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PROLOGO

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 Cienciay Técnica, en el marco de los cuales
se generaron formacion de Recurso Humanos, de grado y de posgrado y se produjo
conocimiento cientifico publicado en revistas nacionales e internacionales. La problematica
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), sugirio esta
problematica como interesante para estudiar y posiblemente lograr su mejora genética. Asi se
plasmaron Proyectos que atendieron a estas problematicas reales, de los productores de la zona
sur de San Luis. Los estudios abarcaron un amplio espectro, desde lo morfo-fisiologico hasta
lo anatémico, el comportamiento frente al estrés, las hormonas implicadas y los mecanismos
de respuestas involucrados. El cultivo in vitro, la formacion de callos para mejora genética, el
estudio de adaptacion a condiciones extremas, etc. Luego de determinar las causas y los
efectos del estrés en Digitaria eriantha, se incursiond en las asociaciones simbioticas como
las micorrizas y las bacterias como mitigadoras del estrés. Conjuntamente con la UNSL, se
trabajo en la tematica a través de Proyectos Internacionales, donde se pudo avanzar en estas
aristas del conocimiento.

El primer proyecto fue un Proyecto Promocionado N° 50106, en la antigua FICES
(Facultad de Ingenieria y Ciencias Econdmico y Sociales), que se denomind. Estudios
fisiologicos y moleculares relacionados al estrés por frio en Digitaria eriantha con fines de
seleccidn, cuya directora fue una Profesora externa la Dra. Guillermina Abdala, perteneciente
a la Universidad Nacional de Rio Cuarto (UNRC) y mi coordinacion, durante los afios 2001 y
2003. Durante dicho periodo se obtuvieron dos becas una de Estimulo y otra de Iniciacién en
la Investigacion que dieron como fruto la Tesina de grado para optar al grado de Ingeniero
Agronomo de Andrea Mariela Quiroga, con el tema “Respuestas morfofisioldgicas de
Digitaria eriantha y formacion de callos como germoplasma factible para seleccionar plantas
resistentes al frio” (FICES, 2003) para alcanzar el grado de Ingeniero Agronomo y las
pasantias de Investigacién de Maria Soledad Garavaglia, alumna de Ingenieria Agronémica
en “Utilizacion del cultivo in vitro para induccion de callos en Digitaria eriantha (FICES,
2003) y del Ing. Agr. Nicolas Bridges con el tema Comparacion entre dos especies del pastizal
Digitaria eriantha y Trichloris crinita en relacion a sus respuestas al estrés por bajas
temperaturas y sequia” (FICES, 2003).

El segundo Proyecto de la UNSL, que aportd conocimiento y profundizacion sobre la
tematica del estrés abiotico fue el Proyecto Consolidado N° 50304 (2004-2006): “Estudios
fisiologicos, moleculares y biotecnologicos del estrés por frio en Digitaria eriantha” con igual
direccion y codireccion 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 frio
en Digitaria eriantha” (FICES, 2006), otra de Claudia Eliana Escudero con el tema “Cultivo
in vitro de una graminea forrajera introducida en Argentina, Digitaria eriantha” (FICES,
2006) y la ultima de Alberto Di Giambatista en el tema “Efecto del estrés por frio y sequia
en parametros morfofisioldgicos de dos especies forrajeras: Trichloris crinita “nativa” y
Digitaria eriantha “introducida”. (FICES, 2006), todas para alcanzar el grado de Ingeniero
Agrénomo. También se ejecutaron Tesis de posgrado como la Maestria en Gestion Ambiental
de la Prof. Ada Lucia Giulietti en “Produccion-Evaluacion Quimica-Biologica de
Lombricompuestos a partir de Residuos Pecuarios con la especie Digitaria eriantha como
protagonista (FICES, 2006).



