en comparación con el control en el cv. Sudafricana, y 

triplicado en el cv. Mejorada INTA (Fig. 4.3A, B). OPDA mostró un ligero aumento en 

el cv. Sudafricana para el tratamiento de 72 h, pero no mostró cambios para ningún tiempo 

de estrés en el cv. Mejorada INTA (Fig. 4.3C, D). 

                             cv. Sudafricana cv. Mejorada INTA 

 
Fig. 4.3: Niveles endógenos de JAs en Digitariaerianthacvs. Sudafricana y Mejorada INTA a 6, 

24 y 72 h de frío. A y B: JA; C y D: OPDA; E y F: 12-OH-JA. Datos expresados como media ± 

ES (n = 3). Letras distintas indican valores que difieren significativamente a P < 0.05 (Garbero et 

al., 2011). 
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12-OH-JA mostró un descenso solamente a las 72 h en el cv. Sudafricana (Fig. 

4.3E). En el cv. Mejorada INTA, este compuesto descendió dos veces el valor del control 

a las 6 y 24 h de tratamiento y retomó los valores del control a las 72 h (Fig. 4.3F). En el 

compuesto 11-OH-JA, no se observaron cambios para ningún tiempo con tratamiento con 

frío ni en ninguno de los cultivares (datos no mostrados). En resumen, para ambos 

cultivares, el contenido de ABA fue menor que el contenido de JA en plantas control. 

Frente a estrés por frío, el nivel de ABA se incrementó mientras que JA disminuyó. 

Peroxidación lipídica 

Las sustancias reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS, por sus siglas en inglés) 

se encontraron en hojas de ambos cultivares de D. eriantha. En plantas control, el nivel 

de TBARS fue mayor en el cv. Mejorada INTA que en el cv. Sudafricana (Fig. 4.4). El 

nivel incrementa significativamente en plantas del cv. Sudafricana expuestas a 24 y 72 h 

de estrés por frío (Fig. 4.4A), sin embargo, no se observan cambios en el cv. Mejorada 

INTA (Fig. 4.4B). Los niveles de TBARS en plantas tratadas con frío en el cv. 

Sudafricana considerando los incrementos no alcanzan los niveles observados en el cv. 

Mejorada INTA. 

 
 

Fig. 4.4: Niveles de malondialdehido (MDA) en hojas de Digitariaeriantha a 6, 24 y 72 h de 

estrés por frío A: cv. Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados como media ± ES (n 

= 5). * Indica valores que difieren significativamente a P < 0.05 (Garbero et al., 2011) 

 

Actividad enzimática 
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siete y diez veces, respectivamente, a los 6, 24 y 72 h de tratamiento en frío. En el cv. 

Mejorada INTA la actividad de APX no se modificó significativamente con ninguno de 

los tratamientos con frío (Fig. 4.5B). 

cv. Sudafricana cv. Mejorada INTA 

  

  

Fig. 4.5: Defensa antioxidante enzimática en hojas de Digitariaerianthacvs. Sudafricana y 

Mejorada INTA a 6, 24 y 72 h de estrés por frío. A: Superóxido dismutasa. B: Ascorbato 

peroxidasa. Datos expresados como media ± ES (n = 5). * Indica valores que difieren 

significativamente a P < 0.05 (Garbero et al., 2011). 

Antioxidantes no enzimáticos 

Los niveles de GSH y TNP en los dos cultivares bajo estrés por frío se resumen en la 

Tabla 4.1.  
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Tabla 4.1: Contenido de GSH y TNP en hojas de Digitariaerianthacvs. Sudafricana y Mejorada 

INTA. Datos expresados como media ± ES (n = 5). * Indica valores que difieren 

significativamente a P < 0.05 (Garbero et al., 2011). 
 

Cultivar Tiempo GSH 

(μM GSH/g PF) 

TNP 

(mM DTNB/g PF) 

Sudafricana 0 h 

6 h 

24 h 

72 h 

1251,73 ± 58,5 

1375,66 ± 47,2 

1156,07 ± 103,9 

1437,63 ± 133,8 

66,89 ± 3,62 

91,79 ± 7,65 

122,04 ± 8,48* 

151,05 ± 16,40* 

Mejorada INTA 0 h 

6 h 

24 h 

72 h 

2171,5 ± 165,9 

1893,0 ± 129,4 

2660,9 ± 251,0 

2732,4 ± 104,4 

56,394 ± 4,35 

47,816 ± 5,20 

112,45 ± 6,0* 

112,94 ± 3,0* 

 

El nivel de GSH fue consistentemente más alto para el cv. Mejorada INTA que para el 

cv. Sudafricana y no se modificó significativamente por el tratamiento con frío en 

ninguno de los casos. El nivel de TNP aumentó en 24 y 72 h en frío en ambos cultivares. 

DISCUSIÓN 

Cambios en los niveles de ABA endógeno y sus catabolitos, JA y las respuestas 

de los sistemas de defensa antioxidante, bajoestrés por frío en cortos periodos de tiempo, 

se compararon en dos cultivares de D. eriantha con diferente sensibilidad al frío.  

ABA y JA son las principales hormonas involucradas en las respuestas de estrés 

abiótico (Janowiaket al., 2002, Jung et al., 2007, Wasternack 2007, Huanget al., 2008). 

La salinidad, la sequía y el estrés por frío causan un aumento en los niveles de ABA 

endógeno (Xionget al., 2002) y de las JA (Xin et al., 1997, Kramellet al., 2000, Balbi y 

Deboto, 2008).  

El grado de acumulación de ABA depende no solo de la biosíntesis de ABA, sino 

también de la desactivación de ABA, incluido el catabolismo y la conjugación (Ren et 

al., 2007). Jiang y Hartung (2007) sugirieron que, bajo condiciones de estrés, ABA-GE 

es el catabolito transportado en el xilema.  

En las hojas Digitaria sin estrés, el contenido de ABA fue menor que el de sus 

catabolitos, lo que sugiere que las vías de oxidación y conjugación están activas. La 

mayor acumulación de ABA-GE observada en las hojas control, en relación con DPA y 

PA, puede ser una consecuencia de la regulación de ABA, principalmente a través de la 

conjugación. El alto contenido de DPA sugiere que el PA tiene una corta vida media y se 

metaboliza rápidamente a DPA.  

Por el contrario, el catabolismo de ABA a PA o DPA predomina en otras especies, 

incluidas semillas de manzana, frutos y semillas de cereza dulce (Sethaet al., 2005), 
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células de maíz cultivadas en suspensión (Balsevichet al., 1994) y plantas de Arabidopsis 

(Huanget al., 2008), lo que demuestra que el metabolismo de ABA se regula de manera 

diferente en diferentes plantas.  

En el presente estudio, el estrés por frío causó un mayor aumento de ABA en el 

cv. tolerante al frío cv. Mejorada INTA que en el cv. Sudafricana. El grado de tolerancia 

al estrés no estaba relacionado con el contenido de ABA de las plantascontrol, sino con 

el contenido diferencial de ABA bajo estrés. De manera similar, las plántulas de maíz con 

diferentes genotipos no difirieron en el contenido de ABA antes del tratamiento con frío, 

pero el contenido de ABA mostró un mayor aumento en las plántulas tolerantes al frío 

que en las sensibles al frío durante el tratamiento (Janowiaket al., 2002). En el cv. 

Sudafricana, el aumento de ABA en el estrés por frío podría ser el resultado de la síntesis 

de novo de ABA o de la desconjugación de ABA-GE. El cv. Mejorada INTA también 

mostró un aumento de ABA en el estrés por frío, pero probablemente solo a través de la 

síntesis de novo síntesis, ya que este cultivar no mostró disminución de ABA-GE como 

se observó en el cv. Sudafricana.  

La alteración de los niveles de PA y DPA después del estrés por frío en el cv. 

Sudafricana indica que la oxidación es una vía más importante en este cultivar que en 

Mejorada INTA y confirma la asociación entre el estrés por frío y el metabolismo de 

ABA.  

JA es la otra hormona vegetal involucrada en la respuesta al estrés por frío, como 

se ejemplifica en los estudios de la crucífera Thellungiella (Wong et al., 2006). 

En el presente estudio, el contenido basal de JA fue menor en las hojas del cv. 

Sudafricana que del cv. Mejorada INTA y el tratamiento con frío disminuyó no solo JA 

sino también su derivado 12-OH-JA. La sensibilidad al frío del cv. Sudafricana puede 

estar relacionado con un bajo contenido de JA y 12-OH-JA. Pedranzaniet al. (2003) 

mostraron que los cultivares de tomate que difieren en la tolerancia a la salinidad y la 

capacidad de acumular sodio también difieren en el contenido basal de JA. Las cantidades 

de JA y compuestos relacionados fueron mayores en el cultivar tolerante a la salinidad, 

cv. Pera, que en el cultivar sensible a la salinidad, cv. HellfruchtFrühstamm.  

El ligero aumento de OPDA a las 72 h en respuesta al tratamiento con frío en el 

cv. Sudafricana puede ser una consecuencia del daño de la membrana celular; es decir, el 

estrés por frío puede liberar OPDA del conjunto esterificado de 

monogalactosildiacilglicerol-OPDA, especialmente en membranas de cloroplastos. Otra 

posibilidad es que los ácidos grasos se liberen de la membrana a partir del 

monogalactosildiacilglicerol para la biosíntesis de OPDA (Weber 2002; Busemanet al., 

2006; Boettcher y Weiler 2007).  

La inducción de muchos genes por JA / metiljasmonato, pero no por 12-OH-JA, 

sugiere que la acumulación diferencial de jasmonatos contribuye a la regulación positiva 

de un cierto subconjunto de genes, combinado con regulación negativa por hidroxilación 

de JA (Mierschet al., 2008). La hidroxilación de JA puede representar un apagado en la 

señalización de JA para los genes regulados positivamente y un represor aún más fuerte 

para los genes regulados negativamente.  
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Los dos cultivares mostraron diferencias notables en la respuesta temporal y la 

acumulación de 12-OH-JA bajo estrés por frío. La disminución de 12-OH-JA observada 

en el cv. Mejorada INTA a las 6 y 24 h puede permitir la desrepresión de ciertos genes 

relacionados con el estrés por frío. La cuestión de qué genes implicados en el estrés por 

frío están regulados hacia arriba o hacia abajo por OPDA, JA y 12-OH-JA es un tema 

interesante para estudios futuros.  

La acumulación diferencial de ABA y sus catabolitos, así como de JAs (OPDA, 

JA, 12-OH-JA), observada en Digitaria, refleja la participación de estos compuestos en 

lasrespuestas diferentes frente al estrés que muestran los dos cultivares.  

En la respuesta al estrés por frío de Digitaria, ABA y JA parecen tener una 

relación inversa; es decir, el aumento de ABA se correlaciona con una disminución de JA 

en las hojas estresadas. Numerosos estudios previos han sugerido interacciones entre las 

vías de señalización de ABA y JA (Jung et al., 2007, Huang et al., 2008, Kazan y 

Manners, 2008). La hipótesis de que JA actúa de manera sinérgica con ABA para 

promover la respuesta al estrés (Munemasaet al., 2007) fue contradicha por un estudio de 

microarrays de genes sensibles a JA en Arabidopsis. El tratamiento con JA redujo la 

transcripción de genes sensibles a ABA-estrés por frío/sequía, lo que indica una 

interacción antagonista entre las vías de señalización de JA y ABA (Jung et al., 2007).  

Las lesiones en las plantas relacionadas con el estrés están asociadas con el daño 

oxidativo a nivel celular (Mittler 2002; Huang y Guo 2005; del Río et al., 2006). Un 

parámetro utilizado para medir la lesión por oxidación es el nivel de MDA, un producto 

de la peroxidación lipídica. Por ejemplo, se observó un aumento de MDA en arroz bajo 

estrés de enfriamiento (Huang y Guo, 2005) y en el pasto bermuda triploide bajo sequía 

(Lu et al., 2009). En este trabajo se observó el aumento de MDA en el cv. Sudafricana 

bajo estrés por frío, sugiriendo que el cultivar tolerante al frío cv. Mejorada INTA puede 

estar mejor protegido contra lesiones por estrés por frío.  

El aumento en la peroxidación lipídica observada en las hojas del cv. Sudafricana 

después del estrés por frío puede ser una consecuencia de la producción de EROsdebido 

a una menor actividad de SOD. Se ha encontrado una disminución de la actividad de SOD 

en cultivares de arroz sensibles al frío, cv. IR-50, después del estrés por frío (Huang y 

Guo, 2005). La sensibilidad al frío del cv. Sudafricana también puede deberse a la baja 

actividad de esta enzima. La disminución de la actividad de SOD estuvo acompañada por 

un aumento abrupto de la actividad de APX. Cuando la función de eliminación de SOD 

se deteriora, se acumulará O2
-, lo que contribuirá al estallido oxidativo y al aumento de la 

peroxidación lipídica. El sistema de peroxidasas existe en múltiples isoformas que son 

estímulos exógenos regulados por el desarrollo y altamente reactivos, de forma similar al 

estrés por frío. Otro factor relacionado con los sistemas de defensa de las plantas es la red 

de señalización del Eros, que puede estar involucrada en las primeras etapas de la 

respuesta homeostática.  

Entre los componentes del sistema de defensa vegetal no enzimático, los TNP 

como la γ-glutamilcisteína, ácido glutámico, cisteína y GSH son moléculas importantes 

en la defensa celular, incluida la respuesta al estrés por frío. Los depósitos de tiol parecen 

estar equilibrados entre el crecimiento y un depósito reabastecidode GSH en tejidos. En 
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nuestro estudio, el nivel de TNP aumentó en ambos cultivares de Digitaria bajo estrés 

por frío. El GSH puede usarse como un mecanismo de defensa en lugar de un precursor 

de fitoquelatina y podría incorporarse en la vía Halliwell-Asada, junto con APX. Esto 

podría explicar por qué los niveles de GSH no se alteraron de manera significativa por el 

tratamiento con frío, aunque fueron más altos en el cv. Mejorada INTA que en el cv. 

Sudafricana.  

Las respuestas adaptativas en las plantas están mediadas por fitohormonas (ABA, 

JA) e incluyen las defensas antioxidantes. La adición exógena de ABA indujo actividades 

de enzimas antioxidantes en varias especies (Jiang y Zang 2001; Lu et al., 2003, 2009). 

Lu et al. (2009) informaron que la aplicación de ABA aumentó la tolerancia a la sequía 

en el cultivar TifEagle de pasto bermuda triploide, mediante la promoción de actividades 

de SOD y catalasa.  

Del mismo modo, los enlaces entre las JA y las enzimas antioxidantes se han 

establecido en estudios con la adición exógena de JA y metiljasmonato. Babar Ali et al. 

(2006) aplicaronmetiljasmonato a las raíces de Panaxginsengcultivadas en suspensión y 

observaron un comportamiento enzimático antioxidante similar: disminución de la 

actividad de SOD y aumento de la actividad de APX. Los cambios en las actividades de 

las enzimas antioxidantes luego del agregado demetiljasmonato pueden prevenir el estrés 

oxidativo al aumentar la eficiencia del sistema antioxidante.  

En base a nuestros resultados, la tolerancia al frío del cv. Mejorada INTA podría 

asociarse con el mayor contenido de ABA y la estabilidad de la peroxidación lipídica (en 

términos de TBARS y actividades enzimáticas) frente al estrés por frío, mientras que la 

disminución en el contenido de JA sugiere que los contenidos endógenos de JA no pueden 

prevenir el estrés oxidativo en las hojas tratadas de este cultivar.  

Gran parte de nuestro conocimiento de las respuestas al estrés frío proviene de 

estudios que usan la aplicación exógena de hormonas. Los resultados del presente estudio 

establecen un vínculo entre los niveles de hormonas endógenas, el sistema de defensa 

antioxidante y la sensibilidad al frío en dos cultivares Digitaria. 
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CAPITULO 5 

Efecto del frío sobre el crecimiento, hormonas promotoras y anatomía de Digitaria 

eriantha 

Marisa GARBERO, Hilda PEDRANZANI 

Resumen 

Dos cultivares de Digitaria eriantha (Sudafricana sensible al frío y Mejorada INTA 

tolerante al frío) estuvieron expuestos al estrés por frío (5 °C) durante 0, 6, 24 o 72 h y se 

compararon en términos de crecimiento de hojas y raíces, período de recuperación, 

anatomía de brotes y hojas y niveles de clorofila, auxina (ácido indol-3-acético, AIA) y 

citoquininas (CK). En el cv. Sudafricana, el tratamiento con frío causó un crecimiento 

reducido, ligeros cambios en el nivel de clorofila, niveles reducidos de AIA y de la CK 

iso-penteniladenina (iP) y reducción del peso fresco (PF) y peso seco de la hoja (PS) 

durante el período de recuperación. Se observaron daños en la anatomía de los 

cloroplastos, el tallo principal y las yemas axilares. El estudio ultraestructural mostró un 

número reducido de granos de almidón en los cloroplastos de la vaina del haz y el 

mesófilo. En el cv. Mejorada INTA, el tratamiento con frío no tuvo un efecto significativo 

sobre el crecimiento o el nivel de clorofila. El PF y PS de las hojas volvieron rápidamente 

a los niveles normales durante el período de recuperación. La anatomía del meristema de 

la planta se vio afectada, sin embargo, la ultraestructura de la vaina del haz y los 

cloroplastos del mesófilo no se afectaron. La toleranciaal frío del cv. Mejorada INTA 

parece estar relacionado con la estabilidad de los niveles de clorofila y CK, el aumento 

de AIA y el mantenimiento de la anatomía y ultraestructura de brotes y hojas. 

 

Palabras claves: Anatomía, auxinas, citoquininas, crecimiento, Digitaria eriantha, frío. 

Abstract 

Two cultivars of Digitaria eriantha (cold-sensitivecv. Sudafricana and cold-tolerant cv. 

Mejorada INTA) were exposed to cold stress (5 ºC) for 0, 6, 24, or 72 h, and compared 

in terms of leaf and root growth, recovery period, shoot and leaf anatomy, and levels of 

chlorophyll, auxin (indole-3-acetic acid, IAA) and cytokinins (CKs). In Sudafricana, cold 

treatment caused reduced growth, slight changes in chlorophyll level, reduced levels of 

IAA and CK iso-pentenyladenine (iP), and reduced leaf dry weight (DW) and fresh 

weight (FW) during the recovery period. Anatomical damage was observed in 

chloroplasts, main stem, and axillary buds. Ultrastructural study showed reduced numbers 

of starch grains in chloroplasts of the bundle sheath and mesophyll. In Mejorada INTA, 

cold treatment had no significant effect on growth or chlorophyll level. Leaf DW and FW 

quickly returned to normal levels during the recovery period. Anatomy of ground 

meristem was affected, but ultrastructure of bundle sheath and mesophyll chloroplasts 

was not. The cold tolerance of cv. Mejorada INTA appears to be related to the stability 

of chlorophyll and CK levels, increase of IAA, and maintenance of normal shoot and leaf 

anatomy and ultrastructure. 

Keywords: Anatomy, auxin, cytokinins, cold, Digitaria eriantha, growth. 
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INTRODUCCIÓN 

El estrés por frío es uno de los estreses ambientales abióticos más graves que 

enfrentan las plantas durante su ciclo de vida. El estrés por frío limita el rendimiento 

agronómico al reducir el crecimiento de las plantas, con efectos negativos e impredecibles 

sobre la acumulación de biomasa (Bracale y Coraggio 2003). En este trabajo se estudiaron 

dos cultivares de D. eriantha: cv. Sudafricana, originario de Sudáfrica y cv. Mejorada 

INTA, desarrollado por el Instituto Nacional de Tecnología Agropecuaria (INTA), 

provincia de San Luis, Argentina, basado en su resistencia a las condiciones semiáridas. 

La elucidación de los mecanismos de respuesta de estos cultivares al estrés por frío es 

altamente deseable en vista de la importancia económica de D. eriantha como recurso 

forrajero y los posibles beneficios de expandir el cultivo de esta especie a áreas con clima 

más frío. Un mejor conocimiento de los mecanismos de tolerancia al estrés por frío 

ayudará a los mejoradores y a los agricultores a identificar y seleccionar las plantas más 

adecuadas para las áreas frías.  

En el cultivo sorgo, la exposición al frío inhibió el crecimiento y causó la 

reducción del peso seco y el área foliar (Ercoliet al., 2004). En las plantas de trigo, las 

bajas temperaturas redujeron la tasa de crecimiento relativo de la raíz en los cultivares de 

invierno (Pro INTA Pincén y Pro INTA Puntal) en comparación con los cultivares de 

primavera (Buck Patacón y San Agustín INTA) y produjeron una relación raíz / brote 

menor en cultivares de invierno. Además, la exposición al frío redujo la tasa de 

crecimiento de los brotes en todos los cultivares y el área de la superficie de la raíz 

aumentó de manera más significativa en los cultivares de primavera (Equiza et al., 2001). 

Las hojas de muchas especies de plantas cultivadas a baja temperatura muestran tasas 

muy bajas de fotosíntesis y cambios en la composición del pigmento (Haldimannet al., 

1996) y el contenido de pigmentos (Oliveira et al., 2009). El contenido de clorofila a, b, 

y de carotenoides totales, fue mayor en Zea mays tolerante al enfriamiento que en otros 

genotipos (Haldimann 1999). El análisis de los rasgos morfológicos es útil para estudiar 

las adaptaciones de las plantas al estrés ambiental, como el frío. En Brassica napus, el 

estrés por frío indujo cambios en el patrón de expansión de las células del mesófilo y un 

mayor grosor de las paredes celulares en la epidermis superior (Stefanowskaet al., 1999). 

En el trigo, el grosor de las terceras hojas fue aproximadamente 1,5 veces mayor a 5 °C 

que las desarrolladas a 25 °C, tanto en los cultivares de primavera como en invierno. 

Además, en variedades de trigo de invierno expuestas a estrés por frío la superficie foliar 

abaxial mostró una mayor longitud de células epidérmicas y una menor frecuencia 

estomática y esto se relacionó con hojas dobladas en un ángulo más cerrado a lo largo de 

la nervadura central (Equiza et al., 2001). La exposición de plantas resistentes al frío a 
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bajas temperaturas provoca cambios obvios en la ultraestructura celular. Las primeras 

manifestaciones de la lesión por frío incluyen hinchazón ydesorganización de los 

cloroplastos (tilacoides dilatados, desorganización de las pilas degrana, formación de 

pequeñas vesículas en la envoltura de cloroplastos y tamaño y cantidad de granos de 

almidón reducidos) y cambios en la estructura de las mitocondrias (Kratsch y Wise, 

2000). Las hojas de Arabidopsis expuestas a bajas temperaturas presentaron 

invaginaciones de membrana y numerosas microvesículas cerca de la membrana 

plasmática (Ristic y Ashworth, 1993). Las hojas de plantas tratadas con frío de 

Cucumissativus L. también mostraron hinchazón de cloroplastos y tilacoides y formación 

de vesículas en laminillas (Xuet al., 2008).  

Muchos estudios han demostrado la participación de hormonas vegetales 

(particularmente ácido abscísico, etileno, ácido salicílico y ácido jasmónico) en respuesta 

a estreses abióticos. Los niveles y funciones de las hormonas involucradas en el 

crecimiento, incluyendo el ácido indol-3-acético (AIA) y las citoquininas (CK), están 

claramente influenciados por factores de estrés ambiental. Existe cierta evidencia de que 

las CK interactúan con factores de estrés abiótico y biótico y que AIA está involucrada 

en respuestas de estrés abiótico (Hare et al., 1997; Ghanashyam y Jain, 2009; Jain y 

Khurana, 2009; Shibasakiet al., 2009). Ha habido avances recientes en la comprensión de 

la biosíntesis y la señalización de CK (Kieber y Schaller, 2010) y la interacción de señales 

ambientales con CK para modular la fisiología de las plantas (Argueso et al., 2009). Por 

lo tanto, parece que estas hormonas vegetales desempeñan un papel importante en la 

capacidad de las plantas para mantener el crecimiento y el desarrollo bajo estrés por frío.  

Nuestros estudios demuestran que la exposición del cv. Mejorada INTA y el cv. 

Sudafricana a bajas temperaturas causó una respuesta diferencial en términos de ácido 

abscísico, niveles de ácido jasmónico y en la defensa antioxidante (Garbero et al., 2011). 

Estos hallazgos sugieren que la tolerancia al frío del cv. Mejorada INTA se relacionó con 

un aumento del nivel de ácido abscísico y con el mantenimiento de la peroxidación de 

lípidos bajo estrés por frío. En el presente estudio, la hipótesis fue que el estrés por frío 

altera los parámetros de crecimiento, la ultraestructura de la hoja y los niveles de la 

hormona de crecimiento en mayor grado en el cv. Sudafricana sensible al frío que en el 

cv. tolerante al frío Mejorada INTA. En consecuencia, cuantificamos y comparamos los 

efectos del estrés por frío sobre el crecimiento, el meristema apical y la morfología foliar, 

la ultraestructura de la hoja y los niveles de pigmentos fotosintéticos, auxinas y 

citoquininas en estos dos cultivares de D. eriantha. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Plantas y estrés frío 

D. eriantha cv. Sudafricana y cv. Mejorada INTA se cultivaron a partir de semillas 

en macetas que contienen turba: vermiculita (4: 1, v / v), en una cámara de crecimiento 

Conviron E15 (Conviron, Winnipeg, Canadá) bajo un ciclo de 16 h de luz, 25ºC / 8 h de 

oscuridad, 20ºC, a 60% de humedad relativa. La densidad del flujo fue 175 ± 5 µmol m-2 

s-1 usando tubos fluorescentes F96T12 / CW / 1500 (General Electric, EE. UU.) 

aumentados con luz procedente de lámparas incandescentes (OSRAM). El día 30, las 

plantas se transfirieron a una cámara a 5 ± 1 °C durante 6, 24 o 72 h, bajo un ciclo de 16 

h luz / 8 h oscuridad y 60% de humedad relativa. Las plantas no tratadas consideradas 

como controles (tiempo 0) se mantuvieron en condiciones de crecimiento. Se utilizó un 

diseño simple y aleatorizado con tres repeticiones. Cada muestra consistió en 10 plantas. 

Parámetros de crecimiento, período de recuperación y análisis de pigmentos 

Cuatro plantas se separaron en hojas y raíces y se registró el peso fresco (PF; g 

planta-1) de estas partes. Las muestras se secaron a continuación en un horno a 60ºC hasta 

que se obtuvo un peso seco constante (PS). Las longitudes de las hojas y las raíces se 

registraron a las 6, 24 y 72 h de tratamiento en frío.  

Después de 72 h de tratamiento con frío, las plantas se mantuvieron a 25 °C 

durante 21 días (período de recuperación). Los controles fueron plantas cultivadas 

continuamente a 25 °C sin tratamiento en frío. PF, PS y la longitud de las hojas se 

registraron los días 7, 14 y 21 días del período de recuperación y se expresaron como 

porcentajes de los valores de control. Los experimentos se realizaron por triplicado.  

Se extrajeron pigmentos de clorofila moliendo hojas en acetona al 80% a 

temperatura ambiente y sus niveles se expresaron en miligramos / gramo de PF usando 

las ecuaciones de Porra (2002). Los niveles de carotenoides se calcularon usando la 

fórmula de Lichtenthaler y Wellburn (1983). 

Estudios anatómicos 

Se tomaron muestras de ápice de plantas control y de 6, 24 y 72 h de plantas 

expuestas al frío y muestras foliares de plantas control y tratadas en frío durante 72 h se 

colocaron en FAA (95% de etanol: ácido acético glacial: 37-40% de formaldehído: agua; 

50:5:10:35, v/v). Las muestras se deshidrataron según lo descripto por Johansen (1940), 

utilizando soluciones graduadas de etanol y xileno. Los tejidos completamente infiltrados 

se incrustaron en Histowax (cera parafínica altamente purificada mezclada con aditivos 

poliméricos) y se obtuvieron una serie de secciones transversales de 12 μm de espesor 
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usando un microtomo giratorio Minot. Las secciones se tiñeron tres veces con 

hematoxilina, safranina y Fast Green FCF según lo descripto por Johansen (1940). Las 

preparaciones histológicas se evaluaron usando un microscopio estándar Zeiss Model 16. 

Las fotomicrografías se tomaron usando un microscopio Zeiss Axiophot y las imágenes 

se capturaron y digitalizaron utilizando la cámara AxioCamHRc y el programa 

AxioVision 4.3. 

Estudio de ultraestructura 

Las hojas de plantas tratadas en frío por 72 h se fijaron al vacío en glutaraldehído 

al 2% (v/v)en buffer de fosfato (pH 7,2) durante 4 horas a 4ºC. Las muestras se lavaron 

con buffer fosfato a intervalos de 30 minutos y se fijaron en solución de tetróxido de 

osmio al 1% (m/v) (OsO4) durante 1 hora a 4 ºC. Las muestras se lavaron luego con buffer 

fosfato y se deshidrataron a través de una serie graduada de etanol: agua (50, 70, 80, 95 

y 3 veces en etanol al 100%, v/v), 10 min en cada solución. El etanol se reemplazó por 

acetona 3 veces, 10 minutos cada vez. Las muestras se incrustaron entonces en EPON 

(Shell, Londres, Reino Unido) mediante una serie de mezclas de resina: acetona (1:1, 

m/v) seguido de un cambio de resina:mezcla de acetona (1:2 m/v). Finalmente, las 

muestras se incrustaron en 100% EPON durante 1 hora a temperatura ambiente. La resina 

se polimerizó a 35, 45 y 60ºC (12 h cada uno). Los cortes ultrafinos (60-90 nm) se 

realizaron con ultramicrotomoReichert-Jung SuperNova. Las secciones se cortaron en 

sentido transversal a fin de que ambas capas se pudieran ver en la misma sección. Los 

cortes se tiñeron con acetato de uranilo al 4% en etanol al 50% por 10 min y luego con 

citrato de plomo durante 5 min a temperatura ambiente. La microscopía electrónica de 

transmisión se realizó en un JEM 1200 EX II (Tokio, Japón) que opera a 80 kV. 

Evaluación de auxina 

Se homogeneizaron 0,2 g de PF de hojas en IKA-ULTRATURRAX T25 basic 

(Staufen, Alemania) con agua desionizada acidificada (H2O: AcH; 99: 1). Se añadieron 

100 mg de [2H5] AIA como estándar interno. El homogeneizado se dejó 15 minutos en 

frío y se centrifugó a 5.000 g. Se recogió el sobrenadante y se ajustó el pH a 2,8 usando 

ácido acético al 15% (v/v). El sobrenadante se dividió dos veces contra un volumen igual 

de éter dietílico. La fase acuosa se descartó y la fracción orgánica se evaporó a 34ºC al 

vacío. Los extractos secos se disolvieron en 1,5 ml de metanol (MeOH). Las muestras se 

filtraron en un colector de vacío a caudal ˂ 1 ml min-1, y el eludido se secó en un SpeedVac 

SC110 (Savant Instruments, Inc. NY, EE. UU.). Las muestras se resuspendieron en 50 µl 

de MeOH al 100% y se inyectaron 15 µl en un HPLC, Alliance 2695 (Waters, Milford, 

MA, EE. UU.), equipado con columna RESTEK C18 (100 mm x 2,1 mm, columnas 3-

µm de partícula). Las fracciones se separaron usando un gradiente de disolvente A, 
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MeOH; disolvente B, 0,2% (v/v) de ácido acético en agua (H2O), velocidad de flujo inicial 

0,2 ml min-1. El gradiente se incrementó linealmente desde 40% (v/v) MeOH -60% (v/v) 

H2O-ácido acético a los 25 min, hasta 80% (v/v) MeOH -20% (v / v) H2O-ácido acético. 

Para la identificación y cuantificación de AIA se realizaron análisis de espectrofotometría 

de masa en un espectrofotómetro de masas en tándem cuadrupolo (MS-MS, Quattro 

Ultima; Micromass, Manchester, Reino Unido) equipado con una fuente de iones por 

electrospray (ESI), en el modo de ionización negativa. La mezcla que contiene AIA 

endógeno y el estándar interno se analizó por espectrometría de masas en tándem con el 

monitoreo de reacción múltiple (MRM). Las siguientes reacciones seleccionadas se 

utilizaron para la determinación de AIA: m/z 174 → m/z 130 (endógeno) y m/z 180 → 

m/z 135 para (estándar interno, 2H5-AIA), con un tiempo de retención de 4,53 min. Se 

utilizó el software del espectrómetro MassLynxTM v. 4.1 (Micromass, Manchester, 

Reino Unido). 

Evaluación de citoquininas 

Se homogeneizaron 0,1 g de peso seco de hoja y se extrajeron CK durante la noche 

en solución de Bielesky modificada (MeOH: agua: ácido metanoico (75:20:5) (v/v/v)) a 

-20ºC de acuerdo con Granda et al. (2010). Se añadió [14C] BA (1,96 GBq / mmol, 

MoravekBiochemicals, Brea, CA, EE. UU.) para cuantificar las pérdidas. Las muestras 

se centrifugaron a 4.500 g y el sobrenadante se reextrajo con 1 ml de solución de Bielesky 

modificada, se incubó durante 1 h, se mezcló y se eliminó el MeOH al vacío (Savant SC-

200). Se añadieron 0,6 ml de ácido metanoico 1 M, se transfirió previamente a la columna 

de fase inversa (Columnas C18, Varian) y se añadieron 0,2 ml dos veces. 

Las muestras se eluyeron con 1 ml de 1 M methanoicacid / 80% de MeOH (v/v) 

en una columna de modo mixto (OASISTM MCX, Waters), bases de CK y ribósidos se 

eluyeron con 1 ml de 0,35 M de hidróxido de amonio / 60% de MeOH (v/v) y secado al 

vacío. Luego, se separó por HPLC (Waters 2695), se resuspendió en 0,15 ml de disolvente 

C (acetonitrilo: tampón de acetato de trietilamina 40 mM pH 7; 1:19; v/v), se filtró y se 

añadió alícuota de 0,1 ml a columna con gradiente de disolvente C: disolvente D 

(acetonitrilo 100%) de 5:95 (v/v) a 20:80 (v/v) durante 20 min y (20:80) durante 7 min. 

CKs fueron putativamente identificadas por co-elución con estándares de zeatina (Z), 

ribósido de zeatina (ZR), dihidrozeatina (DHZ), ribósidodihidrozeatina (DHZR), 

isopenteniladenina (IP), y isopenteniladenosina (IPA). Los eluidos se secaron y el nivel 

de CK se midió mediante inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) usando anticuerpos 

policlonales específicos (Fernandezet al., 1995) según lo descripto por Centeno et al. 

(1996). El anticuerpo CK se incubó en una placa de 96 pocillos a 4 ºC durante la noche y 

en una muestra de 0,1 ml durante 30 min con 0,1 ml de trazador (marcado con fosfatasa 



 

68 

 

alcalina). La placa se incubó después 2,5 horas a 4 ºC, se lavó con tampón TBS, se le 

añadieron 0,2 ml de paranitrofenilfosfato y la intensidad de la reacción enzimática fue 

medida luego de 45 min a 37 ºC. El nivel de CK fue calculado en una curva estándar 

realizada en los ensayos ELISA. 

Análisis estadístico 

Las diferencias entre medias se consideran significantes ap ≤ 0,05, utilizando los 

procedimientos ANOVA de una vía, Kolmogorov-Smirnov y Newman-Keul`s. Las 

variaciones fueron homogéneas en todos los casos. 

RESULTADOS 

Parámetros de crecimiento, período de recuperación y contenido de pigmentos 

El PF y PS de hojas y raíces de cv. Sudafricana no se modificó por el estrés por frío (Fig. 

5.1a, c). Por el contrario, el PF y PS de cv. Mejorada INTA fue superior a los valores de 

control (plantas no tratadas) para 6, 24 y 72 h de tratamiento con frío (5 ± 1ºC). Los 

mayores incrementos (aproximadamente un 93% más que el control) se observaron para 

PF de hoja a las 24 y 72 h (Fig. 5.1b). Mejorada INTA también mostró PS de raíz 

significativamente más alto a las 24 y 72 h (Fig. 5.1d).  

 

Fig. 5.1: Parámetros de crecimiento de dos cultivares de Digitariaeriantha. A, C:cv. Sudafricana. 

B, D: cv Mejorada INTA. A, B: Peso fresco de hojas barras blancas; Peso seco de hojas barras 

negras. C, D: Peso fresco de raíces barras blancas; Peso seco de raíces barras negras. Datos 

expresados como media ± ES para n = 3. * Indican diferencias significativas entre muestras aP ≤ 

0,05(Garbero et al., 2012). 

 

La longitud de la hoja y la raíz de Sudafricana no se vieron afectadas por el estrés 

por frío (Fig. 5.2a). En contraste, la longitud de la hoja de Mejorada INTA fue mayor que 
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el control para todos los tratamientos (6, 24, 72 h) y la longitud de la raíz aumentó a las 

24 y 72 h (Fig. 5.2b).  

 

Fig. 5.2: Longitud de hojas (círculos) y raíces (cuadrados) para cv. Sudafricana (A) y Mejorada 

INTA (B). Datos expresados como media ± ES para n = 3. * Indican diferencias significativas 

entre muestras a P ≤ 0,05 (Garbero et al., 2012). 

 

Durante el período de recuperación a 25 °C, el PS de la hoja de Mejorada INTA 

fue significativamente más alto que el de Sudafricana en los días 7, 14 y 21 (Fig. 5.3a). 

En los días 0 y 7 del período de recuperación, el PF foliar de ambos cultivares fue 35% 

más bajo que el control. Después del día 14, el PF de las hojas comenzó a aumentar 

ligeramente en ambos cultivares. En el día 21, el PF de las hojas fue más alto para 

Mejorada INTA que para Sudafricana (Fig. 5.3b). La longitud de la hoja no fue 

significativamente diferente ni para el cultivar en comparación con el control, ni entre los 

cultivares, en ningún punto durante el período de recuperación (Fig. 5.3c).  
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Fig. 5.3: Recuperación de hojas luego de 72 h de tratamiento con frío. PS (A), PF (B) y longitud 

(C) medidas a 0, 7, 14 y 21 días del periodo de recuperación. Cv. Sudafricana barras blancas. Cv 

Mejorada INTA barras negras. Datos expresados como media ± ES para n = 3. * Indican 

diferencias significativas entre muestras a P ≤ 0,05(Garbero et al., 2012) 
 

Con respecto al contenido de pigmentos fotosintéticos, la clorofila a era más alta 

que la clorofila b en las hojas de ambos cultivares (Fig. 5.4a, b). En cv. Sudafricana, los 

niveles de clorofila ayb fueron 11 y 46% más altos que el control a las 6 h, luego 

disminuyeron después de 72 h (Fig. 5.4a). El estrés por frío no tuvo un efecto significativo 

en el nivel de clorofila ao b en Mejorada INTA (Fig. 5.4b), ni en el nivel de carotenoides 

en ninguno de los cultivares (Fig. 5.4a, b). 
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Fig. 5. 4: Niveles de clorofila a (círculo), clorofila b (cuadrado) y carotenoides (triángulo) en cv. 

Sudafricana (A) y Mejorada INTA (B). Datos expresados como media ± ES para n = 3. * Indican 

diferencias significativas entre muestras aP ≤ 0,05 (Garbero et al., 2012). 

 

Estudios anatómicos 

La anatomía de la región apical del tallo principal de plantas control fue similar 

entre Sudafricana (Fig. 5.5a) y Mejorada INTA (Fig. 5.5b). El meristema apical de la 

yema terminal y de las yemas axilares se observan protegidos por primordios foliares en 

diversas etapas de desarrollo. El meristemaapical, del cual se origina la corteza y la 

médula del tallo, se localizó en la zona subapical. También se observaron 

trazasprocambiales que luego se diferenciarán en tejidos vasculares. La región 

meristemática del brote de ambos cultivares se vio afectada diferencialmente por el estrés 

por frío. Las paredes celulares mostraban oscurecimiento inusual y su naturaleza 

celulósica estaba enmascarada por la deposición de material amorfo. Además, el 

contenido celular apareció precipitado. En Sudafricana, el tratamiento con frío durante 6 

h dañó solo el meristema apical (Fig. 5.5c). Después de 24 h, el tallo principal y el 

meristema apical de las yemas axilares se vieron afectados (Fig. 5.5e). El daño por frío 

se generalizó después de 72 h, haciéndose menos evidente hacia la región basal del brote, 

donde los tejidos ya estaban diferenciados (Fig. 5.5g). En Mejorada INTA, a las 6 h no 

se observó daño por frío (Fig. 5.5d). Pequeñas áreas en el meristema apical se vieron 

afectadas a las 24 h (Fig. 5.5f) y recién luego de 72 h de tratamiento en frío el meristema 

apical mostró daño (Fig. 5.5h).  

Digitaria es una especie C4, con anatomía foliar Kranz típica de la subfamilia de 

gramíneas Panicoideae (Fig. 5.6a, Sudafricana, Fig. 5.6b, Mejorada INTA). Los haces 

vasculares están rodeados por las células de la vaina parenquimática que contienen 

numerosos cloroplastos amiláceos. Alrededor de la vaina parenquimática se encuentra un 

mesófilo clorofílico formado por células con una disposición radial. La estructura foliar 

de los dos cultivares se vio afectada diferencialmente por el estrés por frío. Las hojas de 

Sudafricana, después de 72 horas de frío, mostraron cloroplastos hinchados en las células 
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de la vaina y del mesófilo. Los cloroplastos del mesófilo aparecieron descoloridos y 

algunas células de la vaina y del mesófilo perdieron sus plástidos y parecían vacías (Fig. 

5.6c). El frío tuvo menos efecto en las hojas de Mejorada INTA, donde solo los 

cloroplastos de las células del mesófilo aparecieron hinchados (Fig. 5.6d). 

 

Fig. 5.5: Sección longitudinal de la regiónapical del tallo principal de Sudafricana (A, C, E, G) y 

Mejorada INTA (B, D, F, H) a las 0 h (A, B; control), 6 h (C, D), 24 h (E, F) y 72 h (G, H) de 

estrés por frío. Referencias:ls, vaina de la hoja; am, meristema apical; p, procambio; triángulo 

blanco, tejido dañado por el frío; triángulo negro, yemas axilares. Escala: 100μm (Garbero et al., 

2012) 
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Fig. 5.6: Sección transversal de hojas de Digitariaeriantha cv. Sudafricana (A, C) y Mejorada 

INTA (B, D) en plantas control (A, B) y con estrés por frío a 72 h (C, D). Referencias: ch, 

cloroplastos; m, mesófilo; ps, parénquima. Escala: 10 μm (Garbero et al., 2012). 

 

Estudios ultraestructurales 

Dado que los estudios anatómicos mostraron cambios de cloroplastos en respuesta 

al estrés por frío, se realizó un análisis ultraestructural de estos orgánulos en células de la 

hoja. Para ambos cultivares, las células de la vaina de hojas de plantas control contenían 

grandes cloroplastos, sin grana y con granos de almidón distribuidos uniformemente que 

mostraban una forma elipsoidal larga (Fig. 5.7a, b). En Sudafricana, el número y el 

tamaño de los granos de almidón en los cloroplastos de la vaina se redujeron 

significativamente después de 72 h de tratamiento con frío (Fig. 5.7c), mientras queen 

Mejorada INTA los granos de almidón fueron similares en tamaño al control (Fig.5.7d).  
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Fig. 5.7: Cloroplastos amiláceos de Digitariaerianthacv. Sudafricana (A, C) y Mejorada INTA 

(B, D) en plantas control (A, B) y con estrés por frío a 72 h (C, D). Referencias: cla: cloroplasto 

amiláceo; ga: gránulos de almidón; p: pared celular; v: vacuola. Escala: 1 µm(Garbero et al., 

2012) 

 

En las hojas del control de ambos cultivares, los cloroplastos del mesófilo tenían 

una forma elipsoidal con grandes granos de almidón, pero los cloroplastos de Mejorada 

INTA (Fig. 5.8b) eran más pequeños que los de Sudafricana (Fig. 5.8a). Después de 72 

horas de frío, el número de granos de almidón en los cloroplastos de mesófilo se redujo 

en Sudafricana (Fig. 5.8c), pero en Mejorada INTA los cloroplastos del mesófilo 

mantuvieron su integridad y los granos de almidón fueron similares al control (Fig. 5.8d).  

La ultraestructura mitocondrial fue similar en las hojas de control de ambos 

cultivares (Fig. 5.9a, b). Además, las mitocondrias no fueron alteradas por el tratamiento 

en frío en cualquiera de los cultivares (Fig. 5.9c, d). 

 

 

 

 

 

A B 

C D 
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Fig. 5.8: Cloroplastos del mesófilo de Digitariaerianthacv. Sudafricana (A, C) y Mejorada INTA 

(B, D) en plantas control (A, B) y con estrés por frío a 72 h (C, D). Referencias: c: citoplasma; cl, 

cloroplasto; ga: gránulos de almidón; m: mitocondria; p: pared celular; v: vacuola. Escala: 2 µm 

(Garbero et al., 2012). 

 

Fig. 5.9: Mitocondrias de Digitaria erianthaCv. Sudafricana, A: Control, C: 72 h de frío. Cv. 

Mejorada INTA, B: Control, D: 72 h de frío. Referencias: c: citoplasma; m: mitocondria; p: pared 

celular; v: vacuola. Escala: 0,5 µm (Garbero et al., 2012). 
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Niveles de auxina (AIA) y citoquininas (CK) en hojas 

Se encontraron niveles de auxina (AIA) y citoquininas (CK) en hojas de ambos 

cultivares, pero el nivel en hojas control fue mucho más alto para Sudafricana (Fig. 5.10a) 

que para Mejorada INTA (Fig. 5.10b). En Sudafricana, el nivel de AIA se redujo 60% a 

las 72 h de frío en comparación con el control (Fig. 5.10a). En contraste, en Mejorada 

INTAel nivel de AIA a las 24 h y 72 h de estrés por frío fue 160% y 115%, 

respectivamente, más alto que el nivel de las hojas control (Fig. 5.10b).  

 

 

Fig. 5.10: Nivel de ácido indol-3-acético (AIA) en hojas deSudafricana (A) y Mejorada INTA 

(B). Datos expresados como media ± ES para n = 3. * Indican diferencias significativas entre 

muestras a P ≤ 0,05(Garbero et al., 2012). 

Niveles de las citoquininas: isopenteniladenina (iP), isopenteniladenosina (iPA), 

dihidrozeatina (DHZ) y ribósidodihidrozeatina (RDHZ) se cuantificaron en hojas control 

y tratadas con frío en ambos cultivares. Zeatina (Z) y el ribósidode zeatina (RZ) no fueron 

detectables.  

Después de 72 h de tratamiento con frío, el nivel de iP se redujo en un 50% en 

relación con el control en Sudafricana (Fig. 5.11a), pero no se modificó en Mejorada 

INTA (Fig. 5.11b). El nivel de iPA no se vio afectado por el frío en ninguna de las 

variedades (Fig. 5.11c, d). En las hojas control, los niveles de iP y iPA fueron más altos 

para Sudafricana (Fig. 5.11a, c) que para Mejorada INTA (Fig. 5.11b, d). En el cv. 

Sudafricana, DHZ y RDHZ no se detectaron en las hojas control, pero se encontraron 

después de 6 h de frío. En Mejorada INTA, se observó DHZ tanto en el control como a 

las 6 h de estrés por frío. Además, se observó RDHZ a las 6 h, pero no en hojas control 

(Tabla 5.1). 
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Fig. 5.11: Nivel deiso-pentenil adenina (iP) (A, B) e isopentenil adenosina (iPA)(C, D) en hojas 

de Sudafricana (A, C) y Mejorada INTA (B, D). Datos expresados como media ± ES para n = 3. 

* Indican diferencias significativas entre muestras aP ≤ 0,05(Garbero et al., 2012). 

 

Tabla 5.1: Nivel dedihidrozeatina (DHZ) y ribósidodihidrozeatina 

(RDHZ) en Digitaria eriantha cv. Sudafricana y Mejorada INTA a 6, 24 y 72 horas de estrés por 

frío. Datos expresados como media ± ES para n = 3. * Indican diferencias significativas entre 

muestras aP ≤ 0,05 (Garbero et al., 2012). 

 

cv. Tratamiento con 

frío (h) 

DHZ 

(pmol/g PF) 

RDHZ 

(pmol/g PF) 

Sudafricana 

 

 

 

 

Mejorada INTA 

0 

6 

24 

72 

 

0 

6 

24 

72 

Nd 

28,22 ± 7,2 

nd 

nd 

 

27,17 ± 20,3 

29,43 ± 7,1 

nd 

nd 

nd 

18,94 ± 1,4 

nd 

nd 

 

nd 

15,53 ± 1,0 

nd 

nd 
nd: no detectado 
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DISCUSIÓN 

La exposición de las plantas a bajas temperaturas induce cambios morfológicos y 

fisiológicos y la sensibilidad a este factor de estrés varía según las especies y los 

genotipos. En este estudio, cuantificamos las respuestas diferenciales al estrés por frío en 

cultivares de D. erianthaque presentabandiferente sensibilidad a las bajas temperaturas. 

Los hallazgos mejoran nuestra comprensión sobre las respuestas al frío en esta 

importante especie forrajera y las posibles estrategias para aumentar la tolerancia al frío.  

Las producciones potenciales de biomasa varían ampliamente para las 

plantascrecidas en condiciones estresantes. En el cultivar sensible Sudafricana, la 

reducción en el crecimiento de hojas y raíces (PF, PS y longitud) bajo estrés por frío, 

podría estar relacionado con una disminución dramática en el nivel de AIA. Otros factores 

estresantes abióticos también redujeron el contenido de AIA en Phaseolusvulgaris 

sensible a salinidad tratado con NaCl 100 o 150 mM (Yurekli et al., 2004). 

EnPopulusxcanescens y P. euphratica el estrés salino disminuyó la concentración de AIA 

y modificó los vasos y la pared celular (Junghans et al., 2006). Recientemente, Elobeid 

et al. (2011) observaron reducciones en el crecimiento (elongación de las raíces, madera 

y brotes e iniciación de hojas) que estuvieron acompañados de una disminución en la 

concentración de auxina en las plantas de álamoexpuestas a cadmio. 

Con respecto a las CK, encontramos que iP fue la única CK en Sudafricana que 

mostró una disminución después de 72 h de tratamiento con frío. Esto sugiere que la 

reducción del crecimiento durante el estrés por frío estuvo más relacionada con la 

disminución brusca de AIA que con los niveles de CK. Sin embargo, la reducción de CK 

junto con la disminución del contenido de clorofila puede afectar la producción de 

biomasa en cv. Sudafricana bajo tratamiento con frío. Por lo tanto, en este cultivar la 

reducción de los niveles hormonales y el contenido de clorofila están relacionados con su 

sensibilidad al estrés por frío. 

Por otro lado, la resistencia o sensibilidad al frío se puede estimar por la capacidad 

de una planta para recuperarse después de que se detenga el estrés por frío (Ercoli et al., 

2004). Durante el período de recuperación, cv. Sudafricana no mostró un aumento 

significativo en el PF o PS de las hojas, lo que indica el efecto duradero del estrés por frío 

en el crecimiento.  

El macollaje (producción de tallos después de que el brote primario inicial haya 

crecido de una semilla) es un rasgo agronómico importante, ya que el número de macollos 

por planta determina la productividad y el rendimiento del cultivo. En cv. Sudafricana, 

los estudios microscópicos revelaron daños en el tallo principal que afecta el crecimiento 

de la planta y daños en las yemas axilares que reprimieron la producción de macollos. 

Esto se reflejó en la reducción del PF y PS durante el período de recuperación en plantas 
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tratadas con frío en comparación con las plantas de Mejorada INTA. Del mismo modo, 

la deposición de material amorfo y la precipitación del contenido celular en tejidos del 

tallo indicaron necrosis celular. Este daño fue progresivo de 6 a 72 h en ambos cultivares 

y fue más grave para Sudafricana. 

Los síntomas ultraestructurales generales del estrés por frío son muy similares en 

todas las especies de gramíneas. Incluyen la hinchazón y la desorganización de los 

cloroplastos, el tamaño y número reducidos de granos de almidón, la dilatación de los 

tilacoides y el desapilado de la grana (Kratsch y Wise, 2000). Los cloroplastos de cv. 

Sudafricana tratados con frío estaban hinchados y descoloridos. Los estudios 

ultraestructurales mostraron un número reducido de granos de almidón en los cloroplastos 

de la vaina del haz y de las células del mesófilo. El efecto del frío fue mayor en los 

cloroplastos de la vaina del haz, ya que perdieron su forma y tenían el estroma no 

diferenciado.  

Por lo tanto, los cambios en los cloroplastos de la vaina de haz de Sudafricana 

pueden estar relacionados con el aumento del contenido de malondialdehído (MDA) que 

observamos anteriormente (Garbero et al., 2011). El aumento del contenido de MDA (el 

producto final de la peroxidación de la membrana) es un indicador importante del estrés 

oxidativo y en plantas de pepino se ha asociado con cambios ultraestructurales en las 

membranas de cloroplastos causados por el estrés por frío (Xu et al., 2008).  

Los cambios observados en los cloroplastos de Sudafricana a las 72 h de 

tratamiento con frío coinciden con un menor contenido de pigmentos fotosintéticos y un 

aumento en el nivel de ácido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) (Garbero et al. 2011). OPDA, 

el precursor en la vía de biosíntesis del ácido jasmónico, se forma a partir de membranas 

de cloroplastos (Weber 2002; Buseman et al., 2006; Boettcher y Weiler 2007). En 

Sudafricana, las membranas dañadasde los cloroplastos pueden liberar una mayor 

cantidad de OPDA como fue propuesto por Garbero et al. (2011).  

A diferencia de cv. Sudafricana, el contenido de clorofila bajo estrés por frío no 

cambió en el cv. Mejorada INTA, tolerante al frío, mostrando un proceso de fotosíntesis 

activo. Además, las hojas y raíces de este cultivar mostraron un crecimiento sostenido 

con un notable aumento de AIA a las 24 y 72 h de tratamiento con frío. Casualmente, 

Yurekli et al. (2004) informaron un aumento de AIA en Phaseolusacutifolius, un cultivo 

tolerante a la salinidad, después de 48 o 72 h de tratamiento con NaCl. Además, se 

observó un rápido aumento de AIA en dos especies de Malus con diferente capacidad 

para tolerar la hipoxia (Bai et al., 2011). Los niveles de CK (iP y iPA) no se modificaron 

en el cv tolerante Mejorada INTA y esto contribuyó a su mejor crecimiento bajo estrés 

por frío. De manera similar, en Euphorbiapulcherrima, los niveles de CK se redujeron 

ligeramente en el cultivar tolerante al frío (Tantau y Dörffling, 1991).  
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En nuestros cultivares deDigitaria, las CK DHZ y RDHZ se detectaron bajo estrés 

por frío sólo a las 6 h. Por lo tanto, aún no podemos descartar la posibilidad de que estas 

CK desempeñen algún papel complementario en la respuesta al estrés por frío.  

Como la resistencia al frío se puede estimar por la capacidad de una planta para 

recuperarse después de que cese el estrés por frío, en el presente estudio estimamos la 

capacidad de Mejorada INTA para recuperarse después de que se suspendió el estrés por 

frío. Encontramos que las plantas de Mejorada INTA recuperaron el PF normal y el PS 

unos pocos días después de que se detuviera el tratamiento con frío.  

El tratamiento con frío en Mejorada INTA afectó sólo el meristema apical y la 

fuerte recuperación del crecimiento se puede atribuir al hecho de que los tejidos de las 

yemas axilares no se dañaron, lo que permitió el desarrollo normal del macollaje. Los 

estudios microscópicos mostraron una ligera hinchazón solamenteen los cloroplastos del 

mesófilo y el análisis ultraestructural no reveló un efecto significativo del tratamiento con 

frío en los cloroplastos del mesófilo o de la vaina. Estos hallazgos son consistentes con 

los estudios en otras especies tolerantes al frío, por ejemplo, Pisumsativum, 

Brassicaoleraceavar. acephala y un cultivar de C. sativus que presentaba los cloroplastos 

intactos y una peroxidación lipídica insignificante (Wise et al., 1983; Wise y Naylor, 

1987; Xu et al., 2008). La resistencia al frío de los cloroplastos de Mejorada INTA se 

confirma por la estabilidad en el contenido de MDA y de OPDA informado en nuestro 

estudio anterior (Garbero et al., 2011) y el contenido estable de clorofilas encontrado en 

el presente estudio.  

La falta de efecto del estrés por frío en la ultraestructura de las mitocondrias 

foliares en ambos cultivares deDigitaria es consistente con las observaciones en 

Nicotianatabacum (Nessler y Wernsman, 1980), pepino (Wise y Naylor, 1987) y maíz 

(Taylor y Craig, 1971).  

En conclusión, la tolerancia al frío de Mejorada INTA parece estar relacionada 

con la estabilidad de los niveles de clorofila y CK, el aumento de AIA y la conservación 

de la anatomía y la ultraestructura de los órganos de la planta. Estas características 

permiten un crecimiento continuo durante el estrés por frío y una recuperación rápida 

cuando el frío se detiene. Los cultivares tolerantes al frío, como Mejorada INTA, tendrán 

una importancia cada vez mayor como recursos forrajeros en áreas con climas áridos e 

inviernos duros. 
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CAPITULO 6 

Metilación del ADN genómico en dos cultivares de Digitaria eriantha como 

respuesta a bajas temperaturas. 

 

 Mariela QUIROGA, Sol GARCIA, Hilda PEDRANZANI 

 

Resumen  

Uno de los mecanismos más importante en la evolución de las plantas es la hibridación 

interespecífica. Este mecanismo induce cambios en el genoma que abarcan tanto 

alteraciones genéticas como epigenéticas. Estudios recientes muestran que los cambios 

epigenéticos generan variantes alélicas llamadas “epialelos” que pueden tener 

consecuencias morfológicas, fisiológicas y ecológicas de importancia en la evolución de 

las plantas. Los epialelos constituyen una nueva fuente de variabilidad que se suma a la 

variabilidad genética. Dada la importancia que posee la especie Digitaria eriantha como 

recurso forrajero para la zona semiárida templada central Argentina, se realizó un 

experimento para comparar el grado de metilación del 5-metil citosina en residuos de 

citocina de ADN genómico y su relación con indicadores del crecimiento. Para este 

estudio se seleccionó el cultivar sintético Mejorada INTA y el nativo Sudafricana. Se 

utilizó una metodología rápida que permite determinar la metilación del ADN genómico 

en 15 min. Se concluyo que el cv. Mejorada INTA es tolerante al frío, mientras que el 

Sudafricana es sensible. Este trabajo contribuye al conocimiento de selección temprana 

de germoplasma tolerante al frío.  