El tercer proyecto que aporto conocimiento, sobre la especie, a este libro fue el
Proyecto Consolidado N° 50107(2007-2009) “Mecanismos de regulacién del estrés abiotico
en especies de importancia forrajera y forestal” con mi direccion y la Codireccion Dra.
Guillermina Abdala. Se realiz6 una Tesis doctoral en Ciencias Bioldgicas de la Ing. Marisa
Mariela Garbero: “Estrés por frio en Digitaria eriantha: forrajera promisoria para zonas
semiaridas” (UNRC, 2011) y pasantias de investigacién de Maximiliano Sosa, alumno de
Ingenieria Agrondémica en el tema “Preparacion de medios de cultivo y siembra de tejidos
vegetales in vitro en condiciones normales y de estrés abiotico” y de la Lic. Nancy Tavecchio,
en “Determinacion quimica de prolina en Digitaria eriantha bajo la accion de estrés por

frio”.

El cuarto proyecto que contribuyo a este libro fue el Proyecto Consolidado N° 50107
(2010-2013): “Mecanismos de regulacion del estrés abiotico en las plantas”, con mi direccion
y la codireccion de la. Dra. Guillermina Abdala, de la nueva Facultad de Ingenieriay Ciencias
Agropecuarias (FICA). Se realizé la Tesina de grado de Romina Osses “Simbiosis Digitaria
eriantha Steudel var. Mejorada INTA- Azospirillum brasilense. Efectos sobre produccion,
crecimiento y tolerancia a estreses (FICA, 2013), para optar al grado de Ing. Agrénomo. Con
la incorporacion del Proyecto Redes Interuniversitarias IV (2012) “Adaptaciéon de las plantas
a ambientes adversos: suelos, asociaciones simbidticas y mitigacion” en conjunto con las
Universidad de Valladolid, Universidad de Granada, Universidad de Murcia todas de Espafia
y Pontificia Universidad Javeriana de Bogota, Colombia, se incursioné en la problematica de
la simbiosis y la mitigacion de estrés abiotico en esta especie.

El quinto proyecto Consolidado N°2-2914(2014-2017) (FQBYF) Adaptacion de las
plantas a ambientes adversos: simbiosis y mitigacion, con mi direccion y la codireccion del Ms
Cs. Oscar Terenti, conjuntamente con el Proyecto ICOOP (Proyecto Internacional para el
desarrollo) CSIC Granada-UNSL “Mitigacién del estrés abiotico en Digitaria eriantha por
asociacion simbidética combinada con micorrizas arbusculares (Rizophagus intrarradices) y
bacterias promotoras de crecimiento (Actinomicetes) (2015 -2016), se profundizé en el estudio
de la relacion micorriza-Digitaria eriantha y mitigacion 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
investigacion, 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 investigacion.

Con la conviccién que la investigacion es la fuente del conocimiento y la produccién
escrita la forma de sociabilizar la informacion, 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 Ingenieria Agronémica
y Ciencias Bioldgicas, que siempre se acercaron con la intencion de aprender y crecer con la
humildad de los investigadores, hoy autores de este libro.

Dra. Hilda Pedranzani
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CAPITULO 1

Biotecnologia 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 aplicacion exdgena de hormonas, se puede
inducir a una planta, a la produccion de callos, células somaticas indiferenciadas. Una
proporcién intermedia de auxina y citoquinina promueve su induccién y posteriormente
la regeneracion de drganos. Esto representa una herramienta muy util, ampliamente
utilizada, con fines cientificos y econémicos. DigitariaerianthaSteudelsubesp. eriantha,
especie forrajera de origen sudafricano y adaptada a la zona semiérida argentina, fue
regenerada y propagada in vitro con el fin de producir germoplasma de mayor resistencia
a bajas temperaturas. Diferentes tejidos, medios de desinfeccion y de cultivo in vitro
fueron probados. Se logro establecer callos friables los cuales se trasladaron a medio para
induccion de plantulas lograndose obtener y aclimatar plantas con buen desarrollo radical
y foliar los cuales fueron mantenidos a 20°C.