 

Palabras claves: DNA, Digitaria eriantha, epigenética, metilación, variabilidad. 

 

Abstracts  

One of the most important mechanisms in the evolution of plants is interspecific 

hybridization. This mechanism induces changes in the genome that encompass both 

genetic and epigenetic alterations. Recent studies show that epigenetic changes generate 

allelic variants called "epialelos" that can have important morphological, physiological 

and ecological consequences on the evolution of plants. The epialelos constitute a new 

source of variability that adds to the genetic variability. Given the importance of the 

Digitaria eriantha species as a forage resource for the central temperate semiarid zone of 

Argentina, an experiment was carried out to compare the degree of methylation of 5-

methyl cytosine in cytokine residues of genomic DNA and its relationship with growth 

indicators. The synthetic cultivar Mejorada INTA and the native Southafrican were 

selected for this study. A rapid methodology was used to determine the methylation of 

genomic DNA in 15 min. It was concluded that cv. Mejorada INTA is cold tolerant, while 

South African is sensitive. This work contributes to the knowledge of early selection of 

cold tolerant germoplasm. 

 

Key words: DNA, Digitaria eriantha, epigenetics, methylation, variability. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Un concepto central del neodarwinismo es que sin variabilidad no es posible la 

evolución. Para que la selección natural actúe es imprescindible que exista variabilidad 

genética; si la variación genética de determinada población disminuye y aumenta la 

homocigosis, ésta se dirigiría a un camino evolutivo sin salida. Sin embargo, las 

poblaciones tienen en general un alto grado de heterocigosis. Una de las principales 

fuentes de variabilidad son las mutaciones genéticas al azar que dan lugar a cambios 

heredables en las secuencias de nucleótidos. Las variantes alélicas que se originan dentro 

de una población por mutaciones y que se recombinan en la meiosis dan lugar a fenotipos 

que son la base de la microevolución adaptativa. Por otro lado, es llamativo como 

genomas que comparten más del 90% de sus secuencias, como el del hombre y el 

chimpancé, presenten fenotipos tan diferentes. Recientes avances en el área de la biología 

y genética molecular han demostrado que existe otra fuente de variación llamada 

epigenética. La epigenética es el estudio de cambios heredables en la expresión y función 

génica que no pueden ser explicados por cambios en la secuencia de ADN (Richards, 

2006). Se encontró que la variación heredable no necesariamente se basa en cambios de 

secuencias, sino que existen cambios heredables en la expresión génica en total ausencia 

de variabilidad genética. Una característica fundamental del fenómeno epigenético es que 

está influenciado por el ambiente y un mismo genotipo puede mostrar fenotipos 

alternativos. Diferentes estreses pueden inducir cambios epigenéticos en un individuo, en 

plantas se mencionan, entre otros, el ataque de patógenos, el cultivo in-vitro y la 

hibridación interespecífica (McClintock, 1984). El objetivo de la presente revisión es 

describir los mecanismos epigenéticos y analizar su relación con la hibridación 

interespecífica, así como su influencia en la evolución de las plantas. 

 

Mecanismos epigenéticos 

 

Se han descripto diferentes mecanismos relacionados con el fenómeno 

epigenético, tales como: metilación de citosinas, modificación de histonas (acetilación y 

metilación) y micro y pequeños ARNs de interferencia. El mecanismo más común en 

plantas es la metilación en la posición 5´ del anillo de citosina (5mC), los motivos que 

predominantemente se encuentran metilados son dinucleótidos CG y trinucleótidos CNG 

(siendo N cualquiera de los cuatro nucleótidos) (Martienssen y Colot, 2001). Su 

distribución en el genoma no es al azar y varía dependiendo del tejido y el estado de 

desarrollo de la planta. Las enzimas ADN metiltransferasas catalizan la formación de 

5mC por transferencia del grupo metilo de la S-adenosil metionina a las citosinas del 
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ADN (Colot y Rossignol, 1999) (Figura 6. 1A). Se reconocen dos tipos de ADN 

metiltransferasas: a) las de "de novo", que añaden grupos metilo a sitios no metilados de 

la doble hebra de ADN y b) las de "mantenimiento", que metilan sitios en base a 5mC de 

una hebra molde. En Arabidopsis thaliana las enzimas cromometilasa 3 (CMT3) y 

metiltransferasa 1 (MET1) son las responsables de metilar los sitios CNG y CG, 

respectivamente (Kankel et al., 2003). Tanto CMT3 como MET1 se encargan de 

mantener los patrones de metilación luego de la replicación del ADN, reconociendo 

cadenas hemimetiladas (5mCG/CG ó 5mCNG/CNG) e incorporando grupos metilo en las 

citosinas no metiladas. De esta manera los patrones de metilación se heredan tanto 

mitótica como meióticamente. 

 

Fig.6.1: A. Agregado del grupo metilo al carbono 5´ de la citosina. B. Pasaje del estado de 

cromatina condensada y silenciada, por desacetilación de histonas e hipermetilación del ADN, al 

estado descondensado y activada en el que la cromatina está desmetilada y acetilada (Massuelli y 

Marfil, 2011). 

La metilación del ADN está directamente relacionada con el silenciamiento 

génico, las regiones del ADN altamente metiladas en general se encuentran silenciadas. 

Se demostró que anulando los genes CMT3 y MET1 se desmetila el genoma activándose 

elementos transponibles y genes que se encontraban silenciados. Estos estudios mostraron 

que la pérdida de metilación produce aberraciones tales como cambios morfológicos en 

hojas y flores, así como en el tiempo de floración. En plantas un proceso del desarrollo 

controlado epigenéticamente, es el de vernalización: la promoción de la floración por 

exposición de una plántula a un período de baja temperatura. La expresión de FLC, el gen 

clave que media esta respuesta, es reprimida por modificación de histonas en A. thaliana. 

La supresión de FLC en plantas vernalizadas está asociada con una disminución en la 

acetilación de la histona H3 y con un incremento en la metilación de las lisinas 9 y 27 

(Bastow et al., 2004). El proceso de utilización de marcas pre-existentes que guían la 

incorporación de nuevas marcas, descripto para el mantenimiento de la metilación, 
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también es aplicable para la maquinaria de modificación de histonas. La isoforma de la 

histona H3 que está metilada en la lisina 9, una modificación distintiva de la cromatina 

silenciada, recluta lisina 9 histonas metiltransferasas a través de proteínas intermediarias. 

Este mecanismo asegura que las marcas de histonas apropiadas sean añadidas a los nuevos 

nucleosomas que se van incorporando a las hebras sintetizadas tras un evento de 

replicación del ADN.  

Los cambios en la metilación del ADN afectan la estructura de la cromatina y 

viceversa, sugiriendo que las dos principales marcas bioquímicas propias del estado 

silenciado de la cromatina se refuerzan mutuamente (Figura 6.1 B). La 5mC sirve como 

una guía para el establecimiento y el mantenimiento de otros códigos epigenéticos, como 

son las modificaciones postraduccionales de las proteínas histónicas que empaquetan el 

ADN en los nucleosomas. La metilación del ADN ha sido asociada con la desacetilación 

de la histona H3 y con la metilación de esta histona en la lisina 9 (Gendrel et al., 2002), 

y a partir de complejos proteicos con actividad de histonas desacetilasas o histonas 

metiltransferasas se han aislado ADN metiltransferasas (Fuks et al., 2003). Finalmente, 

la conexión entre la metilación del ADN y la estructura de la cromatina se ve reforzada 

por el hecho de que la mutación en la proteína remodeladora de la cromatina DDM1 

(Decreased DNA Methylation 1) provoca una marcada reducción en la metilación del 

ADN (Brzeski y Jerzmanowski, 2003). 

 En los últimos años, pequeños ARNs no codificantes han recibido especial 

atención por controlar múltiples fenómenos epigenéticos (Bernstein y Allis, 2005). La 

interferencia asociada a ARN (iARN) es un proceso de silenciamiento postranscripcional 

de genes, muy conservado evolutivamente, por lo que un ARN induce la degradación 

secuencia-específica de secuencias de ARNm (siARNs, de doble cadena, exógenos) o la 

represión de la traducción (miARNs, ARNs cortos, endógenos, codificados en el 

genoma). Estudios recientes demuestran que ARNs pequeños, generados por la 

maquinaria del ARN de interferencia, pueden dirigir la metilación de citosinas y la 

modificación de histonas asociadas con la quiescencia transcripcional de regiones 

genómicas particulares (Wassenegger, 2005). Por otro lado, si bien la actividad de 

silenciamiento génico postranscripcional mediada por miARNs no puede considerarse de 

naturaleza epigenética, por no ejercer efectos de silenciamiento a largo plazo y porque no 

se ha podido determinar su herencia a través de las divisiones celulares, su expresión 

diferencial tiene efectos fenotípicos sin alterar la secuencia lineal de nucleótidos. Las 

interacciones entre las vías moleculares descriptas, al establecer y/o reforzar diferentes 

estados epigenéticos sobre secuencias idénticas de ADN, alteran la afinidad de unión de 

proteínas que median la activación transcripcional. De esta forma, las modificaciones 
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epigenéticas a nivel del ADN y de los nucleosomas afectan la expresión génica y, en 

definitiva, el fenotipo. 

Epialelos y variación natural  

Los estudios sobre epigenética son recientes; en los últimos años las técnicas de 

biología molecular han permitido profundizar en el conocimiento de los mecanismos 

responsables de los fenómenos epigenéticos. Diversos estudios sobre mutantes naturales 

en plantas como tomate (Solanum lycopersicum), maíz (Zea mays), A. thaliana han 

demostrado que los fenotipos observados tienen bases epigenéticas. Al comparar 

secuencias de alelos salvajes y mutantes se comprobó que eran idénticas, sin embargo, el 

número y distribución de los grupos metilo en dichas secuencias variaban y explicaban 

los diferentes fenotipos observados; a estas mutaciones se las llama "epimutaciones" y a 

las variantes alélicas "epialelos". En plantas, a diferencia de lo que sucede en los animales 

en quienes, durante la gametogénesis, se borran los patrones parentales de metilación y 

se establecen nuevos patrones, en general los patrones se transmiten en forma estable de 

generación en generación. Las ADN metiltransferasas de mantenimiento se encargan de 

incorporar los grupos metilo durante la replicación del ADN y por lo tanto los epialelos 

son tanto meiótica como mitóticamente estables (Kakutani, 2002).  

En plantas se han encontrado varios epialelos estables de ocurrencia natural. Un 

ejemplo interesante es el mutante Pelórica de Linaria vulgaris, descripto por Carl 

Linnaeus en 1744, donde la simetría bilateral de la flor cambia a una simetría radial en el 

mutante (Gustafsson, 1979). Cubas et al. (1999) demostraron que el mutante era un 

epialelo del gen Lcyc, que controla la simetría dorsoventral de la flor, el cual estaba 

altamente metilado y silenciado en el mutante. Esta modificación era heredable y el grado 

de metilación del gen Lcyc se correlacionaba con el fenotipo de la flor, de tal manera que 

las plantas tipo salvaje estaban parcialmente metiladas, mientras que las pelóricas e 

intermedias estaban altamente metiladas. Esta epimutación no era totalmente estable 

presentando reversiones y cierta inestabilidad somática, una misma planta podía tener una 

rama con flores pelóricas y otra con flores intermedias. Esta es una característica 

importante de las epimutaciones que la diferencian de las mutaciones genéticas que son 

estables durante el ciclo de vida de un individuo. El mutante en tomate Cnr (Colorless 

non-ripening) produce frutos sin color y pericarpio harinoso. Manning et al. (2006) 

descubrieron que era una epimutación que apareció en la variedad Liberto de tomate en 

forma natural. El epialelo Cnr en Liberto estaba hipermetilado en la zona promotora del 

gen y se encontraba silenciado. Al igual que en el caso del epialelo Lcyc, la epimutación 

Cnr presenta reversiones con cambios de color en el mismo fruto. Se han descripto otros 

epialelos naturales en plantas, tales como el alelo P1 que altera la pigmentación en maíz 
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(Hollick et al., 1995), el silenciamiento del gen pai2 que afecta la biosíntesis de triptófano 

(Bender y Fink, 1995; Melquist et al., 1999) y el gen bal que produce enanismo y aumento 

de la resistencia a patógenos en A. thaliana (Stokes et al., 2002). Los ejemplos citados 

indican que los epialelos tienen características distintivas de las mutaciones génicas y que 

constituyen un fenómeno de importancia desde el punto de vista evolutivo. La metilación 

global de citosinas puede ser inferida indirectamente usando enzimas de restricción 

sensibles a la metilación. El tratamiento con los isoesquizómeros HpaII y MspI, que 

reconocen sitios 5´-CCGG- 3´, y posterior ligamiento de adaptadores y amplificación por 

PCR (MSAP- Methylation -Sensitive Amplification Polymorphism) o hibridización con 

sondas específicas (Southern blots) se usan normalmente para monitorear el nivel de 

metilación dentro del genoma. Estudios recientes utilizando estas técnicas demostraron 

que dentro de poblaciones naturales de plantas existe variabilidad en los patrones de 

metilación (Cervera et al., 2002; Riddle y Richards, 2002). Marfil et al. (2009), 

estudiando una población natural de Solanum ruiz-lealii, observaron escasa variabilidad 

genética medida por AFLP (Amplifed Fragment Lenght Polymorphism) y demostraron 

que plantas que tenían menos de un 4% de variabilidad genética presentaban un 28% de 

variabilidad epigenética. En algodón se encontraron altos niveles de polimorfismo de 

metilación que excede el polimorfismo medido por RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorfism) (Keyte et al., 2006). De la misma manera, (Riddle y Richards, 2002) 

determinaron que, mientras la variación entre líneas de Arabidopsis era mínima, la 

variación natural para los sitios metilados era significativamente superior. 

Hibridacióninterespecífica y shock genómico. 

El genoma está sometido a estreses de diferentes tipos. McClintock (1984) 

propuso el término estrés genómico para referirse a todas aquellas respuestas no 

programadas a un cambio inusual que conduce a una reestructuración extensiva del 

genoma. McClintock se refiere básicamente a cuatro causas de estrés: 1) cultivo de 

tejidos, 2) ataque de patógenos, 3) contaminantes de varios tipos y 4) cruzamientos 

interespecíficos. La hibridación interespecífica tanto a nivel diploide (homoploide) como 

poliploide (alopoliploide) es un mecanismo importante en la evolución y especiación de 

las angiospermas (Hegarty y Hiscock, 2005). La unión en un núcleo híbrido de dos 

genomas diferentes promueve una serie de remodelaciones del genoma, tanto genéticas 

como epigenéticas. Una forma de determinar el origen híbrido es utilizar marcadores 

moleculares, donde marcadores específicos de las especies parentales pueden ser 

identificados en el híbrido. Sin embargo, estudios recientes demuestran que tanto los 

híbridos diploides como poliploides experimentan remodelaciones genéticas y 

epigenéticas que pueden llevar a la aparición de nuevos fragmentos o la desaparición de 

marcadores parentales en el híbrido. En híbridos poliploides entre A. thaliana y A. 
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arenosa se observó inestabilidad fenotípica, cambios en la expresión génica y en los 

patrones de metilación (Comai, 2000; Madlung et al., 2002). En autopoliploides sintéticos 

de Paspalum y Eragrostis se detectaron remodelaciones genéticas y alteraciones en la 

expresión de genes (Martelotto et al., 2005; Mecchia et al., 2006). En híbridos sintéticos 

entre Solanum kurtzianum y S. tuberosum se encontraron reestructuraciones genéticas 

detectadas por AFLP y cambios epigenéticos, específicamente en los patrones de 

metilación, en híbridos F1 y retrocruzas (Marfil et al., 2006). Una de las consecuencias 

más interesantes de la hibridación, como disparador del "shock genómico", es la 

activación y movilización de elementos transponibles (ET), tales como transposones y 

retrotransposones. Se observó una activación masiva de ET en híbridos entre especies de 

Helianthus (Ungerer et al., 2006). Trabajando con cruzamientos intergenéricos en arroz, 

se ha descripto una amplia activación de ET acompañada de inestabilidades epigenéticas 

(Wang et al., 2009; Liu et al., 1999). No se conocen los mecanismos que podrían activar 

a los ET, sin embargo, es posible que por efecto de la hibridación se remuevan o 

remodelen marcas epigenéticas en regiones promotoras y como consecuencia se produzca 

una movilización masiva de estos. Michalak (2009) afirma que la activación de ET se 

encuentra íntimamente ligada a la regulación epigenética y de pequeños ARNs. La 

mayoría de los elementos repetitivos en el ADN eucariota moderadamente repetitivo está 

compuesta por ETs. En general la actividad de transposones es desfavorable y 

posiblemente tanto la metilación del ADN como los pequeños ARNs surgieron como 

mecanismos de control y represión de estos elementos. 

Epigenética y Evolución  

En híbridos sintéticos y naturales de Solanum se encontró que: a) plantas que 

presentaban flores anormales compartían un patrón de metilación similar, el cual a su vez 

era diferente al de las plantas con flores normales, b) la desmetilación química de plantas 

con flores normales daba lugar a flores anormales, c) ciertas secuencias eran 

particularmente sensibles a remodelar su metilación (Marfil et al, 2006; Marfil et al, 

2009). Estos resultados muestran que en poblaciones naturales de papa se pueden estar 

generando variaciones epigenéticas por efecto de la hibridación. La Figura 6.2 ilustra 

como a través de un shock genómico por hibridación se producen alteraciones 

epigenéticas que dan lugar a variaciones fenotípicas que, en el caso de las especies de 

papa, pueden estar sujetas a la acción de la selección natural al tener la posibilidad de 

mantenerse por reproducción clonal (tubérculos) por varias generaciones. Este proceso 

podría dar lugar a la generación de nuevas formas, ecotipos o especies. 
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Fig.6.2: Modelo hipotético de evolución epigenética en el que por efecto de la hibridación 

interespecífica en Solanum se induce un shock genómico que produce cambios epigenéticos. 

Estos cambios dan lugar a fenotipos nuevos sobre los que puede actuar la selección natural, 

originando nuevas especies (adaptado de Massuelli y Marfil 2011, diagrama Hilda Pedranzani). 

 

 

La hibridación induce una serie de cambios tanto genéticos como epigenéticos en 

el genoma, estando algunos de estos mediados por elementos transponibles (Chase et al, 

2010). Estos cambios resultan en la generación de epialelos que son metaestables 

(eventualmente reversibles) y potencialmente influenciados por el ambiente; es innegable 

que este tipo de variación epigenética heredable tiene implicancias relevantes en la 

evolución de las poblaciones naturales. Las novedades fenotípicas generadas como: a) 

cambios en el tiempo de floración, b) alteraciones en las estructuras forales (simetría de 

la flor, color de la flor, aberraciones florales, etc.), c) disminución en la fertilidad de polen, 

conducirían a un aislamiento reproductivo de los híbridos en relación a las especies 

progenitoras; si la planta híbrida poseyera cierta fertilidad podrían establecerse como una 

nueva especie. Sin embargo, no se cuenta con suficiente información para evaluar como 

la selección natural actúa sobre este tipo de epialelos, que pueden potencialmente 

responder a cambios ambientales y revertir su fenotipo. 
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Epigenética significa “por encima de los genes” 

El término fue acuñado en 1942 por el embriólogo, paleontólogo y genetista 

escocés Conrad Waddington para designar el estudio de las interacciones entre el 

genotipo y el fenotipo, es decir, entre la información codificada en los genes y aquella 

que efectivamente se expresa. El término epigenética es considerado una de las más 

importantes invenciones teóricas de Conrad Waddington (Robertson, 1977). 

Actualmente, el concepto de epigenética ha sido ampliado para designar el análisis causal 

de los procesos del desarrollo, de tal modo que su objetivo es el estudio de los mecanismos 

precisos por medio de los cuales el genotipo da origen al fenotipo (Morange, 2005). Una 

de las concepciones más importantes de Waddington sobre la epigenética, perfectamente 

ejemplificada por el paisaje epigenético, es la interacción entre el organismo, los genes y 

el ambiente durante el desarrollo, de modo que el modelo permite representar las 

influencias ambientales en el desarrollo y la expresión génica (Morange, 2002). 

El término epigenética, no obstante, tiene múltiples significados en la actualidad 

y comenzó a ser utilizado con mayor frecuencia a partir de la década de los años 90. La 

definición común de epigenética es “el estudio de cambios en la función génica 

heredables mitótica o meióticamente que no pueden ser explicados por cambios en la 

secuencia de ADN” (Russo et al., 1996), o simplemente el estudio de los mecanismos por 

medio de los cuales los genes ejercen sus efectos fenotípicos (King et al., 2006). Otro 

concepto hace referencia al estudio de los procesos que regulan la actividad génica por 

medio de modificaciones postraduccionales, la metilación del ADN o cambios 

cromatínicos como las modificaciones de histonas (Morange, 2005). Las publicaciones 

más recientes sobre el tema han abordado la epigenética de una forma más completa, 

reconociendo su importancia práctica y teórica en biología (Jablonka y Lamb, 2002). Los 

mecanismos tradicionales de regulación epigenética incluyen metilación del ADN y 

modificaciones de histonas, entendiendo a estas proteínas como las encargadas de 

empaquetar el ADN. Considerando que los dos tipos de mecanismos participan en la 

modulación de los complejos remodeladores de la cromatina, estos mecanismos son 

importantes para el establecimiento de patrones correctos de expresión génica (Morgan y 

Whitelaw, 2008). Estos mecanismos son modificaciones covalentes en el ADN o en la 

cromatina asociada, que no implican alteraciones en la secuencia del ADN, pero que 

tienen gran influencia sobre la expresión génica. Ocurren como consecuencia de 

complejas maquinarias enzimáticas, son mitótica y meióticamente estables y pueden ser 

adquiridas o perdidas como consecuencia de factores ambientales externos. Esto otorga 

mayor plasticidad a los organismos, que pueden adaptarse con mayor rapidez a su entorno 

(Henderson y Jacobsen, 2007). Los primeros estudios sobre aspectos epigenéticos se 

realizaron en sistemas animales. Sin embargo, en la actualidad existe ya cierto número de 
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trabajos enfocados a los sistemas vegetales. En el presente trabajo se hace una descripción 

basada en algunos reportes que se consideraron importantes, sobre los avances en la 

investigación epigenética de plantas, básicamente sobre los mecanismos de metilación.  

 

Metilación del ADN  

 La metilación del ADN es el proceso epigenético mejor conocido, el cual 

participa en la regulación de la expresión génica de dos maneras, directamente al impedir 

la unión de factores de transcripción, e indirectamente propiciando la estructura cerrada 

de la cromatina. El ADN presenta regiones de 1000-1500 pares de bases (pb), ricas en 

dinucleótidos citosina-fosfato-guanina (CpG), que son reconocidas por las enzimas 

ADNmetiltransferasas, las cuales, durante la replicación del ADN, metilan el carbono 5 

de las citosinas de la cadena recién sintetizada, manteniéndose así la memoria del estado 

metilado en las moléculas hijas de ADN (Salozhin et al., 2005). La metilación de las 

citosinas en los mamíferos es un proceso bien conservado en las divisiones celulares y la 

falla para mantener la información epigenética correcta conlleva consecuencias graves 

para la célula, como a la expresión génica anormal y a la apoptosis, ambos mecanismos 

asociados con el desarrollo de cáncer (Haslberger et al.,2006). El patrón de metilación no 

se mantiene constante a lo largo de toda la vida de un individuo, sino que sufre sucesivas 

modificaciones. En mamíferos, los cambios en el patrón de metilación más importantes 

se producen durante el desarrollo embrionario. Después de la fecundación, se eliminan 

los patrones de metilación previamente establecidos (excepto en algunas zonas con loci 

con impronta génica) y se establece un nuevo patrón de metilación necesario para la 

expresión específica de tejido de algunos genes en mamíferos, y para el “imprinting” 

genómico. Una vez establecidos, los nuevos patrones de metilación deben ser heredados 

por las células hijas. La herencia anormal de dichos patrones lleva a la formación de 

tumores y a procesos de envejecimiento. Los cambios en el patrón de metilación, tanto 

normales como en caso de enfermedad, se producen a través de tres mecanismos básicos:  

1.-Metilación de novo: es la metilación de secuencias no metiladas estableciendo 

así un nuevo patrón de metilación. La mayor parte de la metilación de novo se produce 

durante el desarrollo embrionario, aunque también se da en los puntos de integración de 

ADN viral en el genoma y durante el envejecimiento. Aunque la metilación de novo ha 

sido demostrada en diferentes procesos biológicos y especies, se desconoce cómo se 

seleccionan las secuencias que van a ser metiladas de novo(Stewart et al., 1982). 

2.-Metilación de mantenimiento: es el proceso mediante el cual se mantiene el 

patrón de metilación después de la replicación. Cada ronda de replicación genera una 
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cadena de ADN de nueva síntesis no metilada, frente a la cadena complementaria vieja 

que sí está metilada (Goll y Bestor, 2005).  

3.-Desmetilación: es el proceso que permite eliminar los patrones de metilación 

previos. Ocurre principalmente durante el desarrollo preimplantacional, yen general, 

durante todo el desarrollo. Se puede producir mediante dos procesos:  

-Desmetilación pasiva: se produce una reducción gradual de los niveles de 

metilación debida a la ausencia de metilación de mantenimiento a lo largo de sucesivas 

rondas de replicación (Liu et al., 2003). 

-Desmetilación activa: se produce de forma independiente de la replicación de 

ADN, gracias a la intervención de enzimas específicas (Kress et al., 2001). 

Metilación del ADN de plantas 

Durante la última década, la investigación en epigenética se ha enfocado 

principalmente en los mamíferos, mientras que las plantas han recibido menos atención. 

La información disponible sobre epigenética en plantas se centra en la planta modelo 

Arabidopsis thaliana (Reinders y Paszkowski, 2009), en arroz (Akimoto et al., 2007) y 

maíz (Wang et al., 2009), entre otras. 

 En plantas, las modificaciones epigenéticas son de suma importancia, ya que, al 

llevar una vida sésil, no pueden moverse en busca de nutrientes o mejores condiciones 

ambientales. Las modificaciones epigenéticas en las plantas pueden ser transmisibles a la 

línea germinal y ser heredadas transgeneracionalmente (Takeda y Paszkowski, 2006). 

Entre las modificaciones epigenéticas que podemos encontrar está la metilación de 

citosinas del ADN, que en plantas se puede presentar en tres contextos diferentes: el 

clásico contexto CG y también en contextos CNG y CNN (asimétrica, siendo N cualquier 

nucleótido), exclusivos de plantas.  

La metilación está vinculada generalmente con el silenciamiento de transposones 

y elementos repetitivos (Tran et al., 2005). 

Epigenética de plantas  

Existen claras evidencias de que aproximadamente el 30% de los residuos de 

citosinas en el genoma vegetal se encuentra metilado (Janousek et al., 2002). Aunque aún 

no se ha logrado descifrar completamente cómo opera este lenguaje epigenético, sí se 

conoce que a diferencia de los procesos genéticos los epigenéticos pueden en algunos 

casos ser inducidos por el ambiente (Patterson et al., 1993, Cubas et al., 1999, Richards, 

2006, Jirtle y Skinner, 2007). De este modo los efectos epigenéticos generan un gran 
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número de polimorfismos sobre los cuales actúa la selección natural. Por todo ello es 

posible afirmar que los procesos epigenéticos juegan un papel muy significativo en la 

variación natural y la evolución (Bossdorf et al., 2007). De hecho, éstos pueden llegar 

incluso a incrementar el potencial evolutivo de los organismos en respuesta a estrés 

abiótico y jugar un papel importante en los procesos de especiación y evolución (Rapp y 

Wendel, 2005; Richards, 2006). La epigenética nos ha presentado una nueva dimensión 

que ayuda a explicar mejor cómo las poblaciones biológicas pueden alcanzar una alta 

diversidad y cómo pueden en muchos casos adaptarse a inesperados y profundos cambios 

en su hábitat natural. Pocas especies de plantas han sido estudiadas por su variabilidad 

epigenética, y de las especies estudiadas, la mayoría son de interés económico para el 

hombre. Sin embargo, en el mundo existen miles de especies de plantas, cuyos estudios 

epigenéticos podrían contribuir a comprender mejor el papel del ambiente en la 

generación de nuevos atributos que participan en la direccionalidad de los procesos 

evolutivos. 

Situación ambiental y especies megatérmicas 

La combinación de inviernos extremadamente secos y temperaturas muy bajas 

determinan, para la región pampeana semiárida, una casi nula tasa de crecimiento de las 

pasturas perennes invernales. La alternativa de usar verdeos, si bien provee forraje de 

muy buena calidad, presenta como inconvenientes su alto costo de implantación, la 

competencia que se establece en los mejores campos con la agricultura de cosecha, el 

deterioro que el laboreo continuado ocasiona al suelo, y los menores rendimientos que se 

logran en comparación con los recursos estivales. 

Estas desventajas se agravan si dicho forraje es utilizado por categorías de bajos 

requerimientos nutricionales, tales como vacas de cría en gestación. La mejor manera de 

solucionar el mencionado déficit forrajero parece consistir, consecuentemente, en la 

transferencia del volumen de pasto producido en verano por gramíneas perennes de ciclo 

estival para su utilización en la época invernal. Esto redundaría en un uso más eficiente 

de los recursos naturales (luz, agua, nutrientes), dado que este tipo de plantas posee un 

sistema fotosintetizante más eficáz (C4): los mecanismos fisiológicos de estas especies 

posibilitan disponer de un potencial de producción que supera con holgura al de las 

plantas C3. Si esa pronunciada diferencia de rendimientos no es compensada por nítidas 

diferencias de calidad, el cultivo de especies C3 pierde sentido. En los sistemas pastoriles 

bovinos los rendimientos, condicionados principalmente por la producción de forraje, 

pueden incrementarse con la incorporación de gramíneas cultivadas mejoradas. 

Caracterizan a las especies megatérmicas elevadas tasas de crecimiento durante la 

estación cálida, por lo que tienden a encañar rápidamente, lo que determina una marcada 

disminución de su calidad. Esto se atenúa en alguna medida por estar las plantas 
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conformadas por componentes de muy distinto valor nutritivo (hojas y tallos florales) y 

de fácil discriminación (por su disposición espacial en la mata) por parte del animal. 

Las gramíneas megatérmicas introducidas han cobrado importancia en el Norte de 

Córdoba como constituyentes de cadenas forrajeras tendientes a incrementar la 

productividad de los sistemas ganaderos. La adaptación de estas especies se extiende 

hasta la región pampeana semiárida inclusive, evidenciando en ella un comportamiento 

ventajoso respecto a recursos de crecimiento invernal. En esta región se reconoce al agua 

y al nitrógeno como los dos factores que en mayor medida limitan la producción, y en el 

uso de ambos es más alta la eficiencia de las especies C4. Sin embargo, la única gramínea 

de estas características actualmente difundida en forma masiva en la región pampeana 

semiárida es el pasto llorón, que precisamente carece de aptitud para ser utilizado como 

cultivo diferido. No obstante, otros cultivos subtropicales de aceptable diferimiento 

(Digitaria, kleingrass, pasto salinas) han comenzado a expandirse en diferentes ambientes 

del territorio provincial, aportando a la conformación de sistemas de pastoreo basados en 

el uso exclusivo de pasturas perennes los doce meses del año. En la comunicación que se 

presenta se estudió para Villa Mercedes (33º 39' lat. S – 65º 22' long. O y 515 msnm) el 

régimen térmico para los años 1968-9, complementándose el trabajo con otros parámetros 

climáticos de posible utilidad para eventuales usuarios del mismo (período libre de 

heladas, fechas de primera y última heladas, etc.). Se efectúan breves consideraciones 

referidas a la estrecha relación existente entre los factores climáticos del medio y el 

crecimiento de pasturas megatérmicas perennes nativas y cultivadas. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 Se sembraron semillas de D. eriantha de dos cultivares (Mejorada INTA y 

Sudafricana) en bandejas de 50 cm x 20 cm, con turba y perlita en proporción de 3:1. Se 

desinfectaron las semillas con detergente comercial agitando por 5 min; posteriormente 

se lavaron con agua bidestilada y se colocaron en agua con hipoclorito de sodio al 20% 

durante 15 min. Finalmente se lavaron cuatro veces con agua destilada estéril en flujo 

laminar. Las semillas se sembraron sobre vermiculita estéril y se regaron con una solución 

del medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962). Se colocaron en cámara de cultivo a 

25ºC, con un fotoperíodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad durante 30 días; después se 

realizaron los tratamientos con frío a 10ºC con luz por períodos de 24, 48 y 72 h, y el 

testigo permaneció a 25ºC. Posteriormente se extrajo el material vegetal que se almacenó 

a -80ºC para su estudio de metilación de ADN. Para obtener el porcentaje total de 

metilación del ADN genómico se desarrolló un protocolo basado en la electroforesis 

capilar de alta resolución (HPCE), mediante la cual es posible determinar el grado de 

metilación del ADN genómico en menos de 15 minutos (Fraga et al., 2000). El proceso 
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de determinación de metilación de ADN se hizo en cuatro etapas básicas: a) Extracción 

de ADN b) Cuantificación de la concentración de ADN mediante el espectrofotómetro c) 

Hidrólisis enzimática d) Electroforesis capilar. Todas las separaciones se realizaron 

mediante un capilar de sílice abierto (600 x 0,075 mm, longitud efectiva 540 mm) que fue 

montado en un equipo de electroforesis capilar (Capillary Ion Analyzer, CIA), conectado 

a una unidad de procesado de datos Millenium 2010 (todos de marca Waters 

Chromatography S.A.). Las lecturas de las muestras se tomaron por duplicado y cada 

muestra tuvo cuatro repeticiones. Las lecturas del CIA aportaron los valores de área de 

citosina (C), 5-metil citosina (5-mc), adenina, timina y guanina. Los dos primeros valores 

fueron tomados como referencia para cuantificar la metilación del ADN mediante el 

cálculo del porcentaje relativo de 5-mc de la siguiente forma:  

% 5mc = Áreade 5- mc x100 

           (Área 5-mc + area C) 

 

Donde:5-mc= 5-metil citosinaC= citosina 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 En la tabla 6.1 se observan variaciones en el porcentaje de metilación de ADN en 

el cv. Mejorada INTA. Existieron diferencias significativas a las 24 y 48 h de tratamiento 

a 10ºC de temperatura con respecto al control; esta diferencia desapareció a las 72 hs. Por 

su parte, el cv. Sudafricana no mostró diferencias significativas en el porcentaje de 

metilación de ADN en los tratamientos de 24, 48 y 72 h a 10ºC comparados con el control; 

no obstante, se observaron diferencias significativas a las 72 h con relación a 24 y 48 h 

de tratamiento a bajas temperaturas. 

Tabla 6.1: Metilación de ADN genómico expresado en porcentaje. 

 

Tiempo de Exposición 

a 10ºC 

% 5-mc 

cv. Mejorada INTA cv. Sudafricana 

Control 77.724 a 74.201 ab 

24 h 34.030 b 67.983 b 

48h 29.154 b 66.961 b 

72h 76.019 a 76.993 a 

a, b Letras distintas expresan diferencias significativas entre el control y los tratamientos 

(Duncan, 1955) (R2 = 0,60; CV= 7,83) (Quiroga et al., 2004)  

Como es conocido, la metilación de residuos citosina en el ADN genómico supone 

un mecanismo de control génico (Razing y Riggs, 1980). En las plantas, al igual que en 

el resto de las eucariotas, la metilación sitio específica de promotores y secuencias 
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codificantes de genes inhibe la unión de proteínas reguladoras y puede, por lo tanto, 

reprimir la transcripción (Ehrlich y Ehrlich, 1993). Además, las investigaciones recientes 

parecen confirmar que la metilación del ADN genómico es esencial para el desarrollo 

normal en las plantas (Kakutani, Jeddeloh y Richards, 1995; Kakutani, Jeddeloh, Flowers, 

Munakata y Richards, 1996; Finnegan, Peacock y Dennos, 1996; Kakutani, 1997) y los 

animales (Banks y Fedoroff, 1989). También la sequía y las heladas son condiciones 

ambientales que causan efectos adversos en el crecimiento de las plantas y en la 

productividad de los granos. Las plantas responden a estos estreses tanto a nivel 

molecular, como celular y fisiológico. Distintos tipos de estrés inducen la expresión de 

una amplia gama de genes relacionados con la respuesta al ambiente y, como 

consecuencia, se sintetizan variados productos metabólicos (Thomashow, 1994; 

Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1996). En el cv. Sudafricana (sensible) la falta de 

metilación en todos los tiempos de tratamiento con frío, permite suponer una ausencia de 

respuesta de este cultivar al estrés aplicado. En el cv. Mejorada INTA (tolerante) los 

niveles de metilación de 5-metil citosina disminuyeron enlos primeros tiempos 

postratamiento (24 y 48 h) y se recuperaron los niveles cercanos al control a las 72 h de 

tratamiento, coincidente con el incremento del crecimiento y la recuperación de la planta 

en sentido amplio (Quiroga, 2003). Las diferencias observadas en el cv. Avanzada INTA 

en los porcentajes de metilación de ADN genómico, probablemente se deban a que dicho 

cultivar activa rápidamente un mecanismo de control que induce la desmetilación de 

bases, lo cual permitiría desreprimir genes que se expresarían en proteínas de defensa 

tales como: proteínas del canal de agua, proteinasas (CLP proteasa, ubiquitina, etc.), 

proteínas LEA, proteínas kinasas, etc. (Kishor, Hong, Miao, Hu y Verma, 1995). Por su 

parte, el cv. Sudafricana no parece captar la señal del estrés por frío, ya que los niveles 

de metilación fueron similares a lo largo del tratamiento a las 24, 48 y 72 h a 10ºC de 

temperatura, lo cual representa una falta de desrepresión de genes asociados a 

mecanismos de control antiestrés; esta tendencia tiene correlación con la falta de 

regulación del crecimientoen esas condiciones (Quiroga, 2003), debido probablemente a 

que su memoria genética no prevé la aclimatación a bajas temperaturas. Así mismo, se 

considera que es la primera vez que se informa la metilación del ADN genómico en 

plantas de D. eriantha relacionado con el estrés por bajas temperaturas y se le reconoce 

como un factor regulador de mecanismos de respuesta frente a esta señal. También es una 

contribución al estudio de respuestas tempranas a nivel molecular de las plantas frente al 

estrés y conducentes a seleccionar germoplasma de D. eriantha con una mayor tolerancia 

al frío. 
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CAPITULO 7 

 

Mitigación del estrés abiótico en Digitaria eriantha Steudel cvs. Sudafricana y 

Mejorada INTA por asociación con Azospirillum brasilense cepas Az39 e ipdC. 

 
 

Romina OSSES, Oscar MASCIARELLI, Mariela QUIROGA, Hilda PEDRANZANI 
 

Resumen  
DigitariaerianthaSteudel es una especie forrajera adaptada a áreas de pastoreo, pero con 

sensibilidad a bajas temperaturas, estrés hídrico y salinidad. Las poblaciones bacterianas 

promotoras de crecimiento vegetal PGPR (Plantgrowth-promotingrhizobacteria) poseen la 

capacidad de colonizar el sistema radicular de plantas y mitigar los estreses. El objetivo del 

presente trabajo es estudiar el comportamiento de dos cultivares de D. eriantha cv. Sudafricana y 

Mejorada INTA, en asociación conA. brasilense cepa Az39 y A. brasilense cepa ipdC frente a 

diferentes estreses abióticos. Se sembraron semillas inoculadas y sin inocular en maceta y se 

colocaron en cámara 23:21ºC (día: noche) con un fotoperiodo 16:8 (día: noche) con una densidad 

de flujo de fotones de 300 µmol m-2 s-1. Cuando las plantas tuvieron diez cm de alto, se sometieron 

a los diferentes tipos de estrés (frío, sequía y salinidad). Finalizados los tratamientos de estrés, se 

midieron diferentes bioparámetros de crecimiento. Los dos cultivares de D. eriantha hicieron 

asociaciones con ambas bacterias, y la mejor respuesta se obtuvo con la cepa hipoproducturaA. 

brasilense cepa ipdC- con el cv. Mejorada INTA, donde se vieron incrementados todos los 

parámetros medidos, expresando esta asociatividad la habilidad de mitigar todos los estreses.  

 

Palabras clave biomasa, crecimiento, mitigación del estrés, PGPR, simbiosis. 

 

Abstract  
DigitariaerianthaSteudel is a forage species adapted to grazing areas but sensitive to low 

temperatures, water stress and salinity. The promoter’s bacterial populations of plant growth 

PGPR (Plant growth-promoting rhizobacteria) have the ability to colonize the root system of 

plants and mitigate stresses. The aim of this work is to study the behavior of two cultivars of D. 

eriantha cv. Sudafricana and Mejorada INTA, in association with Azospirilumbrasilense, strain 

Az39 and ipdC-(hyper production and low production producer of auxins, respectively) and their 

behavior in different abiotic stresses. Inoculated and uninoculated seeds were planted in pots and 

placed in chamber C 23:21 (day: night) with a photoperiod 16:8 (day: night) with aphoton flux 

density of 300 mol m-2 s-1. When the plants were ten cm high they were subjected to different 

types of stress (cold, drought and salinity). Finalized stress treatments, growth parameters were 

measured. The two cultivars of D. eriantha, made association with both bacteria and the best 

combination was obtained with the strain A. brasilense strain ipdC- with cv. Mejorada INTA, in 

which all measured parameters were increased expressing in this associativity the ability to 

mitigate all types of stresses that were studied.  

 

Key words, biomass, growth, mitigation of stress, PGPR, symbiosis. 
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INTRODUCCIÓN 

La rizósfera es la zona localizada entre las raíces de la planta y el suelo que la 

rodea (Dijkstra et al., 2014), la cual está conformada por tres áreas, que son la 

ectorizósfera, rizoplano y endorizósfera (Johansson et al., 2004). La rizósfera es el 

ecosistema con mayor diversidad microbiana del suelo (Rovira y Davey, 1974; Lynch y 

Whipps, 1991). Los microorganismos presentes en la rizósfera intervienen en los ciclos 

de los nutrientes del sistema suelo-planta (Singh y Mukerji, 2006). Las poblaciones 

bacterianas de este microambiente se ven influenciadas principalmente por los 

compuestos orgánicos que segrega la planta como los ácidos orgánicos, aminoácidos, 

azúcares, ácidos fenólicos, flavonoides, enzimas, etc., así como por la disponibilidad de 

nutrientes, pH y textura del suelo (Stafford et al., 2005; Singh y Mukerji, 2006; 

Raaijmakers et al., 2009). Los microorganismos asociados a la raíz establecen 

sinergismos con las plantas de dos maneras principales: las que forman una relación 

simbiótica (Rhizobium-Leguminosas) y las de vida libre, las cuales se pueden encontrar 

en el suelo, sobre o dentro de los tejidos de la planta (Kloepper et al., 1988a; Frommel et 

al., 1991). Las bacterias de vida libre que promueven el desarrollo de la planta e incluso 

que actúan como control biológico de fitopatógenos, son usualmente conocidas como 

rizobacterias promotoras de crecimiento vegetal (PGPR de las siglas en inglés 

PlantGrowth-PromotingRhizobacteria) (Glick, 1995; Kloepper et al., 1989; Bashan y 

Holguin, 1998). La escasez mundial de recursos hídricos en conjunto con la salinización 

del suelo, se vuelven factores abióticos que limitan el desarrollo de las plantas, se estima 

que un 50% de las tierras cultivables estarán afectadas por estos tipos de estrés para el 

2050. Por lo anterior, los microorganismos juegan un papel muy importante en el ámbito 

agrícola al ser una alternativa importante para poder disminuir los efectos nocivos de 

estrés abiótico (sequía, altas y bajas temperaturas, salinidad, toxicidad por metales, etc.) 

en la producción de los cultivos (Milošević et al., 2012).  

La promoción de crecimiento en plantas producido por las PGPR puede ser 

multifactorial; como la solubilización de fosfatos, producción de sideróforos, fijación 

biológica de nitrógeno, producción de la enzima 1-Aminociclopropano- 1-ácido 

carboxílico (ACC) desaminasa, producción y regulación de fitohormonas, actividad de 

biocontrol, producción de componentes orgánicos volátiles (VOC’s), activación de la 

resistencia sistémica inducida (ISR), etc. (Bhattacharyya y Jha, 2012). Las PGPR se 

pueden adaptar a diversas condiciones ambientales y además tienen la capacidad de 

ayudar a mitigar condiciones de estrés en plantas. En condiciones de sequía y/o salinidad 

el efecto de protección de las PGPR consiste en reducir la producción de etileno, 

incrementar las concentraciones de fitohormonas como el ácido abscísico y las auxinas, 

dar protección contra las especies reactivas de oxigeno (ROS), producir solutos 
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compatibles, solubilizar fosfatos, producir exopolisacaridos y controlar a los 

fitopatógenos. La presente revisión muestra un panorama general de los mecanismos 

empleados por las PGPR como respuesta a diversos tipos de estrés abióticos y cuál es su 

efecto protector sobre las plantas como un potencial de uso como biofertilizantes. 

Regulación de hormonas 

Las plantas están expuestas a diversos factores ambientales adversos, por lo que 

han desarrollado mecanismos de adaptación complejos (Yang et al., 2013), liberando 

compuestos químicos como las hormonas (Alazem y Lin, 2015). Las hormonas de las 

plantas se pueden clasificar de acuerdo a su estructura y actividad fisiológica en; auxinas 

(AUX), ácido abscícico (ABA), citoquininas (CTK), giberelinas (GA), etileno (ET), 

ácido salicílico (SA), ácido jasmónico (JA) y brasinosteroides (BR). Estas hormonas 

desempeñan diversas funciones en la planta, como controlar y coordinar la división, el 

crecimiento y la diferenciación de las células (Miransari y Smith, 2014); y en diferentes 

etapas del ciclo de vida de la planta; la germinación, el desarrollo de órganos, crecimiento 

del tallo, así como la habilidad para responder a estímulos de estrés como el daño por 

insectos, patógenos, sequía y baja disponibilidad de nutrientes.  

Muchas veces actúan individualmente, aunque también en conjunto; como en el 

caso de sequía o de estrés salino; cuando el ET acelera la senescencia de las hojas 

individualmente, pero en conjunto con el ABA son moléculas señalizadoras de estrés 

abiótico (Hassine y Lutts, 2010); en la absorción de nutrientes como el azufre (S), al 

transformar las formas no disponibles a disponibles intervienen las hormonas CTK y 

AUX, aunque también se ha mencionado que el ABA y el JA están involucrados (Honsel 

et al., 2012). ABA y GA tienen actividad en conjunto para la regulación de la α amilasa, 

compuesto necesario en la germinación de la semilla (Kondhare et al., 2014). Y en la 

regulación de la respuesta contra fitopatógenos las hormonas involucradas son el SA, JA, 

ET y ABA (Alazem y Lin, 2015). Otra estrategia utilizada por las plantas para hacer frente 

a los daños causados por factores bióticos y abióticos, es la asociación con bacterias 

rizosféricas que pueden activar señales químicas que modifican la concentración de las 

hormonas vegetales (Bent et al., 2001); por ejemplo el incremento en la concentración de 

ET, que tiene efectos positivos en la estimulación de raíces adventicias y otros no tan 

deseados como la disminución del crecimiento de la raíz (Saravanakumar y Samiyappan, 

2007). La disminución en la concentración de ET, origina que la planta tenga mayor 

resistencia al estrés abiótico y la inoculación con PGPR que producen la enzima 

desaminasa del ácido 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC desaminasa) cuya 

función es desviar la ruta biosintetica del etileno y de esta manera favorece el crecimiento 

y desarrollo vegetal, principalmente en plantas sensibles al ET (Penrose y Glick, 2003; 

Esquivel et al., 2013). Las PGPR pueden promover el crecimiento de la planta hospedera 

por medio de las auxinas con la síntesis del ácido indolacético (IAA) mediante una ruta 
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alternativa que depende del triptófano proveniente de los exudados de la raíz aumentando 

su concentración en la rizósfera (Ali y Hasnain, 2007). Las concentraciones altas de IAA 

inducen el desarrollo de raíces adventicias y, por el contrario, a bajas concentraciones de 

IAA la elongación de la raíz principal se incrementa (Patten y Glick, 2002). 

En las últimas décadas se han realizado algunos estudios que comprueban que 

ciertas PGPR le proporcionan a la planta un grado de tolerancia a diferentes tipos de estrés 

abiótico (sequía, salinidad, metales pesados, etc.). Algunos géneros de estas bacterias 

incluyen son: Rhizobium, Bacillus, Pseudomonas, Pantoea, Paenibacillus, Burkholderia, 

Achromobacter, Azospirillum, Microbacterium, Methylobacterium, Variovorax, 

Enterobacter, etc. (Grover et al., 2011) (Fig. 7.1)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7.1: Facilitación del crecimiento de las plantas por bacterias promotoras del 

crecimiento (PGPR) (Grover et al., 2011) 

 

Sequía. 

Las PGPR son capaces de mitigar el estrés en plantas causado por sequías 

mediante diversos mecanismos. A) Ácido Abscísico y Citoquininas. Actualmente se sabe 

que la sequía afecta el balance hormonal incrementando el contenido de ABA en parte 

aérea y a su vez reduce los niveles de citoquinidas endógenas, lo anterior activa el 

mecanismo de cierre de estomas, como respuesta a la sequía evitando la pérdida de agua 

(Yang et al., 2009). El antagonismo entre citoquininas y ABA puede ser el resultado de 

interacciones metabólicas: las citoquininas comparten un origen biosintético común con 

ABA, creando claramente el potencial para el antagonismo en la formación de estos dos 

compuestos (Cowan et al., 1999). Un alto contenido de citoquininas puede anular los 

efectos de ABA en la funcionalidad de los estomas bajo condiciones de estrés; por lo 
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tanto, una reducción en el suministro de esta hormona podría amplificar la respuesta y 

disparar a un contenido cada vez mayor de ABA (Davies y Zhang, 1991). Existen pocos 

reportes que ligan las PGPR en la respuesta ABA-CTK, Paenibacillus polymyxa se 

reportó como una PGPR que incrementa los niveles de CTK y a su vez reduce los niveles 

de ABA bajo condiciones de estrés abiótico (Timmusk y Wagner, 1999). B)  

Producción de antioxidantes.  

El estrés salino da lugar a la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS), 

las cuales afectan a las células de la planta, causando daño oxidativo en la membrana de 

lípidos, proteínas o DNA, sin embargo, Mitigación del estrés abiótico mediante PGPR 7 

hay enzimas que se encargan de evitar dichos daños, por ejemplo, la superóxidodismutasa 

(SOD), catalasa (CAT) y ascorbatoperoxidasa (POX) y antioxidante no enzimático tal 

como ascorbato, glutatión y tocoferol. Las PGPR usan mecanismos similares para 

neutralizar el estrés oxidativo que es causado por ROS, a través de la inducción de 

enzimas antioxidantes tales como ascorbatoperoxidasa y superóxidodismutasa (Kohler et 

al., 2009 a, b; Jha y Subramanian, 2014).  

 

Inhibición de la síntesis de etileno. 

El etileno es una hormona gaseosa que desempeña múltiples funciones en la 

regulación del crecimiento y desarrollo de la planta, también sirve como modulador clave 

entre la respuesta de la planta al estrés ambiental y crecimiento normal. Dicho estrés se 

puede contrarrestar mediante la degradación del ácido 1-aminociclopropano-1-

carboxílico (ACC) mediante la enzima ACC desaminasa, ayudando a disminuir el estrés 

y por lo tanto promoviendo el crecimiento normal de la planta (Glick et al., 2007; Yang 

et al., 2009). En la ruta biosintética del etileno, la S-adenosilmetionina (SAM) es 

convertida por la enzima ACC sintasa a acido 1-aminociclopropano-1-carboxílico (ACC), 

el precursor inmediato del etileno. En presencia de ACC-desaminasa producida por la 

bacteria, el ACC de la planta es secuestrado y degradado por células bacterianas, la 

remoción de éste provoca que se disminuyan los efectos perjudiciales del etileno (Glick, 

et al., 2007). La función de la enzima ACC desaminasa es convertir el ACC en α-

cetobutirato y amonio. Lo anterior trae dos ventajas en las plantas: disminuye el etileno 

por la degradación del precursor inmediato, pero además incrementa la disponibilidad de 

amonio en la rizósfera. Recientes estudios han mostrado que las PGPR que contienen 

ACC desaminasa inducen la producción de raíces más largas, ayudando a una mayor 

absorción de agua (Saleem et al., 2007; Zahir et al., 2008; Esquivel-Cote et al., 2013).  

 

Salinidad. 

La salinidad de los suelos se ha convertido en uno de los principales problemas en 

el mundo, que afecta aproximadamente a 400 millones de hectáreas de cultivos de interés 
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económico (Bot et al., 2000; FAO, 2002), interfiriendo en la germinación, crecimiento y 

el rendimiento de cultivos (Khan y Panda, 2008). Entre los efectos negativos de la 

salinidad se encuentran el incremento en la producción de etileno, plasmólisis (pérdida 

del líquido constituyente de las células, en condiciones hipertónicas), toxicidad de Na+ y 

Cl-, incremento en la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y afectación de 

la fotosíntesis (Sairam y Tyagi, 2004; Gamalero et al., 2009). Las PGPR usan diferentes 

mecanismos para contrarrestar el estrés salino, entre los que destacan A) 

Osmorregulación y acumulación de prolina. La prolina es un aminoácido que se encarga 

de proteger las membranas y proteínas contra efectos de iones inorgánicos, y su 

acumulación reduce el potencial redox en las células bajo ambientes salinos (Jain et al., 

2001; Wahid y Close, 2007). Además de llevar a cabo un importante papel en el 

mantenimiento de la homeostasis y funcionamiento de estructuras fotosintéticas, para 

combatir el impacto de la salinidad en plantas. Algunos iones como el sodio (Na+ ) y el 

cloro (Cl- ) ayudan a la adaptación de la planta a la salinidad, contribuyendo al ajuste 

osmótico de las vacuolas, los exopolisacáridos también ayudan a aminorar el estrés 

ocasionado por la salinidad, evitando que el Na+ esté disponible para la planta (Bano y 

Fatima, 2009).  

 

Transporte restringido de Na+. 

Se ha mostrado por análisis transcripcional que aproximadamente 600 genes de 

Arabidopsis thaliana modifican su expresión en presencia de salinidad, tal es el caso del 

Transportador de K+ de Alta Afinidad 1 (HKT1, por sus siglas en inglés) encargado del 

ajuste de los niveles de Na+ y K+. La expresión del gen HKT1 se disminuye reduciendo 

a su vez el ingreso de Na+ a través de la raíz. El análisis transcripcional ha mostrado que 

los compuestos orgánicos volátiles (VOC’s) que producen algunos microorganismos 

benéficos como las PGPR (Yang et al., 2009), tal como 2,3 butaneidol (Xiao-Min y 

Huiming, 2015), disminuyen la expresión de HKT1 en la raíz, pero la aumentan en la 

parte aérea, manteniendo de este modo el balance en los niveles de Na+ en toda la planta 

(Yang et al., 2009).  

 

Solubilización de fosfatos.  

El fósforo es uno de los elementos más importantes para la planta ya que 

interviene en una serie de procesos metabólicos como la fotosíntesis, la respiración, y la 

síntesis del almidón, pero especialmente porque forma parte de los ácidos nucleicos 

(DNA y RNA), del trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP) y del 

monofosfato de adenosina (AMP) (Rodríguez y Flores, 2004). La disponibilidad de 

fósforo en suelos salinos es limitada, por lo que las PGPR se encargan de solubilizar 

fosfatos. La solubilización de fosfatos por parte de las bacterias la realizan por 
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acidificación, quelación, reacción de intercambio iónico y la producción de ácidos 

orgánicos de bajo peso molecular tal como el ácido glucónico. La solubilización de los 

fosfatos realizada por las PGPR contribuyen a disminuir los efectos de la salinidad y en 

consecuencia a mejorar el desarrollo de la planta (Giri et al., 2004; Turner et al., 2006).  

 

Síntesis de auxinas. 

La auxina endógena de más abundancia es el ácido indolacético (IAA), que 

cumple con la mayor parte de las acciones realizadas por las auxinas. Además del IAA 

sólo se han encontrado otros tres tipos de auxinas en las plantas; el ácido-indol-3- butírico, 

el ácido 4-cloroíndole-3-acético y el ácido fenil acético (Sauer et al., 2013). Estas 

hormonas vegetales desempeñan una función relevante en el crecimiento, el desarrollo y 

la formación de tejidos vasculares en la planta mediante la regulación de la expresión de 

genes (Abel y Theologis, 1996; Miransari y Smith, 2014). Algunas de las PGPR 

reportadas con la capacidad de producir AIA son: Azospirillum, Arthrobactersp., 

Bacilluspumilus, Halomonassp., Nitrinicolalacisaponensis, Pseudomonas mendocina 

entre otras, las cuales pueden aminorar el estrés por salinidad en las plantas (Dodd et al., 

2010; Tiwari et al., 2011). 

Las poblaciones bacterianas promotoras de crecimiento vegetal PGPR 

(Plantgrowth-promotingrhizobacteria) poseen la capacidad de colonizar el sistema 

radicular de las plantas o su entorno más cercano. Dentro de las PGPR más referenciadas 

está Azospirillum(-subclase de las proteobacterias) (Cassánet al., 2009; Bashanet al., 

2012). Ésta es una bacteria Gram negativa, de vida libre, fijadora de nitrógeno y asociada 

a la rizósfera de las plantas. En nuestro país, la práctica de inoculación con 

Azospirillumbrasilense cepa Az39 se ha extendido desde el cultivo de maíz (Fulchieri y 

Frioni, 1994), trigo (Thuar et al., 2005) a otras especies vegetales, como gramíneas 

forrajeras (Vella et al., 2005), entre otras. En esta investigación se usaron dos cepas de la 

bacteria Azospirillumbrasilense con el fin de estudiar el comportamiento de los dos 

cultivares de D. eriantha en simbiosis con A. brasilense cepa Az39 y A. brasilense cepa 

ipdC-. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 Material biológico y condiciones de crecimiento del cultivo: 

 

Semillas de Digitariaerianthacv. Mejorada INTA y D. erianthacv. Sudafricanase 

sembraron sobre un soporte constituido por una mezcla de suelo y perlita (2:1, v/v) en 

maceta de 300 cc a razón de 5 g. de semillas en cada uno por cuadriplicado. Las macetas 

se colocaron en cámara de crecimiento a 23:21 ºC (día: noche) con un fotoperíodo 16:8 

(día: noche) con una densidad de flujo de fotones de 300 µmol m-2 s-1 y se dividieron en 

cuatro grupos: 1)23 ºC y soporte a capacidad de campo (control); 2)4 ºC por 72 h.; 3) 

regadas con 200 mM de NaCl y 4) regadas con 100 ml de PEG cada dos días, en tres 

concentraciones 0,5; 1,0 y 1,5 Mpa (Fig. 7.2)  

Cepas Bacterianas y medios de cultivos:las cepas de A. brasilense utilizadas fueron A. 

brasilenseAz39 y la mutante ipdC-. 

Ensayos de inoculación:las semillas de Digitaria se agruparon en bolsas plásticas, a 

razón de 50 g por cada grupo para ser inoculadas con 5 ml de cada estirpe bacteriana a 

razón de 1 x 107ufc/ml previo a la siembra. 

Tratamientos de inoculación para cada grupo de macetas:seutilizó un tratamiento 

control medio NFb (medio de cultivo libre de nitrógeno y con malato como fuente de 

carbono, usado por excelencia para el enriquecimiento de Azospirillum), un control 

negativo(A. brasilensecepaipdC-) y A.brasilensecepaAz39. 

Cada grupo de macetas fue tratado con el inoculo correspondiente. El sistema de 

riego utilizado fue por capilaridad, colocando las macetas de cada tratamiento sumergidos 

en bandejas que contenían un volumen constante de solución nutritiva de Hoagland25% 

hasta el inicio del tratamiento del estrés. 

 

Crecimiento   

En las muestras controles (sin bacterias) y tratadas (con bacterias) bajo 

condiciones normales y de estreses abióticos se evaluaron parámetros de crecimiento 

como: longitud radicular y foliar, tomándose como muestra un pool de 10 plantas, con 

tres repeticiones. 

 

Biomasa 

En cada tratamiento de simbiosis y estrés se evaluó PF y PS radicular y foliar, 

tomándose como muestra un pool de 10 plantas, con tres repeticiones. 

Tratamiento estadístico de los datos 

Los datos fueron analizados por el método estadístico INFOSTAT (Universidad Nacional 

de Córdoba) y los rangos múltiples de DUNCAN. Este test controla errores de tipo I 
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donde =0,05 df=16 y MSE=6.208333, para un número de medias = 8 y un rango crítico 

de 4.305 a 4.893. 

 

 

Fig. 7.2: Plantas de Digitaria eriantha cv. Sudafricana creciendo en invernáculo  

(Foto: Romina Osses)  
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RESULTADOS Y DISCUSION  

 

 

 

Fig. 7.3: Número de hojas de Digitariaeriantha cv. Sudafricana y cv. Mejorada INTA sin 

bacterias e inoculadas con A. brasilense cepa Az-39 y A. brasilensecepaipdC-, en condiciones de 

control y estrés por frío (4 °C), salinidad (200 mM) y tres niveles de sequía (1: 0,5 Mpa; 2: 1,0 

Mpa; 3: 1,5 Mpa) (Osses et al., 2017) 

 

En Digitaria eriantha cv. Sudafricana, se encontraron aumentos significativos en 

el tratamiento control, inoculado con la cepa ipdC-  y en el tratamiento de estrés por sequía 

0,5 Mpa, en plantas inoculadas con la cepa AZ-39, (Fig. 7.3 A). En el cv. Mejorada INTA, 

se encontraron aumentos significativos en el número de hojas en el tratamiento control, 

frío y los tres tratamientos de sequía con la inoculación de la cepa ipdC-.  La cepa AZ-

39promovió un aumento significativo del número de hojas en condiciones de sequía con 

0,5 Mpa, 1,0 y 1,5 Mpa.  y la salinidad afectó al crecimiento y ninguna de las dos cepas 

´promovió el aumento del número de hojas. (Fig. 7.3 B). 
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Fig. 7.4: Longitud foliar y radical de Digitariaeriantha cv. Sudafricana y cv. Mejorada INTA sin 

bacterias e inoculadas con A. brasilense cepa Az-39 y A. brasilensecepaipdC-, en condiciones de 

control y estrés por frío (4 °C), salinidad (200 mM) y tres niveles de sequía (1: 0,5 Mpa; 2: 1,0 

Mpa; 3: 1,5 Mpa). (Osses et al., 2017) 

 

A B 

C D 
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Fig. 7.5: D. eriantha cv. Mejorada INTA  sin bacteria, con 4 tratamientos: control (sin estrés); 

estrés salino; estrés por frío y estrés por sequía (1,5 Mpa) (Foto: Romina Osses)  

 

 

Fig. 7.6: D. eriantha cv. Mejorada INTA  inoculadas con  A. brasilense cepa AZ-39, con 4 

tratamientos: control (sin estrés); estrés salino; estrés por frío y estrés por sequía (1,5 Mpa) 

(Foto: Romina Osses) 
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Fig. 7.7: D. eriantha cv. Mejorada INTA  inoculadas con  A. brasilense cepa ipdC-, con 4 

tratamientos: control (sin estrés); estrés salino; estrés por frío y estrés por sequía (1,5 Mpa) (Foto: 

Romina Osses)  

 

En el cv. Sudafricana, en los tratamientos control, frío y salinidad no se 

observaron diferencias significativas con ninguna bacteria; sólo se observó un aumento 

significativo del largo de hojas en el tratamiento de estrés por sequía con una presión 

osmótica de -1,5 Mpa, inoculado con la cepa ipdC- (Fig.7. 4 A). En Mejorada INTA, 

igualmente no hubo cambios significativos para plantas control, bajo frío o salinidad, solo 

hubo un aumento significativo en la longitud de hojas en los tres tratamientos de estrés 

por sequía; para presiones osmóticas de -0,5 Mpa se observó en plantas inoculadas con 

ambas cepas y sólo con la cepa ipdC- para presiones de -1,0 y -1,5 Mpa (Fig. 7. 4 B). La 

longitud de raíces varió según el tipo de inoculación y estrés aplicado. En el cv. 

Sudafricana, las plantas control, sometidas a estrés por frío y salinidad, no presentaron 

diferencias significativas en la longitud radical. Los tratamientos de sequía incrementaron 

la longitud de la raíces cuando fueron inoculados con la cepa ipdC-  y soportaron 

presiones osmóticas de -1 Mpa o cuando fueron inoculados con ambas cepas para 

presiones -1,5 Mpa, existiendo un mayor crecimiento en plantas inoculadas con la cepa 

ipdC (Fig. 7. 4 C). En el cv. Mejorada INTA, la longitud de raíces incrementó en forma 

significativa bajo estrés salino y sequia bajo presiones osmóticas de -0,5, 1,0 y 1,5Mpa, 

inoculados con la cepa ipdC- (Fig.7.4 D) 

En el cv. Sudafricana el peso fresco foliar (PFF) aumentó en forma significativa 

con respecto al control en los tratamientos con  inoculación con la cepa AZ-39 y con ipdC-

. El PFF incrementó de forma significativa en los tres tratamientos de estrés por sequía 
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(0,5, 1 y 1,5 Mpa) en las plantas inoculadas con ambas cepas, en forma cuantitativamente 

mayor con la cepa ipdC-. Bajo frio y salinidad, el PFF no varió en ninguno de los 

tratamientos sin inoculación y con ninguna de las dos cepas (Tabla 7.1A). 

En el cv.Mejorada INTA, se encontraron aumentos significativos en el tratamiento 

control, inoculado con la cepa ipdC- y una disminución significativa en el PFF en plantas 

inoculadas con la cepa AZ-39. En el tratamiento de estrés por frío, se observaron 

aumentos significativos en plantas inoculadas con ambas cepas, siendo más notorio con 

la cepa ipdC-.  En el tratamiento salino se observó una disminución significativa de PFF 

en las plantas inoculadas con AZ-39, manteniéndose las inoculadas con la cepa ipdC 

cercanos al control En los tratamientos de estrés por sequía inoculados con ambas 

bacterias existieron incrementos significativos a 0,5, 1,0 y 1,5 Mpa; en todos los casos la 

cepa ipdC- respondió con mayores valores de PFF que AZ-39 (Tabal 7.1A) (Fig. 7.5;Fig.  

7.6; Fig. 7.7)  

En raíces del cv. Sudafricana, el peso fresco de raíces (PFR) se incrementó 

significativamente en el tratamiento control, inoculados con ambas cepas: AZ-39 e ipdC-

. El estrés por frio y por salinidad no produjo variación en el PFR en ninguno de los casos 

de la inoculación y sin ella. Hubo aumentos significativos en los tres tratamientos de 

estrés por sequía, en la concentración 0,5 Mpa sólo hubo aumento en las plantas 

inoculadas con la cepa AZ-39; lo contrario ocurrió en la concentración 1,0 Mpa, dónde 

se vieron aumentos en las plantas inoculadas con la cepa ipdC-; en cambio, en la 

concentración 1,5 Mpa se vieron aumentos en las plantas inoculadas con ambas cepas, en 

mayor medida con la cepa ipdC-. (Tabla 7.1B) 

En el cv. Mejorada INTA, el PFR en el tratamiento sin estrés se incrementó con 

la cepa ipdC- y disminuyó con la cepa AZ-39; con frío el PFR aumento en forma 

significativas con ambas cepas; con salinidad no existieron diferencias significativas. 

También hubo aumentos significativos en los tres tratamientos de estrés por sequía, en la 

concentración 0,5 Mpa fue más notorio en la cepa AZ-39; en las concentraciones 1,0 Mpa 

y 1,5 Mpa, fue en mayor medida con la cepa ipdC- (Tabla 7.1B). 

           El peso seco foliar (PSF) en el cv. Sudafricana, aumentó en forma significativa en 

el tratamiento control, inoculados con ambas cepas. El frio y la salinidad no produjeron 

cambios en la acumulación de PSF en ningún caso. Existieron aumentos significativos en 

los tres tratamientos de estrés por sequía, en las concentraciones 0,5 y 1,0 Mpa fueron 

aquellos inoculados con la cepa ipdC-; en la concentración 1,5 Mpa en aquellas plantas 

inoculadas con ambas cepas. En el cv. Mejorada INTA, se encontraron aumentos 

significativos de PSF en el tratamiento control, inoculado con la cepa ipdC- y 

disminuciones significativas en las plantas con la cepa AZ-39. En el tratamiento de frío 

existió un incremento significativo en plantas inoculadas con ipdC- y en los tratamientos 

con sequía se observaron incrementos significativos en todos los potenciales inoculados 

con la cepa ipdC- (Tabla 7.1C) 
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Tabla 7.1: Peso fresco y peso seco foliar y radical de Digitariaeriantha cv. Sudafricana y cv. 

Mejorada INTA sin bacterias e inoculadas con A. brasilense cepa Az-39 y A. brasilensecepaipdC-

, en condiciones de control y estrés por frío (4 °C), salinidad (200 mM) y tres niveles de sequía 

(1: 0,5 Mpa; 2: 1,0 Mpa; 3: 1,5 Mpa). (Osses et al., 2017) 

 cv. Sudafricana  cv. Mejorada INTA 

A Peso Fresco Foliar (g) Peso Fresco Foliar (g) 

Tratamientos SB AZ-39 ipdC- SB AZ-39 ipdC- 

Control     3,35±2,08d 9,22±2,18b 10,61±2,16b 11,22±2,3b 6,95±2,45c 22,82±2,4a 

Frío  1,91±2,04d 3,64±2,20d  3,73±2,18d 4,86±2,31d 8,30±2,43b 12,74±2,3b 

Salinidad 4,70±2,05d 3,56±2,19d 4,48±2,12d 6,60±2,30c 3,58±2,47d 5,69±2,2cd 

Sequía 0,5 Mpa 2,90±2,06d 5,57±2,21c 10,78±2,15b 2,42±2,28d 5,24±2,49c 12,05±2,4b 

Sequía 1,0 Mpa 4,16±2,08d 5,86±2,22c 9,87±2,18b 4,73±2,27d 6,39±2,40c 11,10±2,4b 

Sequía 1,5 Mpa 4,22±2,35d     12,77±2,37b 23,74±2,4a 4,3452,60d 12,70±2,63 b 23,75±2,6a 

B Peso Fresco de Raíces (g) Peso Fresco de Raíces (g) 

Control 0,38±1,634ef 7,16±1,72b 8,22±1,72b 7,81±1,87b 5,61±1,9c 15,94±1,8a 

Frío  0,29±1,65ef 0,42±1,72ef 0,27±1,73ef 1,83±1,88d 4,45±1,9c 9,61±1,9b 

Salinidad 0,64±1,66ef 0,45±1,70ef 0,59±1,74ef 3,13±1,87d 1,59±1,9de 2,95±1,9d 

Sequía 0,5 Mpa 0,51±1,67ef 2,59±1,71d 1,50±1,79e 0,57±1,87ef 2,00±1,9d 1,82±2,0d 

Sequía 1,0 Mpa 2,55±1,63d 3,44±1,74d 5,94±1,72c 2,12±1,87d 2,94±1,8d 5,90±1,8c 

Sequía 1,5 Mpa 2,52±1,86d 8,05±1,87b 15,79±1,86a 2,500±2,14d 8,05±2,1b 15,78±2,1a 

C Peso Seco Foliar (g) Peso Seco Foliar (g) 

Control 0,84±0,84d 2,86±0,89c 3,26±0,81c 3,41±0,83c 1,92±0,8d 6,61±0,84b 

Frío  0,40±0,82de 0,58±0,87de 0,60±0,86de 1,51±0,82d 2,79±0,8d 4,31±0,83c 

Salinidad 1,29±0,83d 0,85±0,86d 0,96±0,90d 1,97±0,80d 1,27±0,8d 1,63±0,85d 

Sequía 0,5 Mpa 1,15±0,90d 1,69±0,80d 3,63±0,87c 1,06±0,81d 1,29±0,8d 3,80±0,86c 

Sequía 1,0 Mpa 1,79±0,89d 2,35±0,81d 3,13±0,85c 1,88±0,79 2,24±0,8d 3,39±0,85c 

Sequía 1,5 Mpa 1,66±0,94d 4,38±0,94c 10,53±0,94 a 1,67±0,93d 4,40±0,9c 1067±0,92ª 

D Peso Seco de Raíces (g) Peso Seco de Raíces (g) 

 

Control 0,21±0,31d 0,90±0,33c   1,08±0,33c 1,69±0,78d 1,30±0,8c 2,88±0,82b 

Frío  0,11±0,31d 0,13±0,33d   0,10±0,33d 0,46±0,78d 0,96±0,8c 1,76±0,82c 

Salinidad 0,30±0,31d 0,06±0,33e   0,23±0,33d 0,59±0,78d 0,41±0,8d 0,63±0,82d 

Sequía 0,5 Mpa 0,28±0,31d 0,61±0,33d 0,56±0,33d 0,28±0,78d 0,31±0,8d 0,92±0,82c 

Sequía 1,0 Mpa 0,87±0,31d 0,79±0,33d 1,17±0,33c 0,37±0,78d 0,90±0,8c 1,37±0,82c 

Sequía 1,5 Mpa 0,74±0,36d 1,82±0,36b 4,11± 0, 36a 0,74±0,89d 1,82±0,8b 4,18±0,89ª 

 

El peso seco de raíces (PSR) en Digitariaeriantha cv. Sudafricana, se vio 

incrementado significativamente en plantas inoculadas con ambas cepas. El frío no 

provoco diferencias significativas PSR entre plantas control e inoculadas. La salinidad 

provoco una significativa disminución del PSR en plantas inoculadas con la cepa AZ-39, 

no así en las inoculadas con la cepa ipdC-. La cepa AZ-39 tuvo un efecto mitigatorio en 

la sequía severa incrementando el valor de PSR y la cepa ipdC- lo hizo con niveles de 

sequía de 1,0 y 1,5 Mpa siempre respecto de las plantas sin bacteria. 

En Mejorada INTA, las plantas inoculadas con la cepa AZ-39 disminuyeron su 

PSR con diferencias significativas respecto al control en cambio la cepa ipdC-incrementó 

el PSR significativamente. Ante el frío el PSR se vio incrementado con ambas cepas. Bajo 

tratamiento salino, no existieron diferencias significativas entre las plantas control y las 

inoculadas con ambas cepas. Las plantas inoculadas con ipdC-; mostraron incrementos 

significativos en todos los tratamientos de sequía, con respecto al control. Las plantas 

inoculadas con AZ-39 también respondieron favorablemente, con 1,0 Mpa y 1,5 Mpa. 
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Tabla 7.2: Resumen del efecto de la inoculación con A. brasilense cepa Az-39 y A. 

brasilensecepaipdC-, en Digitaria eriantha cv. Sudafricana y cv. Mejorada INTA  en condiciones 

de control y condiciones de estrés  por frío, salinidad y tres niveles de sequía.  Referencias:+: 

Incremento; -: Descenso; Blanco: Sin cambios. (Osses et al., 2017)  

 
 cv. Sudafricana  cv. Mejorada INTA  

A Peso Fresco Foliar (g) Peso Fresco Foliar (g) 

Tratamiento

s 

SB AZ-39 ipdC- SB AZ-39 ipd

C- 

Control  + +  - + 

Frío      + + 

Salinidad     -  

Sequía 0,5 Mpa  + +  + + 

Sequía 1,0 Mpa  + +  + + 

Sequía 1,5 Mpa  + +  + + 

B Peso Fresco de Raíces (g) Peso Fresco de Raíces (g) 

Control  + +  - + 

Frío      + + 

Salinidad       

Sequía 0,5 Mpa  +   +  

Sequía 1,0 Mpa   +   + 

Sequía 1,5 Mpa  + +   + 

C Peso Seco Foliar (g) Peso Seco Foliar (g) 

Control  + +  - + 

Frío       + 

Salinidad       

Sequía 0,5 Mpa   +   + 

Sequía 1,0 Mpa   +   + 

Sequía 1,5 Mpa  + +   + 

D Peso Seco de Raíces (g) Peso Seco de Raíces (g) 

 

Control  + +  - + 

Frío      + + 

Salinidad  -     

Sequía 0,5 Mpa      + 

Sequía 1,0 Mpa   +  + + 

Sequía 1,5 Mpa  + +  + + 

E Número de hojas  Número de hojas  

 

Control   +   + 

Frío        

Salinidad       

Sequía 0,5 Mpa  +   + + 

Sequía 1,0 Mpa     + + 

Sequía 1,5 Mpa     + + 

F Largo de hojas (cm) Largo de hojas (cm) 
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Control       

Frío        

Salinidad       

Sequía 0,5 Mpa     + + 

Sequía 1,0 Mpa      + 

Sequía 1,5 Mpa   +   + 

G Largo de raíces (cm) Largo de raíces (cm)  

 

Control       

Frío        

Salinidad      + 

Sequía 0,5 Mpa      + 

Sequía 1,0 Mpa   +   + 

Sequía 1,5 Mpa  + +   ++ 

 

Las plantas de D. eriantha bajo condiciones de estrés abiótico ven afectados los 

parámetros morfofisiológicos, la producción de hormonas y pigmentos fotosintéticos 

(Garbero et. al., 2011). El propósito de este trabajo fue establecer si D. erianthacvs. 

Sudafricana y Mejorada INTA mostraban respuestas favorables cuando se asociaban a 

bacterias PGPR,  mitigando el estrés y  disminuyendo los efectos  negativos de los 

mismos. 

Bajo situaciones de estrés, tales como escasez de recursos o bajas temperaturas, el 

crecimiento de los organismos se ralentiza, pero al desaparecer el factor de estrés los 

organismos pueden incrementar sus tasas de crecimiento llegando a alcanzar tallas 

idénticas a organismos no sometidos a estrés, este proceso ocurre tanto en plantas como 

animales y se denomina crecimiento compensatorio. Sin embargo, las plantas presentan 

peculiaridades morfológicas y fisiológicas que las hacen capaces de mantener crecimiento 

compensatorio incluso en presencia del factor que provoca el estrés (Retuerto et al.,  

2003). 

En condiciones control (sin estrés), ambos cultivares mostraron un aumento en el 

NH, PFF, PFR, PSF y PSR cuando fueron inoculados con Azospirillum brasilense cepa 

ipdC-, esto indicaría lo beneficioso de la simbiosis con esta bacteria. Cuando las plantas 

se inocularon con la cepa AZ-39, sólo resultó beneficiosa la simbiosis con el cv. 

Sudafricana, mostrando un aumento de PFF, PFR, PSF y PSR; en el cv. Mejorada INTA, 

se observaron disminuciones en el PFF, PFR, PSF y PSR al inocularse con AZ-39, lo que 

demuestra una simbiosis no beneficiosa.Cassanet al., 2009 en cultivos de soja (Glycine 

max L.) y de maíz (Zea mays L.) en simbiosis con A. brasilense, también cepa AZ-39, 

logró incrementos significativos en la longitud de raíces.  

El efecto de las bajas temperaturas sobre una planta puede causar alteraciones 

metabólicas que determinen diferentes grados de sensibilidad a este factor de estrés. 

Algunos autores sugieren que el incremento del PF refleja con más precisión el efecto de 

las bajas temperaturas en el crecimiento de los órganos de una planta. Esto es debido a 

que durante la aclimatación al frío una importante fracción del incremento en PF 
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corresponde a la deposición de muchos solutos, incluyendo carbohidratos no 

estructurales, proteínas, lípidos y aminoácidos (Levitt, 1980). Las plantas de D. eriantha  

cv. Sudafricana detuvieron su crecimiento por efecto del frío, con las dos cepas de 

Azospirillum, lo que quedó demostrado en los parámetros de PFF y PFR; PSF y PSR y 

longitud de los órganos vegetativos. Dado que D. eriantha es una especie forrajera, la 

reducción del crecimiento de las hojas es un efecto desfavorable que afecta el rendimiento 

futuro del cultivo (Terenti, 2004). En el cv. Mejorada INTA inoculados con la cepa ipdC-

, el NH, PFF y PFR, PSF y PSR se incrementaron frente al frío, y en las plantas inoculadas 

con la cepa AZ-39, solo  PFF, PSF y PSR, evidenciando mejor respuesta de este cv. a la 

simbiosis bacteriana y la respuesta frente a este estrés. Garbero et al., 2011, demostraron 

que frente al frío esta especie desarrolla mecanismos de respuesta antioxidantes y 

hormonales probablemente incrementados por estas asociaciones simbióticas. 

Para combatir las condiciones de salinidad,  las plantas han desarrollado diferentes 

mecanismos y estrategias, que implican la acción de diferentes mecanismos (transporte 

de solutos compatibles, señalización de procesos en desarrollo, etc.) que intervienen para 

conseguir que la planta crezca, se desarrolle y llegue a producir en condiciones de elevada 

salinidad (Breckle, 2002).Las plantas del cv. Sudafricana y cv. Mejorada INTA mostraron 

pocas variaciones en sus parámetros de crecimiento con las dos cepas bacterianas lo que 

probablemente pondría en evidencia que el nivel de salinidad al cual fueron sometidas las 

plantas, no produce injuria alguna en ambos cultivares, por lo cual se mantienen cercanos 

al control. 

Las plantas muestran ante el estrés hídrico respuestas que tienden a evitarlo o bien 

mecanismos o adaptaciones que permiten tolerarlo (Valladares et al., 2004). Cuando el 

déficit hídrico se desarrolla lentamente, las plantas pueden presentar respuestas de 

aclimatación que tienen efectos sobre el crecimiento, como la disminución de la 

expansión foliar y el aumento del crecimiento radicular (Potter et al.,  2007; Shao et al.,  

2008). Otro mecanismo de resistencia a nivel fisiológico es el cierre de estomas, 

estructuras responsables de la mayor proporción de pérdida de agua en las plantas (Taiz 

y Zeiger, 2006). Ambos cultivares presentaron respuestas favorables en la mitigación de 

los tres niveles de sequía impuestos. En los tres casos se mostraron aumentos en todos los 

parámetros evaluados en plantas inoculadas con A. brasilense cepa ipdC-; en 

contraposición a la cepa AZ-39, donde el efecto mitigador se observó solo en algunos 

parámetros. La cepa ipdC-es más eficiente en la mitigación del estrés por sequía, más aún 

en altas concentraciones (1,5 Mpa). El parámetro longitud de raíces (LR) sufrió 

disminuciones en concentraciones de PEG de 0,5 y 1,0 Mpa, no así a la mayor 

concentración, esto corroboraría el efecto compensatorio. Giuliettiet al, 2008, 

demostraron que D. eriantha cv. Sudafricana y Mejorada INTA incrementaban su 

biomasa en los parámetros PSF y PSR cuando crecían en contacto con sustratos que 

contenían vermicompuestos. Por su lado, Pedranzaniet al., 2015, informaron que cuando 

D. eriantha cv. Sudafricana desarrollaba simbiosis con micorrizas arbusculares los 

niveles de defensas antioxidantes y las hormonas ácido jasmónico y su precursor ácido 

oxofitodienoico aumentaban en forma significativa cuando la planta se encontraba en 

situaciones de estrés abiótico. 
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En este estudio se demostró que el  cv. Mejorada INTA presentó mayores 

beneficios en la mitigación del estrés por sequía que el cv. Sudafricana, evidenciando una 

vez más la superioridad del cv Mejorada INTA en forma independiente y en simbiosis 

con A. brasilense inoculado con ambas cepas.  

 

Variación en el contenido de agua y nitrógeno en D.eriantha cv. Mejorada INTA 

En las figuras 7.8 y 7.9 se presentan las variaciones del porcentaje de agua y 

nitrógeno en muestras de follaje procedentes de plantas sin bacterias y en simbiosis con 

A. brasilense cepa AZ-39 y A. brasilense cepa ipdC-, en condiciones de control y estrés 

por frío (4°C), salinidad (200 mM) y sequía (1,5 Mpa). Y en las tablas 7.3 y 7.4 se 

presentan las variaciones del porcentaje de agua y nitrógeno en relación a los tratamientos 

de estrés. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

124 

 

 

Contenido de agua 

 

 

Fig. 7.8: Variación del porcentaje de agua en muestras de follaje procedentes de plantas sin 

bacterias e inoculadas con A. brasilense cepa Az39 y A. brasilense cepa ipdC-, en condiciones 

de control y estrés por frío (4°C), salinidad (200 mM) y sequía (1,5 Mpa) (Osses, 2014) 

 

Taba 7.3: Variación del porcentaje de agua en relación a los tratamientos de estrés. Letras 

diferentes en la misma columna expresan diferencias significativas (p ≤0.05) 

Tratamiento Control Frío Salino Sequía 

Sin Bacteria 64,0   a 47,0   c 44,0   d 55,0   b 

AZ-39 64,8   a 64,0   a 43,0   c 55,0   b 

ipdC- 67,6   a 68,0   a 60,0   b 47,0   c 

 

El porcentaje de contenido de agua en follaje de plantas control y de plantas bajo 

estrés por frío y estrés salino, fue mayor en aquellas inoculadas con ambas cepas de A. 

brasilense. En aquellas plantas bajo estrés por sequía el porcentaje de agua fue similar 

(Fig. 7.8). Las plantas inoculadas con la cepa AZ-39 e ipdC- mostraron un mayor 
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porcentaje de agua cuando fueron sometidas al frío. En aquellas bajo estrés salino, sólo 

se observó un porcentaje mayor de agua en aquellas plantas inoculadas con la cepa ipdC- 

(Tabla 7.3). 

 

Contenido de Nitrógeno 

 

Fig. 7.9: Variación del porcentaje de nitrógeno en muestras de follaje procedentes de plantas 

sin bacterias e inoculadas con A. brasilense cepa Az39 y A. brasilense cepa ipdC-, en 

condiciones de control y estrés por frío (4°C), salinidad (200 mM) y sequía (1,5 Mpa) (Osses, 

2014)  

 

Taba 7.4: Variación del porcentaje de nitrógeno en relación a los tratamientos de estrés. Letras 

diferentes en la misma columna expresan diferencias significativas (p ≤0.05) 

Tratamiento Control Frío Salino Sequía 

Sin Bacteria 0,299   b 0,228   c 0,311   a 0,394   a 

AZ-39 0,306   b 0,255   c 0,207   c 0,410   a 

ipdC- 0,298   b 0,248   c 0,248   c 0,432   a 
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En los tratamientos control, estrés por frío y estrés salino, los porcentajes de 

nitrógeno se mantuvieron similares (Fig. 7.9). En las plantas sin bacteria, se observó un 

aumento en el porcentaje de nitrógeno en los tratamientos de estrés salino y estrés por 

sequía; lo contrario ocurrió en aquellas plantas que fueron sometidas a estrés por frío, en 

las cuales el porcentaje disminuyó, respecto a las plantas control. En D. eriantha en 

simbiosis con A. brasilense cepa AZ-39 y cepa ipdC-, hubo una disminución del contenido 

de nitrógeno en los tratamientos de estrés por frío y salino y un aumento en las plantas 

sometidas a estrés por sequía, respecto a plantas control (Tabla 7.4). 
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CAPITULO 8 

El rol de las micorrizas en la mitigación del estrés abiótico por asociación 

simbiótica con Digitaria eriantha 

Hilda PEDRANZANI, Eliana FERNANDEZ, Mariano GUTIERREZ 

Cecilia PACHECO INSAUSTI 

 

Resumen  

Este estudio evalúa la respuesta de antioxidantes y la regulación de jasmonatos en plantas 

de Digitaria eriantha cv. Sudafricana, inoculadas (AM) y no inoculadas (NM) con 

Rhizophagus irregularis y sometidas a sequía, frío, o salinidad. La conductancia 

estomática y la eficiencia fotosintética disminuyeron en plantas AM y NM bajo todas las 

condiciones de estrés. Sin embargo, las plantas AM sometidas a condiciones de sequía, 

salinidad o no-estrés, mostraron valores de conductancia estomática significativamente 

más altos. La acumulación de peróxido de hidrógeno, que fue alta en las raíces de plantas 

NM bajo todos los tratamientos, aumentó significativamente en las hojas de plantas NM 

bajo estrés por frío y en plantas AM bajo sequía y control. La peroxidación lipídica 

aumentó en las raíces de todas las plantas bajo condiciones de sequía.Las plantas AM 

mostraron consistentemente alta actividad de catalasa (CAT) y de la ascorbatoperoxidasa 

(APX) en todos los tratamientos. La actividad de glutatión reductasa (GR) y de 

superóxidodismutasa (SOD) de las plantas AM fue más baja que las plantas NM y 

aumentó en las hojas. Los niveles endógenos OPDA y JA, aumentaron en plantas AM. 

D. eriantha sensible a condiciones de estrés por sequía, salinidad y frío inoculada con 

AM regula su fisiología y rendimientos. 

 

Palabras claves: Digitaria eriantha, estrés abiótico, micorrizas arbusculares. 

 

Abstracts  

This study evaluates antioxidant responses and jasmonate regulation in Digitaria eriantha 

cv. Sudafricana plants inoculated (AM) and non-inoculated (NM) with Rhizophagus 

irregularis and subjected to drought, cold, or salinity. Stomatal conductance and 

photosynthetic efficiency decreased in AM and non-AM plants under all stress 

conditions. AM plants subjected to drought, salinity, or non-stress conditions showed 

significantly higher stomatal conductance values.Hydrogen peroxide accumulation, 

which was high in non-AM plant roots under all treatments, increased significantly in 

non-AM plant shoots under cold stress and in AM plants under non-stress and drought 

conditions.Lipid peroxidation increased in the roots of all plants under drought 

conditions.AM plants consistently showed high catalase (CAT) and ascorbate peroxidase 

(APX) activity under all treatments.Glutathione reductase (GR) and superoxide dismutase 
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(SOD) activity of AM roots was lower than that of NM plants and increased in shoots.The 

endogenous levels of OPDA and JA, showed a significant increase in AM plants. D. 

eriantha is sensitive to drought, salinity, and cold stresses and that inoculation with AM 

fungi regulates its physiology and performance. 

 

Key words: abiotic stress, arbuscular mycorrizae, Digitaria eriantha 

INTRODUCCIÓN 

Asociaciones Micorrícicas 

El estudio de asociaciones micorrícicas involucra muchas disciplinas científicas, 

tales como: micología (taxonomía, fisiología, desarrollo fúngico, etc.), botánica (la 

fisiología, nutrición mineral, morfología, etc. de las plantas micorrizas), ecología (ciclo 

de nutrientes, calidad ambiental, reconstrucción de ecosistema, interacciones bióticas, 

etc.), humanísticas (el valor económico, alimenticio, médico, etc., de los hongos y plantas 

asociadas), y disciplinas aplicadas (forestación, agricultura, patología vegetal, etc.) 

Mientras que mucha de la investigación actual apunta a enfatizar el potencial de 

las asociaciones micorrícicas en forestación, agricultura, horticultura, o a proveer nuevos 

hongos comestibles, es importante recordar que toda ciencia práctica se construye sobre 

la base de conocimiento fundamental. Por ejemplo, es esencial la información sobre el rol 

de las micorrizas en ecosistemas naturales para su manipulación en sistemas gestionados 

y se necesita conocimiento de taxonomía, biología y ecología fúngica para seleccionar 

aislados superiores de hongos para uso práctico, o para propagarlos eficientemente. 

Las micorrizas son asociaciones de tres vías que involucran plantas, hongos y 

suelos y todos estos aspectos deben considerarse cuando trabajamos con ellas.  

Brundrett et al. (1996) define a las micorrizas como la asociación mutualista entre 

hongos del suelo y las raíces de las plantas. En esta asociación están involucrados hongos 

de los Phylum Basidiomicetes, Acomicetes y Zigomicetes y la mayoría de las plantas 

vasculares. 

El término micorriza implica la asociación de un hongo con la raíz de una planta; 

asociación comúnmente denominada “asociación micorrícica”, que implica un 

intercambio bidireccional de nutrientes: el hongo recibe fotosintatos de la planta 

hospedante y cede nutrientes absorbidos por las hifas desde el suelo (Read y Smith 2008). 

Frank en 1877 hausado la palabra micorriza por primera vez como un término neutral que 

no implica parasitismo pero si la coexistencia de dos organismos distintos (del latín 

mykes=hongo y rhiza=raíz). 

En cuanto al posible origen de este tipo de asociación, Brundrett (2002) en su 

revisión de la coevolución de hongos y plantas terrestres, demuestro mediante el uso de 

registros paleobotánicos, estudios morfológicos y análisis de ADN que los hongos han 

estado asociados con las plantas desde el Devónico temprano (cerca de 400 millones de 
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años atrás) donde ya los primeros briófitos estaban asociados a hongos micorrícicos 

arbusculares, aun cuando no habían desarrollado raíces. 

 

 

 

Tipos de micorrizas 

La bibliografía más reconocida sobre micorrizas coincide en identificar cinco 

tipos de micorrizas (Haley y Smith, 1983; Brundrett et al., 1996; Read y Smith, 2008): 

1- Micorrizas Vesiculo-Arbuscular, donde el hongo Zygomycetes forma vesículas y 

arbúsculos en el interior de la raíz e hifas fuera de la misma. 

2- Ectomicorrizas, donde el hongo Basidiomycetes y otros hongos forman un manto 

externo sobre la raíz y una red de Hartig entre las células radicales. 

3- Orquideo-micorrizas, el hongo produce hifas dentro de la raíz o tallo de plantas 

del grupo Orquidaceae. 

4- Ericoide-micorizas, involucra hifas del hongo en los pelos radicales de plantas 

pertenecientes al orden Ericales. 

5- Ectoendomicorrizas, 6- arbutoide y 7- monotropoide, las cuales son similares a las 

ectomicorrizas pero tienen caracteres anatómicos especializadas. 

Según Singh et al. (2011), hay dos grandes clases de hongos simbiontes asociados 

con plantas: 

1- Hongos Endofíticos, los cuales residen completamente dentro de los tejidos de 

la planta y pueden estar asociados a raíz, tallos y/o hojas; y solo emerge de la planta para 

esporular o cuando el tejido senece. 

2- Hongos Micorricicos, que residen exclusivamente dentro de las raíces de las 

plantas, pero se extiende hacia la rizósfera. 

Por otro lado, Brundrett (2002), propone tres tipos de micorrizas de acuerdo a la 

evolución respecto de las plantas terrestres: aquellas de edad similar a las plantas, las de 

edad similar a las angiospermas y aquellas que no evolucionan con las plantas. En este 

orden se definen las: 1-Micorrizas Vesículo-Arbuscular; 2-Ectomicorrizas y 3- 

Ericales: las micorrizas que forman asociaciones con ericoideas y orquídeas pero que 

también pueden subsistir sin ellas. Se destaca en este trabajo el hecho de que los Glomales 

son el único linaje monofiletico micorrícico que ha evolucionado con las plantas a lo largo 

de su historia. 

Más recientemente, Barea et al. (2011) define tres tipos principales de micorrizas 

que difieren considerablemente entre sí en su estructura y relación fisiológica con el 

simbionte: 

1- Ectomicorrizas: el hongo desarrolla una vaina o manto alrededor de la raíz. El 

micelio penetra entre las células de la raíz formando la red Hartig pero no penetra 
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intracelularmente. Alrededor del 3% de las plantas vasculares principalmente árboles 

(Fagaceae, Betulaceae, Pinaceae, Eucalyptus y algunos árboles leguminosos) forman 

ectomycorrizas. Los hongos involucrados son principalmente Basidiomycota y 

Ascomycota.  

 

2- Endomicorrizas: no se forma vaina o manto y el hongo coloniza la corteza radical 

de manera inter e intracelular. Unos pocos tipos de endomicorrizas están restringidos en 

Ericaceae (micorriza ericoide) ó Orqueidaceae (micorriza orquídea), pero el tipo más 

común y distribuido a través de casi todo el reino vegetal son las micorrizas arbusculares 

(AMF por sus siglas en Ingles: Arbuscular Mycorrhizal Fungi). Este tipo de micorriza se 

caracteriza porque el hongo forma dentro de las células de la corteza radical estructuras 

similares a árboles diminutos (arbúsculos) donde se produce la mayor parte del 

intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta. Este grupo incluye al phylum 

Zigomicota, orden Glomales aunque Schüßler et al. (2001) los ubica ya como un phylum 

monofilético: Glomericota. 

 

3- Ectoendomicorriza, el cual presenta características de ambos grupos es decir 

forma vaina o manto además de penetrar intracelularmente a las células de la raíz. Incluye 

grupos de plantas tales como Ericales, Monotropaceae y Cistaceae. 
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A-  

B-  

C-  

D-  

Fig. 8.1: A-Ectomicrorrizas arbusculares de Populus B- Ectomicrorrizas arbusculares de Pinus 

halepensis. C- Endomicrorrizas arbusculares.  Estructuras externas a la raíz: hifas y esporas D- 

Ectoendomicorrizas Fuente: Working with Mycorrhizas in Foresty and Agricultura (1996). 
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Hongos Micorricícos Arbusculares  

Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) comprenden al 

Phylum Glomericota, orden Glomales (Brundrett, 2002). Los HFM son hongos que 

colonizan las raíces de más del 80% de las plantas vasculares, incluidas algunas briofitas 

(Schüßler et al., 2001; Barea et al., 2011), con excepción de miembros de la Familia 

Brasicaceae, Carophylaceae, Amaranthaceae (Chenopodiaceae) y Urticaceae (Smith y 

Read, 2008). 

Estos hongos son organismos microscópicos simbiontes obligados, que necesitan 

de un hospedante para completar su ciclo de vida ya que el hongo durante la evolución 

de su relación simbiótica con las plantas hospedadoras, perdió parte de su capacidad de 

fijar carbono o la maquinaria genética que la soportaba y se vuelve totalmente 

dependiente de la planta para suplir la necesidad de carbono (Gadkar et al., 2001). En este 

sentido, en raíces en crecimiento se ha evidenciado que el hongo potencia su metabolismo 

catabólico (Becard et al., 2004). Cuando se limitan los recursos la diversidad funcional 

de los diferentes tipos de micorrizas podría representar una presión competitiva y 

incrementar el crecimiento y supervivencia de la planta. Recientes estudios han demostrado 

que la partición del fosforo del suelo entre diferentes arboles micorrizados contribuyen a la 

coexistencia de bosques subtropicales naturales (Liu et al., 2018). La simbiosis por HFM 

depende de una sutil y constante diálogo molecular entre las dos partes, de los cuales el 

reconocimiento del hospedante es el importante primer paso (Bouwmeester et al., 2007). 

Paszkowski (2006) en su revisión sobre las señales en la micorrización, propone y 

describe una serie de etapas generales que llevan a la simbiosis con HFM diferenciadas 

en: 

i) Fase presimbiótica, donde algunos exudados y agentes volátiles de la raíz son 

captados por el hongo y provocan activación de algunos genes y alteraciones 

morfofisiológicas que llevan a la germinación de la espora. Luego las hifas crecen en el 

suelo y si no encuentran un hospedante cesan su crecimiento. Si en las proximidades 

alcanzan una raíz, los exudados vegetales potencian ese crecimiento y comienza la 

ramificación aumentado así la posibilidad de contactar con una raíz. La sustancia 

involucrada en esta etapa, es la estrigolactona de la cual existen varios trabajos que 

exponen su estructura y actividad biológica (Akiyama y Hayashi, 2006; Yoneyama et 

al., 2009; García-Garridoet al., 2009).  

ii) Contacto y entrada del hongo dentro de la raíz: aunque no son bien conocidos los 

detalles de esta etapa, se cree que existen receptores presimbióticos en la raíz y un 

mecanismo genético de anticipación simbiótica que señala las células o sector donde se 

iniciará la colonización y penetración de las hifas. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoneyama%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19222028
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yoneyama%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19222028
http://link.springer.com/search?facet-author=%22J.+M.+Garc%C3%ADa-Garrido%22
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iii) Proliferación intraradical del hongo: el contacto planta-hongo promueve cambios 

morfológicos en las hifas del hongo formando así el apresorio, hifa de tipo elíptica, que 

se adhiere a la raíz. Luego se forman hendiduras radicales por donde penetrarán las hifas 

con la ayuda de un aparato de preprenetración, tubo que guiará las hifas al lumen celular 

y genera el reposicionamiento del núcleo  

iv) Invaginación celular y transferencia de nutrientes: el hongo comienza a 

invaginarse dentro de las células de la corteza radical y forma una estructura denominada 

arbúsculo y comienza el intercambio de nutrientes. 

A la aparición del primer arbúsculo le sigue el desarrollo de las vesículas, como 

producto de la invaginación de las hifas entre las células radicales y con funciones de 

reservar sustancias nutricias (Brundrett et al., 1996). Después de la colonización el 

micelio del hongo crece fuera de la raíz explorando el suelo en busca de nutrientes 

minerales y también pueden colonizar otras raíces susceptibles. El ciclo de vida del 

hongo se completa con la formación de la clamidospora en el micelio externo (Porcel et 

al., 2012) (Figura 8.2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8.2: Ciclo de vida del HFM con los distintos estadios morfológicos. Fuente Porcel et al., 

(2012), Appresorum: Apresorio; Arbuscule: Arbusculo; Spore: Spora; Branched Absorbing 

Structure: Estructura Absorbente Ramficada. (Porcel et al., 2012) 

Las micorrizas arbusculares están presentes y forman parte integral de los sistemas 

agrícolas existentes. Los hongos formadores de micorrizas son simbiontes obligados lo 

que significa que no pueden completar su ciclo biológico en ausencia de la planta 

hospedadora y que necesitan estar asociados a la raíz de la planta para obtener los hidratos 
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de carbono procedentes de la fotosíntesis. A cambio el hongo suministra a la planta 

nutrientes minerales y agua que extrae del suelo y supone una prolongación de las raíces 

de la planta más allá de la zona de agotamiento de nutrientes que se crea a su alrededor 

(Ruiz Lozano, 2003) Los hongos formadores de micorrizas ayudan a la captación de los 

elementos minerales del suelo mediante dos mecanismos principales: iones como el 

fosfato, el amonio, el zinc o el cobre son transportados más rápidamente a través de las 

hifas del hongo que por difusión a través del suelo. El segundo es un mecanismo 

bioquímico que incrementa la afinidad de la raíz micorrizada por el fosfato soluble de 

manera que las raíces captan fosfato a partir de concentraciones más bajas en el suelo. 

Los efectos de la inoculación con hongos micorricicos (Glomus mosseae) sobre la 

relación del agua y la velocidad de absorción del dióxido de carbono en vid (Vitis vinifera 

cv. Cabernet Sauvignon) han sido reportados por Nikolaouet al. (2003). La simbiosis 

también favorece la absorción de agua y permite un mejor desarrollo de las plantas en 

situaciones de sequía, es especial en especies forrajeras de ambientes semidesérticos 

(Pedranzani et al., 2015 y 2016). 

 Panicum Stipa Bromus 

   

Sorgum Poa Sporobolum 

   

 

Fig. 8.3: Plantas de interés agronómico donde se han descrito endomicorrizas (Fuente: 

Pedranzani H, 2015). 
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Esta asociación simbiótica se establece de forma natural siempre y cuando en el 

terreno de cultivo se encuentren los propágulos infectivos del hongo formador de 

micorrizas nativos en cantidades suficientes para colonizar las raíces de la planta 

introducida y que éstos sean efectivos en las condiciones dadas (Giovannetti y Mosse, 

1980). 

 

Fig. 8.4: Endomicrorrizas arbusculares. Estructuras internas a la raíz: Arbúsculos y 

vesículas. Estructuras externas a la raíz: hifas y esporas Fuente: Working with 

Mycorrhizas in foresty and agricultura (1996). 

Una vez establecida la simbiosis con la planta huésped, la HFM puede conferir 

tolerancia contra patógenos radiculares (Pozo et al., 2002), y se ha observado que las 

plantas micorrizadas son más tolerantes a diversas enfermedades de las raíces. En cuanto 

a la enfermedad de la podredumbre de la raíz blanca, Aguín-Casal et al. (2006) 

observaron que la inoculación de la vid con el HFMGlomus aggregatum dio como 

resultado un índice de enfermedad reducido de A. mellea en varios porta injertos de vid. 

Se ha demostrado que diversos mecanismos desempeñan un papel en la protección de las 

plantas debido al HFM, como por ejemplo la nutrición mejorada de las plantas, la 

compensación de daños, la competencia por sitios de colonización y fotosintatos, cambios 

en el sistema radicular, cambios en las poblaciones microbianas de la rizósfera y la 

activación de mecanismos de defensa de las plantas. Se ha observado que varios de estos 

mecanismos pueden ser operativos simultáneamente (Azcón-Aguilar et al., 2002). 

Además, la HFM podría provocar respuestas de defensa localizadas en tejidos 

colonizados y respuestas sistémicas en tejidos no colonizados de plantas micorrizadas.Las 

diferentes respuestas de las plantas para hacer frente a los estreses ambientales son 
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reguladas por una ida y vuelta entre hormonas y moléculas señalizadoras. El rol del ácido 

abscísico (ABA) en respuesta vegetal a estreses abióticos es bien conocido (Hirayama y 

Shinozaki, 2007). El ácido jasmónico (JA), una hormona vegetal perteneciente a la 

familia octadecanoica, no sólo está involucrado en la respuesta de la planta a estreses 

bióticos y abióticos, sino también en la regulación del desarrollo vegetal (Wasternack y 

Hause, 2013). JA es sintetizado por la oxigenación de ácido α-linolénico a través de una 

serie de reacciones dentro del cloroplasto y el peroxisoma, siendo el cis 12 ácido 

oxofitodienoico (OPDA) el principal intermediario de la biosíntesis de JA. JA puede ser 

convertido en numerosos conjugados y derivados, algunos de los cuales tienen actividad 

biológica bien descripta, tales como el ester metílico del JA (JAMe), cis-jasmónico, y 

conjugado JA-isoleucina (JA-Ile) (Wasternack y Hause,2013). 

Por otra parte, durante el estrés abiótico, se desacoplan diferentes rutas 

metabólicas y los electrones son transferidos a oxígeno molecular formando especies 

reactivas del oxígeno (ROS) tales como radicales superóxido (O2•—), peróxido de 

hidrógeno (H2O2), o radicales oxhidrilos (OH•) (Noctor et al., 2014). Estas ROS son 

moléculas tóxicas capaces de causar daño oxidativo a proteínas, ADN, y lípidos (Miller 

et al., 2010).Los sistemas antioxidantes eliminan el exceso de ROS producidas bajo tales 

condiciones de estrés (Gill y Tuteja,2010). La eliminación de ROS se lleva a cabo a través 

de la acción de diferentes compuestos enzimáticos y no enzimáticos, que incluyen 

superóxidodismutasa /SOD), glutatión reductasa (GR), catalasa (CAT), 

ascorbatoperoxidasa, peroxidasastiol-dependientes y las enzimas del ciclo del glutatión-

ascorbato. Los mecanismos no enzimáticos incluyen compuestos tales como ácido 

ascórbico, glutatión, y α-tocoferol, capaces de eliminar directamente diversas ROS 

(Scheibe y Beck 2011). 

Los hongos micorrízicosarbusculares han sido usados y estudiados por su 

influencia en las respuestas antioxidativas de las plantas de importancia agronómica, tales 

como vid(Alarcon,2001), soja (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004), arroz (Ruiz-Sánchez et al., 

2010), trigo (AbdelLatef,2010), tomate (Dell’Amico et al.,2002; AbdelLatef y 

Chaoxing,2011), o lechuga (Aroca et al., 2008; Baslam y Goicoechea 2012) sometidos a 

estrés abiótico. En plantas de tomate, la inoculación con hongos AM causó un incremento 

en las actividades de SOD, CAT, peroxidasa (POC) y ascorbatoperoxidasa (APX) en las 

hojas afectadas por sales y redujo el daño oxidativo a lípidos, como lo indican el 

contenido de malondialdehído (MDA) (AbdelLatef y Chaoxing, 2011). A nivel 

molecular, Aroca et al. (2007) encontraron que la simbiosis MA regula las propiedades 

hidráulicas de la raíz y potencia la tolerancia de Phaseolusvulgaris a estrés por sequía, 

frío y salinidad, siendo la regulación estrechamente relacionada con la regulación de 

niveles de proteínas PIP2 y estado de fosforilación. Además, dependiendo de la presencia 
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de hongos MA, se observaron diferentes expresiones de genes PIP estudiados bajo cada 

estrés. 

MA también afectan el sistema de vástago de las plantas, llevando frecuentemente 

a una tolerancia mayor a estreses abióticos que en aquellos de plantas no-micorrízicas 

(no-MA). Por ejemplo, la simbiosis MA aumentó la eficiencia fotosintética en más del 

40%, indujo la acumulación de glutatión antioxidante, y redujo la acumulación de 

peróxido de hidrógeno y daño oxidativo a lípidos en plantas de arroz sometidas a estrés 

por sequía (Ruiz-Sánchez et al., 2010)o bajo estrés salino (Hajiboland et al., 2010). Se ha 

encontrado que la mitigación de las inhibiciones metabólicas de la fotosíntesis por 

simbiosis MA está relacionada a la estimulación del transporte y metabolismo de 

carbohidratos entre fuente y demanda (Kaschuk et al., 2009). Los hongos MA modulan 

las relaciones fuente-demanda y pueden estimular suficientemente las velocidades de 

fotosíntesis para compensar los requerimientos de carbono del hongo (Dodd y Pérez-

Alfocea,2012). 

A fin de expandir el uso de D. eriantha en Argentina, es necesario mejorar su 

tolerancia a estreses ambientales tales como frío, sequía y salinidad. Para lograrlo, una 

estrategia que vale la pena probar es el uso de hongos MA. La elucidación de las 

respuestas fisiológicas y bioquímicas de una planta comunes a diferentes estreses 

abióticos cuando se asocian con hongos MA nos ayudará a mejorar las características de 

esta especie para su crecimiento en hábitats semiáridos. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Diseño Experimental 

El experimento experimental, consistió de un diseño de bloque completamente al 

azar con diez réplicas por tratamiento. El experimento tuvo dos factores: (1) tratamiento 

por inoculación, con plantas de control no inoculadas (NM) y plantas inoculadas con el 

hongo MA Rhizophagusirregularis (AM) y (2) aplicaciones de estrés abiótico. Esto 

significa que un grupo de plantas fue cultivado bajo condiciones óptimas durante la 

totalidad del experimento, mientras que los otros grupos de plantas fueron sometidos a 

estrés por sequía, por frío o por salinidad. Por lo tanto, hubo ocho tratamientos, cada uno 

con diez réplicas, dando un total de 80 macetas (Fig. 8.5)  
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Fig. 8.5: Macetas con plantas control y micorrizadas. (Foto: Hilda Pedranzani) 

 

 

Suelo y material biológico 

 

Se recolectó un suelo arcilloso de los terrenos de la Estación Experimental Zaidin 

(Granada, España). El suelo tenía un pH de 8.1 (medido en agua, 1:5 m/v)1.5% materia 

orgánica; concentraciones de nutrientes (g kg-1): N total, 1.9; P total, 1 (NaHCO3 – P 

extraíble); y K total, 6.9. El P disponible en el suelo era 27 mg Kg-1. El suelo fue tamizado 

(5 mm), diluido con arena de cuarzo (<2 mm) (1:1 suelo/arena, v/v), y esterilizado por 

vapor (100 °C por 1 hora durante 3 días consecutivos).   

Semillas de D. eriantha Steudel cv. Sudafricana fueron lavadas por 3 min en 

etanol puro y enjuagadas tres veces con agua destilada. Diez semillas fueron sembradas 

en macetas de 1000 ml que contenían una mezcla esterilizada de suelo/arena (1:1, v/v) y 

reducidas a 5 plántulas por maceta luego de la emergencia. El inóculo micorrízico de R. 

irregularis (Schenck y Smith), cepa EEZ 58 (Ri), fue preparada como lo describe Porcel 

et al. (2006), y se adicionaron 10 g del inóculo a la mitad de las macetas en el momento 

de la siembra, justo debajo de las semillas. Las macetas no- inoculadas recibieron igual 

cantidad de inóculo micorrízicoautoclavado junto con 2 ml de filtrado de inóculo MA a 

fin de proveer una población microbiana general libre de propágulos de MA. 

 

Condiciones de Crecimiento 

 

Las plantas inoculadas (MA) y no inoculadas (NM) fueron cultivadas en 

invernadero a 24:20 °C (día/noche), con fotoperíodo 16:8, humedad relativa de 50-60%, 

y una densidad promedio de flujo de fotones foto sintéticos de 800 µmol m-2 s-1, según 

mediciones con un medidor de luz (LICOR, Lincoln, NE, USA, modelo LI-188B). Las 

plantas fueron regadas a capacidad de campo y mantenidas bajo condiciones óptimas 
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durante 6 semanas. Luego de ese período, las plantas MA y NM fueron divididas en cuatro 

grupos. Un grupo se mantuvo como control a 24 °C con suelo a capacidad de campo (bajo 

condiciones de no-estrés). Los tres restantes grupos fueron sometidos a los siguientes 

tratamientos: (1) 24 °C y 60% de capacidad de campo durante 1 semana (estrés por 

sequía), (2) 4 °C durante 72 h (estrés por frío), y (3) 24 °C y suelo irrigado con 200 

mMNaCl durante 2 semanas (estrés salino). La duración y niveles de estrés impuestos se 

basaron en referencias bibliográficas para estos estreses (Pedranzani et al. 2005; Aroca et 

al., 2007; Di Giambatista et al., 2010; Garbero et al. 2010, 2012). Las plantas fueron 

cosechadas luego de los tratamientos de estrés. 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8.6: a-plántula nacida en arena estéril, b- plántulas trasplantadas y c-plantas tratadas 

en condiciones de medir los parámetros. (Foto: Hilda Pedranzani) 

 

 

 

Desarrollo micorrícico y determinación de producción de biomasa vegetal 

 

La colonización se estimó por inspección visual de estructuras fúngicas luego de 

clarificar las raíces en 10% KOH y fijar con 0,05% m/v azul tripán en ácido láctico según 

describen Philips y Hayman (1970). El porcentaje de colonización micorrícica se calculó 

de acuerdo al método de intersección de cuadrícula (Giovannetti y Mosse, 1980). 
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A B C 

   

D 

  

Fig. 8.7: Tratamiento de raíces: Lavado (A) clarificado en 10% KOH (B y C) y fijado con 0,05% 

m/v azul tripán en ácido láctico según describen Philips y Hayman (1970). Observación de 

vesículas e hifas de micorrizas en raíces de Digitaria (D), (Foto : Hilda Pedranzani) . 

 

 

Luego de los tratamientos, se cosecharon las plantas MA y NM y se determinaron 

separadamente el peso fresco (FW) de raíces y de hojas. El peso seco (DW) de hojas y de 

raíces fue medido luego de secado en estufa de aire caliente forzado a 70 °C durante 2 

días. El contenido de materia seca de los vástagos se calculó como 1 – (FW-DW) /fw 

(Marulanda et al., 2007), y se expresó como gramo de peso seco por gramo de peso fresco 

(g DW / g FW) 

 

Conductancia estomática y eficiencia fotosintética 

 

La conductancia estomática se midió 2 horas después del inicio de la luz usando 

un sistema de porómetro (Porometer AP4, Delta-T DeviesLtd, Cambridge, UK). Las 

medidas se realizaron en la primera hoja verdadera de cinco diferentes plantas por 

tratamiento. 

La eficiencia del fotosistema II (Qy) se midió utilizando Fluor Pen FP100 

(PhotonSustems Instruments, Brno, CzechRepublic) que permite una evaluación no 

invasiva del desempeño fotosintético de la planta por medición de la clorofila por 

fluorescencia Oxborough y Baker (1997). Las medidas se tomaron en la primera hoja 

verdadera de cinco diferentes plantas para cada tratamiento. 
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Acumulación de peróxido de hidrógeno y determinación de daño oxidativo a lípidos. 

 

La acumulación de peróxido de hidrógeno en las hojas se determinó utilizando el 

método de Patterson (Patterson et al. 1984) con ligeras modificaciones según describe 

Aroca et al. (2003). 250 mg de peso fresco de hojas se homogeneizó con 5 ml 5% (m/v) 

ácido tricloroacético (TCA) conteniendo 0.1 g de carbón activado y 1 % (m/v) 

polivinilpolipirrolidona (PVPP). EL homogenato fue centrifugado a 18.000 g por 10 

minutos. El sobrenadante fue filtrado a través de un filtro Milliporo (0.22 µm). Se 

adicionaron un volumen de 1.2 ml de 100 mM solución buffer de fosfato potásico (pH 

8.4) y 0.6 ml de reactivo colorimétrico a 130 µl del sobrenadante. Se obtuvo reactivo 

colorimétrico fresco mezclando 1:1 /v/v) de 0.6 mM oxalato de potasio y titanio y 0.6 

mM 4-2 (2-piridilazo) resorcinol (sal disódica). Las muestras fueron incubadas a 45 °C 

por 1 h y se registró absorbancia a 508 nm. Se hicieron blancos reemplazando extracto de 

hojas con 5% TCA. Los valores de concentración fueron expresados como nmol H2O2 g
-

1 FW. 

Los peróxidos de lípidos se extrajeron por molienda de 500 mg de hojas y 6 ml de 

100 nM solución buffer de fosfato de potasio (pH 7) utilizando un mortero enfriado por 

hielo. Los homogenatos se filtraron a través de una capa de Miracloth y centrifugadas a 

15000 g durante 20 min. Se formó el cromógeno mezclando 200 µL de sobrenadantes 

con 1 ml de una mezcla de reacción conteniendo 15 % (m/v) TCA, 0375 % (m/v) ácido 

2-tiobarbitúrico (TBA), 0.1 % (m/v) butilhidroxitolueno, 0.25 N HCl, e incubando la 

mezcla a 100 °C durante 30 min (Minotti y Aust, 1987). Luego de enfriar a temperatura 

ambiente, los tubos fueron centrifugados a 800g durante 5 min, y el sobrenadante se 

utilizó para medidas espectrofotométricas a 532 nm. Se estimó la peroxidación lipídica 

como el contenido de sustancias reactivas al ácido 2-tiobarbitúrico (TBARS) y se expresó 

como equivalentes de malondialdehído (MDA) de acuerdo a Halliwell y Gutteridge 

(1989). La curva de calibración se realizó utilizando MDA en un rango de 0.1 – 10 nmol. 

Se preparó un blanco reemplazando la muestra por medio de extracción, y controles para 

cada muestra se prepararon reemplazando TBA por 0.25 N HCl. En todos los casos, se 

incluyó 0.1 % (m/v) butilhidroxitolueno en todas las mezclas de reacción para prevenir la 

formación artifactual de TBARS durante el paso del ensayo del calentamiento de ácido. 

 

Determinación de las actividades enzimáticas antioxidantes. 

 

Se extrajeron enzimas a 0-4 °C de 1 g de peso fresco de hojas con 50 mg PVPP y 

10 ml de 50 mM solución buffer de fosfato de potasio (pH 7.8) conteniendo 0.1 mM 

EDTA para superóxidodismutasa (SOD), catalasa (CAT), y ascorbatoperoxidasa (APX). 

Para extracción dela glutatiónreductasa (GR), al buffer se le suministró 10 mM β-
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mercaptoetanol (Porcel et al., 2003). Los extractos se filtraron a través de cuatro capas de 

tela de nylon y centrifugados a 20000 x g a 0-4 °C durante 20 min. Se mantuvieron los 

sobrenadantes a -70 °C para posteriores ensayos enzimáticos. 

La actividad de SOD total (EC 1.15.1.1) se midió de acuerdo al método descripto 

por Beyer y Fridovich (1987) que se basa en la habilidad del SOD para inhibir la 

reducción del nitroazul de tetrazolio (NBT) por parte de radicales superóxido producidos 

fotoquímicamente. Una unidad de SOD ha sido definida como la cantidad de enzima que 

se requiere para inhibir la tasa de reducción de NBT al 50% a 25 °C. La actividad CAT 

(EC 1.16.1.6) se midió como la desaparición de H2O2 (Aebi, 1984). La mezcla de reacción 

(3 ml) contenía 10.6 mM H2O2. La reacción se inició adicionando 25 µl del extracto y 

monitoreando el cambio de absorbancia a 240 nm y 25 °C durante 3 min. La actividad de 

APX (EC 1.11.1.11) se midió en una reacción de 1 ml de volumen conteniendo solución 

buffer de fosfato de potasio 50 mM (pH 7.0), peróxido de hidrógeno 0.1 mM, y ascorbato 

0.5 mM. La adición del H2O2 inició la reacción, y se registró el descenso de abosrbancia 

a 290 nm durante 1 min para determinar la tasa de oxidación dela ascorbato (Amako et 

al. 1994). Finalmente, la actividad de GR (EC 1.6.4.2) se determinó mediante el 

procedimiento descripto por Carlberg y Mannervik (1985). La mezcla de reacción (1 ml) 

contenía HEPES 0.1 M pH 7.8, EDTA 1 mM, MgCl2 3 mM, glutatión oxidado 0.5 mM, 

NADPH 0.2 mM, y 150 µl de extracto de enzima. La tasa de oxidación de NADPH fue 

monitoreada por el descenso de absorbancia a 340 nm durante 2 min. Se utilizaron dos 

blancos, uno sin el extracto de enzima y el otro sin el glutatión oxidado. 

 

Extracción, purificación y determinación de jasmonatos. 

 

Se extrajeron ácido 12-cis-oxofitodienoico (OPDA), JA, se pre-purificaron y se 

determinación por GC-MS de acuerdo a Miersch et al. (2008) utilizando 0.5 g (FW) de 

material de hoja. Se adicionaron (2H6) JA, (2H5) OPDA, en cantidades apropiadas, como 

estándares internos.  

 

Análisis estadístico 

 

Todos los datos fueron sometidos a análisis ANOVA de dos factores, con 

tratamiento de inoculación y estrés abiótico como fuentes de variación. Post hoc, se 

utilizaron comparaciones con la Prueba de Rango Múltiple de Duncan (Duncan, 1955) 

para determinar diferencias entre los grupos, con la ayuda del programa SAS 

(StatisticalAnalytical Software), versión 3.5 (1991). 
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RESULTADOS 

Desarrollo micorrícico 

En este estudio, no se observó colonización micorrízica en plantas de D. eriantha 

a las que no se les administró un inóculo MA. Las plantas inoculadas mostraron entre 68 

y 72% de colonización micorrízica en las raíces, bajo diferentes tratamientos (no se 

muestran los datos). Sin embargo, no se detectaron diferencias luego de la aplicación de 

los estreses abióticos.    

 a-Control b-Sequía c-Salinidad d-Frio 

    

 

Fig. 8.8: Raíces de Digitaria eriantha, teñidas mostrando vesículas e hifas de la micorriza 

Arbuscular Rhizophagus irregularis (AM), bajo los distintos tratamientos (Foto: Hilda 

Pedranzani) 

 

Conductancia estomática, eficiencia fotosintética y producción de biomasa vegetal 

La simbiosis MA puede resultar en tasas alteradas de movimiento de agua dentro, 

a través y hacia fuera de las plantas huésped, con consecuentes efectos en la hidratación 

de los tejidos y la fisiología de la hoja (Augé, 2001). Por lo tanto, se determinaron 

parámetros que reflejaran la fisiología de la hoja relacionada al agua, para elucidar el 

impacto de la MA sobre las respuestas de D. eriantha al estrés. 

La conductancia estomática mostró un descenso significativo bajo todas las 

condiciones de estrés en plantas MA como así también en plantas NM, cuando se 

compararon con las condiciones de Control. Bajo condiciones de no-estrés, sequía y 

salinidad, sin embargo, las plantas MA exhibieron conductancia estomática más alta en 

comparación con plantas no-MA. Los valores más bajos de conductancia estomática se 

observaron bajo estrés por frío, tanto en plantas MA como plantas NM, mostrando valores 

similares (Tabla 8.1). La eficiencia del Fotosistema II in plantas NM fue similar tanto en 

condiciones de no-estrés como de sequía, pero mostraron descenso bajo condiciones de 

estrés por frío y por salinidad. En las plantas MA, la eficiencia fotosintética descendió 
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significativamente bajo condiciones de sequía, mientras que, bajo estrés por frío, las 

plantas MA incrementaron su eficiencia fotosintética cuando se las comparó con plantas 

NM (Tabla 8.1). 

Tabla 8.1: Conductancia estomática, eficiencia fotosintética (Photosystem II) y contenido de 

materia seca de plantas de D. erianthaNM o MA, con el hongo MA R. irregularis y cultivado 

bajo condiciones de estrés por sequía, salinidad, por frío o ningún estrés. (Pedranzani et al., 2015) 

 Conductancia 

estomática mmol m-2s-

1 

Eficiencia 

Fotosintética 

Materia seca de tallos  

(g.)  

 NM AM NM AM NM AM 
Sin Estrés 26,91±0,08b 35,75±0,58a 0,73±0,01a 0,75±0,01a 0,11±0,01c 0,21±0,05b 

Sequía 11,55±0,55d 17,98±1,89c 0,69±0,01a 0,55±0,02d 0,24±0,01b 0,36±0,02a 

Salinidad 7,78±0,46c 12,75±0,65d 0,67±0,01b 0,63±0,02b 0,25±0,01b 0,21±0,01bc 

Frio 8,59±1,10c 8,75±0,91c 0,58±0,02b 0,67±0,02b 0,16±0,01d 0,21±0,01bc 

 

Medias ± error estándar que muestran diferentes letras son significativamente distintos (P ≤ 0.05) 

según Prueba de Rango Múltiple de Duncan (n = 5) 

Bajo todas las condiciones de crecimiento, las plantas MA mejoraron el contenido 

de materia seca en las hojas excepto bajo estrés por salinidad, donde no se encontraron 

diferencias significativas entre plantas MA y NM. 

 

Peróxido de hidrógeno, daño oxidativo a lípidos y actividad enzimática antioxidante 

Se sabe muy bien que el estrés por frío, por sequía y por salinidad inducen estrés 

oxidativo en plantas (AbdelLatef, 2010; Garbero et al., 2010). Las células vegetales 

poseen una gama de mecanismos de protección y de sistemas de reparación que pueden 

minimizar la ocurrencia de daño oxidativo causado por especies reactivas del oxígeno 

(ROS) (Abdel Latef, 2010). Además, la capacidad antioxidante de la planta huésped 

puede ser activada por la simbiosis MA (AbdelLatef y Chaoxing, 2011). Para elucidar 

estos efectos de la MA, se determinaron niveles de ROS, daño oxidativo a lípidos y la 

correspondiente actividad enzimática en plantas NM y MA, control y sometidas a estrés. 
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Fig. 8.9: Acumulación de peróxido de hidrógeno(H2O2)en raíces y hojas de plantas NM o MA 

de D. eriantha, inoculadas con hongo MA R irregularis y cultivados bajo condiciones de estrés 

por sequía, salinidad, por frío o ningún estrés. Las barras representan media ± error estándar. 

Los valores que muestran diferentes letras son significativamente diferentes (P ≤ 0.05) según 

Prueba de Rango Múltiple de Duncan (n = 5) (Pedranzani et al., 2015). 

El nivel de peróxido de hidrógeno acumulado en las raíces fue significativamente 

mayor en plantas NM que en plantas MA, para todos los tratamientos, alcanzando 

diferencias máximas de hasta 75 % bajo estrés por sequía (Fig. 8.9), mientras que en 

plantas MA no se observaron diferencias entre tratamientos. En los vástagos de plantas 

MA, el H2O2 se incrementó en un 95 % bajo condiciones de no-estrés y de estrés por 

sequía, mientras que, en plantas MA sometidas a salinidad o frío, descendió 40 y 68 %, 

respectivamente. La acumulación de H2O2 aumentó en plantas NM hasta un 40 % bajo 

condiciones de estrés por frío en comparación con condiciones de no-estrés. 
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En las raíces, el daño oxidativo a lípidos se incrementó significativamente en un 

115 %, sólo como consecuencia de la sequía en ambas, plantas NM y plantas MA, cuando 

se compararon con plantas no estresadas (Tabla 9.2).Bajo salinidad, el estrés disminuyó 

significativamente los niveles de MDA en ambas, plantas MA y plantas no-MA. En los 

vástagos, los niveles de MDA descendieron en plantas MA bajo condiciones de estrés por 

frío y de no-estrés. Por el contrario, bajo tratamientos de sequía y de salinidad, los niveles 

de MDA fueron significativamente mayores en plantas MA en comparación con plantas 

NM.  

 

Tabla 8.2: Malón di aldehído(MDA)Daño oxidativo de lípidos en raíces y follaje de plantas NM 

o MA de D. eriantha, inoculadas con hongo MA R irregularis y cultivados bajo condiciones de 

estrés por sequía, salinidad, frío o ningún estrés (Pedranzani et al., 2015) 

 MDA (nmol g-1 PF) 

Raíz 

MDA (nmol g-1 PF) 

              Follaje  

 NM AM NM AM 

Sin Estrés 0,70 b           0,69 b 1,70 c 0,75 e 

Sequía 1,85 a 1,82 a 2,01 b 3,15 a 

Salinidad 0,55 d 0,53d 1,67 c 2,10 b 

Frio 1,10 b 1,07 b 2,10 b 1,40 d 

 

Los valores que muestran diferentes letras son significativamente diferentes (P ≤ 0.05) según 

Prueba de Rango Múltiple de Duncan (n = 5) 

 

Entre las enzimas conocidas por estar involucradas en la detoxificación de ROS, 

se e SOD, CAT, APX y GR y se determinaron sus actividades en las raíces y hojas de 

todas las plantas (Tabla 9.2). En las raíces, la actividad de SOD fue significativamente 

más baja en plantas MA que en plantas NM bajo condiciones de estrés por sequía, por 

salinidad y de no-estrés. Además, sequía y salinidad incrementaron la actividad de SOD 

en ambas, plantas MA y plantas NM. Por el contrario, el estrés por frío disminuyó 

drásticamente la actividad de SOD en plantas NM e incrementó esta actividad en plantas 

MA a niveles similares a aquellos observados en plantas NM no estresadas. En los 

vástagos, los niveles de actividad de SOD fueron más bajos bajo condiciones de estrés 

comparados con tratamientos de no –estrés. Sin embargo, las plantas MA mostraron 

significativamente valores más altos que para plantas NM bajo las diferentes condiciones 

ensayadas (Tabla 8.3). 

La actividad de CAT pareció consistentemente mejorada en ambos, raíces y 

vástagos de plantas MA bajo condiciones de estrés y de no-estrés (Tabla 8.3). Este 

incremento fue significativamente más alto en raíces sometidas a estrés por frío y en 

vástagos sometidos a estrés por sequía. En general, las plantas NM no mostraron 
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diferencias en la actividad de CAT entre los distintos tratamientos de estrés, comparadas 

con condiciones de no-estrés.  

La actividad de APX fue siempre significativamente más alta en plantas MA que 

en plantas NM, en ambos, tejidos de raíces y de vástagos bajo todos los tratamientos 

(Tabla 9.3), especialmente bajo condiciones de sequía y de frío. 

 

Tabla 8.3: Actividades de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX, GR) en raíces y hojas s de 

plantas NM o MA de D. eriantha, inoculadas con hongo MA R. irregularis y cultivados bajo 

condiciones de estrés por sequía, salinidad, frío o ningún estrés. (Pedranzani et al., 2015) 

 
Enzimas asociadas a la mitigación del estrés abiótico en  follaje     

Control Sequia Salinidad Frio 

SOD NM - - - -  
AM + + + + 

CAT NM - - - -  
AM + + + + 

APX NM - - - -  
AM + + + + 

GR NM + + + +  
AM - - - - 

 

La actividad de GR fue siempre significativamente más alta en ambos, raíces y 

vástagos de plantas NM comparados con plantas MA. La actividad de GR en los vástagos 

de plantas NM descendió alrededor del 43 % bajo condiciones de salinidad y de sequía 

comparada con condiciones de estrés por frío y de no-estrés (Tabla 8.3). 

 

Jasmonatos  

Se sabe que las raíces de plantas MA contienen niveles mayores de jasmonatos 

(Wasternack y Hause, 2013). Sin embargo, las alteraciones en los niveles de jasmonatos 

en vástagos de plantas MA en combinación con estreses abióticos, son menos 

   Enzimas asociadas a la mitigación del estrés abiótico en raíces   

    Control Sequía Salinidad Frio 

SOD NM + + + - 

  AM - - - + 

CAT NM - - - - 

  AM + + + + 

APX NM - - - - 

  AM + + + + 

GR NM + + + + 

  AM - - - - 



 

153 

 

comprendidas. Por lo tanto, se determinaron los niveles de jasmonatos en los vástagos de 

plantas MA y NM sometidas a estrés. Los niveles de Ácido Oxo Phyto Dienoico (OPDA) 

(precursor de JA) fueron significativamente más altos en plantas MA que en plantas NM 

para todos los tratamientos excepto bajo condiciones de estrés por frío, donde el 

incremento no fue significativo (Tabla 8.4). En plantas NM, sólo el estrés salino causó 

diferencias significativas en el contenido de OPDA con respecto a condiciones de no-

estrés. Esto recuerda al rol del contenido de OPDA en la respuesta de plantas al estrés 

salino (Hazman et al., 2015). Estrés por frío y por sequía no mostraron diferencias cuando 

se los comparó con el tratamiento en plantas NM bajo ningún estrés. 

El nivel de JA en las hojas de plantas NM no difirió entre tratamientos de estrés 

en comparación con condiciones de no-estrés (Tabla 8.4) Sin embargo, los vástagos de 

plantas MA no estresadas exhibieron niveles de jasmonatos más altos que en los vástagos 

de plantas NM, con D. eriantha mostrando un incremento en JA cuando hubo 

micorrización. Bajo condiciones de estrés por salinidad, las plantas MA mostraron 

contenido de JA similar a aquel de condiciones de no-estrés, mientras que el estrés por 

frío y por sequía disminuyeron los niveles de JA en plantas MA con respecto a aquellas 

plantas NM no estresadas.  

 

Tabla 8.4: Variación de jasmonatos en raíces y hojas de plantas NM y MA de D. eriantha, 

inoculadas con hongo MA R. irregularis y cultivados bajo condiciones de estrés por sequía, 

salinidad, frío o ningún estrés. ácido 12-cis-oxofitodienoico (OPDA) y ácido jasmónico (JA) 

(Pedranzani et al., 2015). 

 
Acido Jasmónico y su precursor Acido Oxo Phitodienoico (OPDA) en 

la mitigación del estrés abiótico en hoja   
Control Sequia Salinidad Frio 

OPDA NM - - - -  
AM + + + - 

JA NM - - - -  
AM + + + - 

Los + significan que son significativamente mayores a los (-) (P ≤ 0.05) según Prueba de 

Rango Múltiple de Duncan (n = 5). 

DISCUSIÓN 

Los hongos MA han demostrado mejorar la tolerancia de las plantas a los estreses 

abióticos (Ruiz-Lozano y Aroca, 2010). Por lo tanto, los efectos de MA sobre la tolerancia 

al estrés de D. eriantha fueron elucidados en términos de micorrización, producción de 

biomasa como así también acumulación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y 

jasmonatos. Para obtener un pantallazo de estos procesos, se aplicaron tratamientos que 

resultaron en tres diferentes estreses: sequía, salinidad y frío. 



 

154 

 

Para distintas especies de interés agronómico, hay abundante información en lo 

referente al vínculo entre estrés abiótico y micorrizas. A la fecha, sin embargo, no hay 

estudios que vinculen la regulación a través de simbiosis MA de la fisiología y 

rendimiento vegetal de plantas bajo estreses abióticos con la alteración de niveles de 

jasmonatos y antioxidantes en la planta huésped, y pocos estudios han investigado 

mecanismos comunes subyacentes a la tolerancia inducida por MA con los estreses 

abióticos (Aroca et al., 2007). Para obtener una idea de estos mecanismos, las plantas de 

D. eriantha fueron inoculadas con Rhizophagus intraradices y mostraron una tasa de 

colonización de alrededor del 70 % de colonización en sus raíces. Dado este hallazgo, los 

valores de colonización observados en Digitaria son mayores que aquellos registrados 

para plantas de tomate (34 %, Dell’Amico et al., 2002 y 55 % AbdelLatef y Chaoxing, 

2011), soja (50 %, Porcel y Ruiz-Lozano, 2004), y arroz (45 %, Ruiz-Sánchez et al., 

2010), los cuales no fueron sometidos a estrés y fueron inoculados con el mismo hongo. 

En otros estudios que utilizaron diferentes especies de Rhizophagus, la colonización de 

raíces de vid no superó el 41 % (Alarcón et al. 2001). Los porcentajes de colonización en 

las raíces de D. eriantha no fueron afectados por tratamientos de estrés por frío, salinidad 

o sequía, en comparación al grupo de control no estresado. Esto difiere de otras especies 

de plantas, tales como tomate, soja, arroz y lechuga, los cuales mostraron un descenso 

significativo en las tasas de colonización cuando las plantas fueron sometidas a estrés 

hídrico (Dell’Amico et al., 2002; Porcel y Ruiz-Lozano 2004; Ruiz-Sánchez et al., 2010) 

o estrés salino (Abdel Latef y Chaoxing, 2011; Aroca et al., 2013). Estos resultados 

indican que R. irregularis es altamente eficiente en términos de asociarse con D. eriantha 

cv. Sudafricana, incluso en las situaciones de estrés abiótico estudiadas. 

Las plantas MA mejoraron el contenido de materia seca en vástagos en 

comparación a las plantas NM bajo todas las condiciones testeadas excepto para salinidad. 

No obstante, salinidad y bajas temperaturas causaron una disminución en los cocientes de 

biomasa de vástago/raíces de plantas MA. Esto puede ser debido al descenso en la 

conductancia estomática y la eficiencia del Photosystem II (PSII), dada la inhabilidad de 

las plantas para contrarrestar el efecto tóxico de NaCl (Evelin et al., 2009), representando 

una deshidratación que causa un desorden fisiológico común a los estreses hídricos, por 

salinidad y por frío (Solanke y Sharme, 2008). Sin embargo, bajo condiciones de 

salinidad, la simbiosis MA puede estimular el desarrollo radicular en la planta huésped 

como una estrategia para lidiar con la salinidad del suelo. De hecho, en un estudio previo 

que compara la eficiencia simbiótica de dos cepas Glomus con adaptación diferencial a 

salinidad, se encontró que el mecanismo utilizado por Glomus sp. para proteger plantas 

de lechuga de los efectos perjudiciales de la sal está basado en la estimulación del 

desarrollo radicular, mientras que Glomus deserticola llevó a una mejora en la nutrición 

vegetal (Ruiz-Lozano y Azcón, 2000). Entonces, en este estudio de D. eriantha y R. 
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irregularis, el hongo también estimuló el desarrollo radicular en la planta huésped bajo 

condiciones salinas (datos no mostrados), lo cual resultó en una reducción significativa 

en el cociente vástago/raíz de estas plantas. 

La colonización micorrízica de las raíces ha tenido un efecto marcado sobre el 

comportamiento estomático de las hojas de la planta huésped, lo cual también favorece el 

intercambio de CO2 (Goicoechea et al., 1997; Augé et al., 2007; Ruiz-Lozano y Aroca, 

2010). Cuando la conductancia estomática de plantas MA difiere de aquella de plantas 

no-MA, la simbiosis en las raíces causa un cambio fundamental en la fisiología de la hoja, 

incluyendo alteraciones en sus propiedades hidráulicas y bioquímicas intrínsecas (Augé, 

2000). Las plantas colonizadas por R. irregularis presentaron valores más altos de 

conductancia estomática que en plantas NM(Augé, 2001). En este estudio, plantas MA 

no estresadas y plantas MA sometidas a sequía y salinidad mostraron valores de 

conductancia estomática significativamente más altos (30 % en promedio) que en plantas 

NM de control, un resultado similar al reportado por Augé et al. (2014) en un meta-

análisis del efecto de la micorrización sobre la conductancia estomática. En contraste, los 

valores obtenidos bajo condiciones de estrés por frío, no difirieron entre tratamientos, 

indicando que la micorrización no mitigó el efecto de las bajas temperaturas. 

La eficiencia Photosystem II de D. eriantha se evaluó utilizando clorofila como 

fluorescencia. Se ha reportado previamente que las plantas micorrizadas muestran valores 

más altos bajo sequía (Ruiz-Sánchez et al., 2010; Birhane et al., 2012) y tratamientos de 

estrés salino (Ruiz-Lozano et al., 1996; Dell’Amico et al., 2002; Sheng et al., 2008). En 

el presente estudio, los valores de eficiencia fotosintética para plantas MA y NM 

disminuyeron significativamente en relación a plantas no estresadas cuando se sometieron 

a estrés. Sin embargo, la sequía causó una reducción en la eficiencia fotosintética de 

plantas MA en comparación con plantas NM, mientras que las bajas temperaturas 

resultaron en un incremento significativo en la eficiencia fotosintética de plantas MA en 

comparación con plantas NM.  Estos resultados sugieren que los estreses abióticos 

evaluados afectaron el sistema fotosintético reduciendo la eficiencia fotosintética de 

plantas MA y NM y que el daño al Photosystem II fue más severo en plantas sometidas a 

sequía y salinidad. 

Se ha demostrado una correlación positiva entre tolerancia a estreses abióticos en 

plantas MA y el mantenimiento de la eficiencia del Photosystem II, lo cual, a su vez, 

mantiene (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004) o incluso incrementa (Ruiz-Sánchez et al., 2010; 

Evelin et al., 2009) la productividad de la planta. 

El estrés oxidativo, temperaturas extremas, salinidad y sequía, son acompañados 

por la formación de especies reactivas de oxígeno (ROS) tales como radicales superóxido 

(O2•—) y H2O2 que dañan membranas y macromoléculas (Miller et al. 2010; Noctor et 

al. 2014). Las plantas han desarrollado variadas estrategias antioxidativas para expulsar 
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estos componentes tóxicos. El mejoramiento de las defensas antioxidantes incrementa la 

tolerancia a los estreses ambientales (Fuentealba, 2014). En este estudio, las plantas MA 

redujeron los niveles de peróxido bajo todos los tratamientos de estrés, demostrando así 

su habilidad para contrarrestar el daño, lo cual está alineado con lo observado en plantas 

de soja y ryegrass sometidas a sequía (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004) y en dos cultivares 

de tomate bajo condiciones de estrés salino (Hajiboland et al., 2010). 

Los niveles de MDA en raíces fueron similares en plantas MA y NM para cada 

tratamiento de estrés. La sequía incrementó la acumulación de MDA en ambas, plantas 

MA y NM, mientras que la salinidad redujo su acumulación en relación a plantas de 

control no estresadas. La reducción en los niveles de H2O2 bajo diferentes condiciones e 

estrés podría ser explicada por el incremento significativo en la actividad de enzimas APX 

y CAT de plantas MA en comparación con plantas NM con respecto a todos los 

tratamientos, como lo registraron Porcel y Ruiz-Lozano (2004). Sin embargo, los valores 

e actividad de GR y SOD fueron más bajos en plantas MA en comparación con plantas 

NM. No obstante, estas dos enzimas no están directamente involucradas en la remoción 

de H2O2. SOD dismuta radicales superóxido en peróxido de hidrógeno, que luego es 

convertido en agua y oxígeno molecular por las CATs en los peroxisomas, mientras que 

GR reduce el dehydroascorbato a ascorbato en el ciclo ascorbato-glutatión (Estrada et al., 

2013). El contenido de H2O2 en las hojas de plantas NM fue incrementado sólo por estrés 

por frío, mientras que la simbiosis MA disminuyó significativamente H2O2 bajo estrés 

por frío y por salinidad, similar a lo observado por Hajiboland et al. (2010) en plantas de 

tomate bajo condiciones de salinidad. El contenido de MDA también disminuyó en 

plantas MA cuando se sometieron a bajas temperaturas, lo cual está alineado a lo 

observado en plantas de tomate sometidas a salinidad (AbdelLatef y Chaoxing, 2011) y 

en plantas de arroz y soja sometidas a condiciones de estrés por sequía (Porcel y Ruiz-

Lozano, 2004; Ruiz-Sánchez et al., 2010). Sin embargo, bajo condiciones salinas y de 

sequía, los niveles de MDA permanecieron altos en comparación con plantas NM. El 

comportamiento errático del daño oxidativo a lípidos observado en D. eriantha podría ser 

explicado por los hallazgos de Porcel y Ruiz-Lozano (2004) quienes señalaron que H2O2 

está involucrado en casi todas las áreas de la bioquímica aeróbica de la planta, tales como 

transporte electrónico y la respiración y la fotosíntesis, como así también en la oxidación 

de la glucosa y se produce en grandes cantidades por varios sistemas enzimáticos incluso 

bajo condiciones óptimas. Además, bajo ciertas condiciones de estrés, H2O2 puede ser 

utilizado por las plantas como un mecanismo de defensa (Quan et al., 2008). 

Con respecto a la actividad enzimática en hojas, Car, APX y SOD mostraron 

incrementos significativos en plantas MA comparadas con plantas no-MA, mientras que 

la actividad de GR disminuyó en plantas MA bajo todas las condiciones de estrés 

estudiadas. Investigación previa también ha reportado incrementos en actividad de APX, 
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CAT y SOD en plantas MA de tomate sometido a estrés salino (AbdelLatef y Chaoxing, 

2011). Además, se han reportado disminuciones en la actividad de GR en las raíces y 

tallos de plantas MA de soja sometidas a estrés por sequía (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004). 

Las actividades de APX y CAT ambas están involucradas en la eliminación del peróxido 

de hidrógeno, aunque APX tiene una afinidad por el peróxido mucho mayor que CAT 

(Estrada et al., 2013). La actividad CAT es menor en los vástagos de plantas sometidas a 

salinidad que en plantas control no sometidas a estrés, lo cual indica que, en plantas de 

D. eriantha sometidas a salinidad, el peróxido de hidrógeno podría ser eliminado 

preferentemente por la actividad de APX. En efecto, en estas plantas, la actividad APX 

es significativamente mayor que en las plantas control no sometidas a estrés. 

La intervención de los jasmonatos en la formación y desarrollo de simbiosis 

micorrízica es ampliamente aceptado (Wasternack y Hause, 2013; Bucher et al., 2014). 

Se ha mostrado que incrementos en JA están correlacionados con la activiación de genes 

para enzimas de la biosíntesis de esta hormona (Hause et al., 2007). Además, se ha 

encontrado que plantas de tomate defectuosa en síntesis de JA, exhiben una menor tasa 

de colonización MA de raíces que en plantas silvestres (Leon-Morcillo et al., 2012). 

También se encontró que la aplicación de JA o reduce (Ludwig-Muller et al.,2002; 

Herrera-Medina et al., 2008) o incrementa (Landgraf et al., 2012) la colonización MA de 

raíces. Entonces, el rol de JA en la simbiosis MA es aún materia de debate. Además, no 

hay información clara sobre el rol preciso que juega esta fitohormona y su familia de 

compuestos en las respuestas de plantas asociadas con hongos MA, a estreses abióticos.                  

Nuestros resultados muestran que los niveles de JA en vástagos de plantas NM sometidas 

a diferentes estreses abióticos no difieren que aquellos en plantas control no estresadas. 

Sin embargo, en plantas MA, los niveles endógenos de JA se incrementaron 

significativamente cuando fueron sometidas a estrés salino y por sequía, mientras que 

bajo estrés por frío, su comportamiento fue más irregular. Los niveles de JA y su precursor 

OPDA en plantas control fueron significativamente más altos en plantas MA que en 

plantas NM, lo cual está alineado con los resultados obtenidos para las raíces micorrízicas 

de muchas plantas por Hause y Schaarschmidt (2009). Los mayores valores de OPDA in 

relación a JA en todos tratamientos de plantas MA podrían ser explicados por el rol 

específico de OPDA en la expresión de algunos genes involucrados en las respuestas a 

estrés (Wasternack y Hause, 2013). El tratamiento de estrés por frío se comportó de 

distinto modo respecto a los otros estreses, a todos los niveles de jasmonato medidos. 

Siguiendo el tratamiento por frío, los niveles de JA, OPDA no difirieron entre plantas 

NM y MA. Si el nivel reducido de JA en plantas estresadas por frío contribuye a 

respuestas a estrés incrementadas o reducidas, aún permanece sin determinar. 

En resumen, los resultados presentados muestran que D. eriantha cv. Sudafricana 

es sensible a estrés por sequía, salinidad y frío, y que la inoculación con hongos MA 
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regula su fisiología y rendimientos bajo tales de condiciones de estrés. Los efectos de la 

simbiosis MA sobre las respuestas antioxidantes de la planta y acumulación de 

jasmonatos dependen de las características intrínsecas del estrés aplicado. En general, el 

nivel de JA y sus precursores fue mayor en plantas MA bajo diferentes condiciones de 

estrés, lo que podría ayudar a estas plantas a mitigar las condiciones de estrés. 
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CAPITULO 9 

 

Lombricompuestos y modulación de la germinación y crecimiento en   Digitaria 

eriantha cvs. Sudafricana y Mejorada INTA.  

 

Ada GIULIETTI, Hilda PEDRANZANI, Olga RUÍZ.  

Resumen 

 El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de 

lombricompuestos a partir de estiércol de cabra en la producción, el crecimiento y la 

biomasa de las plantas de Digitaría erianthacvs. Sudafricana y Mejorada INTA. Se 

utilizaron diferentes concentraciones de lombricompuesto combinado con suelo 

medanoso en las siguientes proporciones: 1-0: 100, 2-10:90, 3-20280, 4-30:70, 5-40:60, 

6-50:50, 7-100:0 (lombricompuesto: tierra). Se consideraron testigo las terrinas con 100 

g de suelo y ausencia de lombricompuesto. Se sembraron semillas de ambos cultivares y 

a la tercera semana se midieron los indicadores biológicos: germinación, longitud foliar-

radicular y peso seco. Existieron diferencias significativas entre tratamientos y cultivares; 

el CV. Mejorada INTA se consideró más susceptible a los cambios biológicos y 

nutricionales del sustrato. Las mezclas de lombricompuesto y suelo resultaron 

beneficiosas para todos los indicadores fisiológicos evaluados. El CV. Mejorada INTA 

respondió favorablemente a concentraciones de 10 -100% de lombricompuesto; mientras 

que el CV. Sudafricana solo manifestó incrementos con sustratos más enriquecidos (40-

100%). Existió una correlación directa entre la concentración del lombricompuesto y la 

respuesta biológica, y Ia mezcla 7 (100%) fue la mejor opción para ambos cultivares.  

 

Palabras claves: Digitaria eriantha, germinación, humus  

 

Abstract 

The objective of this study was to assess the effect of different concentrations ofworm 

compost from goat manurc on production, growth and biomass of Digitaria eriantha cvs. 

Sudafricana and Mejorada INTA. Dissimilar concentrations of worm compost combined 

with sandy soil were used with the following rates: 10:100, 2-10:90, 3-20:30, 4-30:70, 5-

40:60, 6-50:50, 7-100:0 (worm compost: soil). The terrines with 100 g soil and absence 

of worm compost were considered control. Seeds from both cultivars were sown and on 

the third week the biological parameters were measured: germination, leaf-root length 

and dry weight. There were significant differences among treatments and cultivars and 

the CV. Mejorada INTA was more susceptible to biological and nutritional substratum 

changes. Worm compost and soil mixtures proved to be beneficial’ to all the assessed 

physiological parameters. The CV. Mejorada INTA responded favorably to worm 

compost concentrations from 10 to 100% while the CV. Sudafricana only displayed 

increases with more enriched substrata (40-100%). There existed a direct correlation 

between worm compost and biological response, being mixture 7 (100%) the best option 

for both cultivars.  

Key words: Digitaria eriantha, germination, worm compost   
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INTRODUCCIÓN 

En los últimos años el ambiente natural ha recibido un creciente aporte de residuos 

de los más variados orígenes y composición, lo cual constituye un problema real para el 

ecosistema. Ante la demanda de un mundo sano, existe la necesidad de buscar alternativas 

que beneficien directamente los sistemas de producción a partir de los materiales 

biodegradables (Atiyeh, et al, 2000b; Álvarez et al., 2001). Por otra parte, y debido a que 

las reglamentaciones parala aplicación y disposición del estiércol se hanvuelto cada vez 

más rigurosas, en los últimos añosha crecido el interés por utilizar las lombrices detierra 

(Eisenia foetida Sav.) como un sistemaecológicamente seguro para manejar el estiércol, 

ya que diversos estudios han demostrado lacapacidad de algunas lombrices para utilizar 

unaamplia gama de residuos orgánicos, estiércol, residuos de cultivos, desechos 

industriales y aguas negras (Atiyehet al., 2000a; Atiyehet al., 2000b; Bansal y 

Kapoor,2000). 

Los vermicompuestos son compuestos derivados de la degradación biológica de 

los desechos orgánicos que mejoran la formación y el crecimiento de las plantas sin 

efectos secundarios negativos (PrasadyMaher, 2001; Álvarez et al., 2001; Arancon y 

Edwards, 2005; Belda et al., 2013). Además, los vermicompuestos pueden desempeñar 

un papel innovador para disminuir la huella de C, al reemplazar sustratos a base de turba 

(Christopher Marbleet al., 2012). 

Existen escasos estudios respecto a indicadores tradicionales de los parámetros de 

calidad de plantas comerciales y de aquellos parámetros relacionados con la resistencia 

al estrés por sequía y estrés por bajas temperaturas (Landiset al., 2010; Santagostiniet al., 

2014). 

Por su parte, la lombricultura es una actividad centrada en la cría y producción de 

lombrices y el tratamiento de residuos orgánicos para su reciclaje, dando como resultado 

humus de lombriz o lombricompuesto. Es una actividad de importancia económica y 

social, ya que a nivel mundial existe la necesidad de eliminar los residuos urbanos y 

agroindustriales. Una solución podría ser una correcta selección de basura que con la 

ayuda de las lombrices es posible transformarla en su totalidad en fertilizante orgánico 

(Mirabelli, 2008). 

El humus de lombriz es un fertilizante orgánico (Larinket al., 2001) y se obtiene 

de deyecciones de lombrices; de ellas las más utilizadas son las rojas californianas 

(Ferruzzi, 1987; Fuentes-Yagüe, 1987; Cerisola, 1989). Se le valora como un abono 

completo y eficaz para mejorar los suelos. 

El lombricompuesto tiene un aspecto terroso, suave e inodoro, lo cual facilita su 

manipulación. Sus propiedades físicas, químicas y microbiológicas varían 

considerablemente según el alimento con que se nutran las lombrices (Medina et al., 
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2003). Presenta entre 25-55% de materia orgánica y nutrientes esenciales: nitrógeno, 

fósforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, cobre, cinc y molibdeno (Medinaet al., 2001). 

Por otra parte, el nitrógeno y elfósforo orgánico se transforman fácilmente en formas más 

asimilables (Agramonte et al., 1998). Además de ser un excelente fertilizante, se 

caracteriza por presentar un alto porcentaje de ácidos húmicos y fúlvicos, que permiten 

una entrega inmediata de nutrientesasimilables y un efecto regulador de la nutrición, cuya 

actividad residual en el suelo llega hastacinco años; posee además una alta 

cargamicrobiana (40 mil millones por gramo seco) querestaura la actividad biológica y 

mejora laestructura del suelo, lo que incrementa laretención de agua y la capacidad para 

almacenary liberar los nutrientes requeridos por las plantasen forma sana y equilibrada 

(Tomati y Galli, 1995; Doube et al.,1997). Debido a supH neutro se puede aplicar en 

cualquier dosissin ningún riesgo de quemar las plantas (Raveraet al., 2003). Es un 

productoinofensivo para la salud, por no ser transmisorde ningún agente patógeno (Díazet 

al., 2002; Medina et al., 2003; Díaz et al., 2004). 

En el presente estudio se utilizó la especieDigitariaerianthaSteudel subespecie 

Eriantha,en dos tipos de germoplasma: uno provenientede Sudáfrica, nativo y adaptado a 

altas temperaturas, que germina a 32°C, denominado CV Sudafricana; y otro sintético, 

CV. Mejorada INTA, adaptado a temperaturas inferiores (entre 22 y 30°C). 

Los estudios previos demostraron un comportamiento diferente de estos dos 

cultivares en elporcentaje de germinación, el estrés abiótico porbajas temperaturas y el 

estrés osmótico (Quiroga, 2003; Di Giambatista, 2006). También se observaron 

diferencias en los indicadores de producción, tales como la longitud de las plantas y 

elpeso seco en condiciones normales de crecimiento y bajo estrés abiótico (Di 

Giambatista, 2006). 

En la actualidad el cultivo orgánico y las nuevas biotecnologías son utilizados para 

mitigar losefectos del estrés ambiental. El reemplazo desuelo por sustratos provenientes 

de estiércolestransformados por la acción de las lombrices, presenta una posibilidad de 

mitigación del estrés abiótico y esta enmienda depende, sin dudas, dela identidad genética 

de la especie o cultivar. 

El objetivo del presente trabajo fue probar la efectividad del lombricompuesto 

obtenido a partir de estiércol de cabra, en diferentes concentraciones, en dos cultivares de 

D. eriantha Steudel. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

El sustrato utilizado consistió en unlombricompuesto originado a partir de 

estiércol de cabra en concentraciones crecientes, combinado con tierra de jardín en las 

siguientes proporciones: 1) 0:100, 2) 10:90, 3) 20:80, 4) 30:70,5) 40:60, 6) 50:50 y 7) 

100:0 (lombricompuesto: tierra). El testigo consistió en 100 g de sueloy ausencia de 

lombricompuesto (tratamiento 1). 

Para la obtención del humus de lombriz setrabajó con la lombriz roja californiana 

y comoalimento se utilizó estiércol de cabra previamente descompuesto por un período 

de tres meses.La producción del material se realizó encajoneras de 0,40 m por 0,60 m de 

largo, cubiertas conmedia sombra, para evitar la exposicióndirecta al sol. Se extrajo el 

humus a los tres meses de iniciada la diseminación de las lombrices.La composición 

química de este lombricompuestofue la siguiente: N: 0,090%; P: 35,99 mg/kg-1; MO: 

1,88%, pH: 7,75. Los sustratos se obtuvieron con distintas proporciones de tierra 

medanosa, cuyas características principales son: N: 0,0004%; P: 10,02 mg/kg1; MO: 0,01 

1%; pH: 6,50. 

El material vegetal consistió en semillas de D. eriantha cvs. Sudafricana y 

Mejorada INTA,loscuales se sembraron en una dósis de 0,25 gpor bandeja. Para cada 

tratamiento se realizaron tres repeticiones y las bandejas se colocaronen cámara de 

germinación con 8 h luz a 30°C y16 h oscuridad a 20°C. Se regaron semanalmente con 5 

ml de agua destilada hasta capacidad decampo en todos los tratamientos. 

Los indicadores considerados fueron: el número de semillas germinadas por 

gramo de semillas sembradas (NG), la longitud foliar yradicular (LF y LR), y el peso seco 

(PS) de lashojas y las raíces. Los datos se analizaron separadamente por variedad, por el 

método estadístico SAS General Linear ModelsProcedure ylos rangos múltiples de 

Duncan. Este test controla errores de tipo I donde á=0,05, losasteriscos en las barras de 

las figuras representan diferencias significativas de los tratamientoscon respecto al 

control. Las medias con diferente letra en la misma fila de la tabla 1, indicandiferencias 

significativas entre cultivares paracada indicador medido. 
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RESULTADOS 

Número de semillas germinadas 

En la tabla 9.1 se observa el comportamientode ambos cultivares con relación al 

número desemillas germinadas por gramo de semilla sembrada. En el cv. Sudafricana los 

tratamientos 5 y6 difirieron significativamente del testigo (tierracomún), el sustrato 6 

mostró el más alto númerode semillas germinadas y el sustrato 5 ocupó elsegundo lugar. 

En el cv. Mejorada INTA los tratamientos del3 al 7 difirieron significativamente 

del testigo. Lossustratos con mayor cantidad de semillas germinadas fueron el 6 y el 4, 

seguidos de los tratamientos 7 y 5 (Tabla 9.1). La combinación 5 (40:60) y la 6 (50:50) 

fueron las óptimas para amboscultivares en este indicador. 

 
Tabla: 9.1: Número promedio de semillas germinadas en sustratos con diferente concentración 

de lombricompuesto de cabra (Giulietti et al., 2007)  

 

Tratamiento Número de semillas germinadas (g) 

Cv Sudafricana Cv Mejorada INTA 

 

1 318,7 gh 353,3 fgh 

 

2 274,4 h 449,3 ef 

 

3 309,3 gh 568,0 cd  

 

4 345,3 fgh 760,0 a * 

 

5 446,7 ef * 625,3 bc * 

 

6 640,0 bc * 805,3 a * 

 

7 396,0 efg * 706,7 ab * 

 

 
a, b, c, d, e, f, g, h, i. Valores con índices no comunes difieren a P ˂ 0,05 (Duncan, 1955) 

* Indican diferencias significativas con respecto al testigo (P ≤ 0,05) 

 

Longitud foliar y radicular 

La longitud foliar se incrementó en el cvSudafricana en todos los tratamientos 

delombricompuesto, con diferencias significativas respecto al testigo. El mejor sustrato 

fue el 7, como intermedios se ubicaron los tratamientos3, 4 y 6, y el de menor rendimiento 

fue el 2 (Tabla 9. 2). 

El cv. Mejorada INTA solo manifestó diferencias significativas en los 

tratamientos 2, 3 y7. En los otros tratamientos hubo un bajo desarrollo de las plántulas, 
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ya que germinaron, pero elincremento en la altura fue poco significativo (Tabla10.2). En 

este cultivar el mejor sustrato también fueel 7, intermedio el 2 y menor el 3. El sustrato 

7(100% de lombricompuesto) resultó el mejor parael indicador crecimiento foliar en 

amboscultivares (Tabla 9.2). 

El contenido de materia orgánica y saleshúmicas de los sustratos, por estar en contactocon 

las raíces y ser la vía directa de ingreso a laplanta, podría incidir en sucrecimiento. Al 

medirla longitud radicular el cv. Sudafricana no presentó diferencias significativas con 

respecto altestigo. El cv. Mejorada INTA, en cambio, manifestó incrementos 

significativos de longitud en los tratamientos 4, 5, 6 y 7 con respecto al testigo, el 6 y el 

7 resultaron los mejores, e intermedios el 4 y el 5 (Tabla 9.2). 

Tabla 9.2: Longitud foliar y radicular promedio (cm) en sustratos con diferente concentración 

de lombricompuesto de cabra (Giulietti et al., 2007). 

 

Tratamiento Longitud foliar promedio  

(cm) 

Longitud radicular promedio 

(cm) 

cv 

Sudafricana 

cv Mejorada 

INTA 

cv 

Sudafricana 

cv Mejorada 

INTA 

1 15,333d 20,667c 33,000 28,000 

 

2 21,000c * 37,000ab * 32,000 27,000 

 

3 32,000b * 32,333b * 28,000 29,000 

 

4 33,333b * 26,000c * 31,000 38,000 * 

 

5 25,667c * 22,333c 32,000 39,000 * 

 

6 32,333b * 26,333c 33,000 53,000 * 

 

7 39,000a * 40,000a * 29,000 41,000 * 

 

 
a, b, c, d, e, f, g, h, i. Valores con índices no comunes difieren a P ˂ 0,05 (Duncan, 1955) 

* Indican diferencias significativas con respecto al testigo (P ≤ 0,05) 

 

 

Peso seco foliar y radicular 

Para estimar la producción de los doscultivares y su respuesta a la nutrición 

mineral y orgánica de los lombricompuestos, se tomó el pesoseco de las hojas y las raíces 

como una medidade los procesos de crecimiento, acumulación debiomasa v activación de 

la fotosíntesis. 

En ambos cultivares el peso seco foliar se incrementó significativamente con el 

secuencialaumento de lombricompuesto en los sustratos 5,6 y 7, con respecto al testigo, 
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y en el caso del cv. Mejorada INTA también aumentó en el sustrato 4 (Tabla 9. 3). En el 

cv. Sudafricana el mejor sustratoresultó el 7 y en segundo término las mezclas 5 y 6. Para 

el cv. Mejorada INTA el 7 fue muy bueno, intermedio el 6 y como bajos las mezclas 5 

y4. En la tabla 10.3 se observa el comportamiento del PS radical en el cv. Sudafricana, 

que se incrementó en forma significativa con respecto al testigo solo en la mezcla 7; en 

cambio, para el cv. Mejorada INTA el PS aumentó en las mezclas 4, 5, 6 y 7. 

El lombricompuesto 7 resultó el mejor para lavariable PS foliar y radical en 

ambos cultivares. 

 

Tabla 9.3: Peso seco foliar y radical promedio (g) en sustratos con diferente concentración de 

lombricompuesto de cabra. (Giulietti et al., 2007) 

 

Tratamiento Peso Seco Foliar Promedio (g) Peso Seco Radicular Promedio 

(g) 

cv 

Sudafricana 

cv Mejorada 

INTA 

cv 

Sudafricana 

cv Mejorada 

INTA 

1 0,006fgh 0,005i 0,026 0,011 

 

2 0,005fgh 0,003fg 0,008 0,006 

 

3 0,005fgh 0,006ª 0,007 0,012 

 

4 0,005a 0,009d * 0,008 0,017 * 

 

5 0,009c * 0,011b * 0,011 0,019 * 

 

6 0,009c * 0,027c * 0,016 0,049 * 

 

7 0,012f * 0,037gh * 0,030 * 0,058 * 

 

 

* Indican diferencias significativas con respecto al testigo (P ≤ 0,05) 

 

Comparación entre cultivares para cada mezcla de lombricompuesto y su acción 

en los distintos indicadores evaluados 

 

Se estableció una comparación estadística de los indicadores fisiológicos entre los 

cultivares ypara cada tratamiento. En el número de semillas germinadas se observaron 

diferencias significativas en todos lostratamientos, excepto en el testigo. En todos 

loscasos fue superior el cv. Mejorada INTA y mostró una gran sensibilidad ante el nivel 

nutricional de los sustratos (Tabla 9.1). En relación con la longitud foliar se encontraron 

diferencias significativas en los tratamientos1 (testigo), 2 (10:90), 4 (30:70) y 6 (50:50). 

Enlas mezclas con mayor proporción de humus, como la 4 y la 6, el cv. Sudafricana tuvo 

un mejor crecimiento que el cv. Mejorada INTA, y en aquellos con menor proporción de 
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humus la diferencia fue positiva para el cv. Mejorada INTA. El crecimiento foliar en el 

cv. Sudafricana fuemás sensible al contenido nutricional de los sustratos. 

En el PS foliar existieron diferencias significativas entre ambos cultivares en los 

sustratosdel 3 al 7, y los valores de PS fueron superiores para el cv. Mejorada INTA, lo 

que indica que laeficiencia fotosintética en iguales condiciones ambientales varía según 

el genotipo del cultivar. 

DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES  

En el estudio de dos cultivares de una forrajeraintroducida en Argentina, D. 

eriantha, y su respuesta al lombricompuesto de cabra como enmienda orgánica, en 

diferentes concentraciones,se observaron notorias diferencias entre tratamientos y 

cultivares. 

En la germinación de las semillas se demostró que los mayores porcentajes de 

lombricompuesto (incluso puro) resultaron beneficiosos en ambos cultivares; sin 

embargo, el cv. Mejorada INTA incrementó la germinación con la concentración de 20% 

(Tabla 9.1) y mostró superioridad conrelación al cv. Sudafricana, e incluso en algunos 

casos lo duplicó (Tabla 9.1). El efecto benéfico de los ácidos húmicos del 

lombricompuesto tambiénha sido reportado en plantas de tomate, pimentón y fresa, 

cultivadas tanto en vivero como enel campo (Arancon et al., 2004). 

Como factor de crecimiento v desarrollo se midió la longitud foliar y radicular, se 

observóque, a diferencia del indicador anterior, la longitud de las hojas es muy sensible a 

la composición del sustrato, ya que ambos cultivares respondieron positivamente ante 

pequeñas cantidades de lombricompuesto y en todos los casos incrementaron el 

crecimiento en largo de la parte aérea. Aunque se encontraron diferencias significativas 

entre cultivares no se puede afirmar que uno fue superior al otro, ya que la diferencia 

dependió del tratamiento (Tabla 9.2). Trindade et al., 2001, detectaron una mayor altura 

de las plantas de lechosa (Carica papaya L.) var. Sunrise al final de la etapa de vivero, al 

aumentar la proporción de abono orgánico en el sustrato. Atiyeh et al., 2000a, 

concluyeron que la aplicación de lombricompuesto a lossustratos en invernadero, tiene 

un gran potencialpara favorecer el crecimiento de diversos cultivos hortícolas. 

En C. papaya se ha descrito el efecto positivo del lombricompuesto en el 

desarrollo del áreafoliar de las plantas, con una dosis de 25% (Acevedo y Pire, 2004). 

En el crecimiento radicular el cv. Sudafricanano fue sensible a la composición del 

sustrato; encambio, el cv. Mejorada INTA evidenció incrementos a partir de un 30% de 

lombricompuestoen el sustrato. Canellas et al., 2000, plantearon que los ácidos 

húmicospresentes en cantidades apreciables en ellombricompuesto, pueden estimular el 

crecimientotanto de las raíces como de la parte aérea en lasplantas de maíz. Díaz et al. 

(2004) demostraronque el humus de lombriz, como componente delsustrato utilizado en 
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invernáculo en la aclimatación de la caña de azúcar, favoreció el crecimiento radicular 

pero no la longitud de la planta. 

El PS foliar y radicular, evaluados como indicadores del desarrollo, el crecimiento 

y laactividad fotosintética, se incrementaron en ambos cultivares. El cv. Sudafricana 

incrementóPS en las concentraciones altas de lombricompuesto, en cambio el cv. 

Mejorada INTA, mássensible, respondió positivamente a bajas concentraciones. Hubo 

diferencias significativasentre cultivares cuando se evaluó el PS foliar, que se manifestó 

favorable al cv. Mejorada INTA,el cual alcanzó el doble del PS en concentraciones de 50 

y 100%. En estudios comparativos delefecto del lombricompuesto y la fertilización conN 

a largo plazo (90-180 días) en C. papaya L., el primer tratamiento superó al del 

fertilizantequímico para todas las variables de crecimientode la planta, en especial el PS 

(Acevedo y Pire, 2004). 

Existen antecedentes relacionados con la mejora en la producción y desarrollo de 

plantascultivadas con el empleo de lombricompuestos, pero se ha encontrado poca 

información para las especies forrajeras. 

Las causas de dicha mejora en las plantas son variadas. Kale et al., 1992, señalaron 

que el efecto del lombricompuesto no es inmediato, sino que la respuesta de la planta 

puede tomar cierto tiempo, ya que hay inmovilización del N por parte de los 

microorganismospresentes en la enmienda; ello reduce la cantidad del nutriente 

aprovechable por la planta, el cual posteriormente es liberado al sustrato (Alexander, 

1977). Hidalgo (2001) describió los efectos benéficos del uso del lombricompuesto como 

enmendante de sustratos, que tienden adisminuir con las dosis altas; asimismo, el efecto 

combinado de ambas fuentes de N puede actuar en forma complementaria para proveer 

nutrientes a la planta en las diferentes etapas de su crecimiento, independientemente del 

efecto producido por los nutrientes esenciales del sustrato. 

Por otro lado, la biota desarrollada en el sustrato es la responsable de los beneficios 

biológicos en las plantas. Pérez (1994) mencionó lapresencia de microorganismos con 

propiedades biofertilizantes en el lombricompuesto, los cuales actúan de manera similar 

a los biofertilizantes a base de bacterias y micorrizas (Rani y Sathiamoorthy, 1997), o a 

la inoculación por micorrizas realizada en vivero, que favoreció eldesarrollo de las 

plantas, redujo la cantidad de biofertilizante utilizado (Gasparotto et al., 1998) e 

incrementó la resistencia al estrés durante el trasplante. Eneste sentido, Toyota y Kimura 

(2000) encontraron un predominio de estas bacterias asociadas al lombricompuesto, lo 

cual podría explicar sus ventajas comoenmendante de sustrato. 

Por lo antes expuesto, se puede atribuir al lombricompuesto ventajas como 

enmienda desustratos debido a su efecto en el crecimientovegetativo de las plantas 

jóvenes, entre cuyas propiedades se destaca el aporte de sustancias (de naturaleza química 

o biológica) capaces de estimular el crecimiento. 
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Las mezclas de lombricompuesto y suelo fueron beneficiosas para todos los 

indicadores fisiológicos evaluados. 

El cv. Sudafricana incrementó la germinación, la longitud foliar y el PS foliar y 

radicular en lossustratos que contenían de 40 a 100% delombricompuesto. 

El cv. Mejorada INTA respondió positivamente a la composición del sustrato, a 

pequeñas y altas concentraciones de humus de lombriz (10 y 100%, respectivamente), 

mediante el incremento del porcentaje de geminación, la longitud foliar, la longitud 

radicular y el PS de las hojas y las raíces. 

También se observó correlación entre el aumento de la concentración del 

lombricompuestoy la respuesta biológica. La mezcla 7 (100%) represento la mejoropción 

para ambos cultivares. 
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