Palabras Claves: callo, cultivo in vitro, Digitaria eriantha, mejoramiento, seleccion
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 20°C.

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



INTRODUCCION

Técnicas biotecnoldgicas aplicadas a programas de mejoramiento en forrajes

En los dltimos afios la biotecnologia ha aportado varias metodologias para
complementar los programas de mejoramiento, como el cultivo de tejidos, la hibridacién
somatica, la variacion somaclonal y la transgénesis. Esta Gltima resulta muy promisoria,
especialmente para incrementar la calidad del forraje, persistencia, resistencia a plagas y
enfermedades, tolerancia a estreses abidticos y para manipular el crecimiento y
desarrollo. Los marcadores moleculares brindan su utilidad para la identificacion y
seleccidn de caracteres agrondmicos complejos. Mas recientemente, la gendmica permite
identificar a gran escala genes de interés para su introduccion en los forrajes. En lo que
respecta al cultivo in vitro y la regeneracién de plantas se han desarrollado protocolos
exitosos de regeneracion para un amplio rango de especies forrajeras a partir de 6rganos,
tejidos y células. La utilizacion de explantos como embriones, semillas e inflorescencias
es frecuente para la induccion de callo. Los dos primeros (semillas y embriones maduros)
poseen la ventaja de hallarse disponibles durante todo el afio, 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 0 embrion para iniciar una
linea celular a partir de la cual se realizaran 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) comprobé que la embriogénesis de ambas especies es de alta
estabilidad genética,con una facil respuesta a la regeneracion,y se obtiene
un ndmero considerable de individuos de un explante inicial. Lolium multiflorum
se puede propagar con fines de produccion de semillas y experimentacion,
ya que se obtuvieron 8 000 plantines de un simple hijo en un periodo de 3 meses (Dale,
1984). A través de la embriogénesis somatica en Medicago sativa alfalfa en suspension
celular, (Brown et al., 1989) han obtenido 300 000 embriones por un gramo de explante
en 54 dias utilizando un protocolo de ocho pasos. Existen otros cultivos que, aunque
se perpetien a través de semillas, presentan serias dificultades para obtener
en breve tiempo una suficiente cantidad de las mismas. En la cafia de azlcar se
han obtenido un alto coeficiente de  multiplicacion, por lo que se pueden
regenerar millones de vitroplantas a partir de un meristemo en cuestion
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 multiplicacion en
campo, dado fundamentalmente por el incremento del ndmero de tallos (Santana,
1994).



Tabla 1.1: Técnicas biotecnolégicas utilizadas en programas de mejoramiento en gramineas

Técnicas

Objetivo

Forrajeras y autores

Embriogénesis somaética y la
organogénesis

(Komatsuda et al., 1993; Rios et
al., 2001).

Cultivo de meristemas

Minimizar el riesgo  de
inestabilidad genética

Conservacién de germoplasma

Micro propagacién

Lolium y Festuca

(Dale y Dalton, 1983; Pérez-
Vicente et al., 1993)

Dactylisglomerata

(Dale y Dalton, 1983).

Cultivo de meristemas para
eliminar virus, solo o0 combinado
con quimioterapia

Erradicacion del virus del

mosaico del tabaco (TMV).

Preservacion a largo plazo en
nitrogeno liquido (-196°C)o el
almacenamiento a corto plazo en
condiciones de crecimiento
limitado

Gramineas (Spangenberg et al.,
1998)

Leguminosas (Yamada et al.,
1991).

Suspensiones celulares

Transformaciéon por biolistica,
para la propagacion 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

Obtencion de hibridos

somaticos,

Se han logrado plantas en
Festucaspp (Takamizo et al.,
1990; Spangenberg et al., 1994),
Loliumspp (Wang et al., 1993a,
1995),

(Gamborg et

Bromusinermis
al., 1970),




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 raices
(Xu et al., 1982), de cotiledones
(Lu et al, 1982) y de hojas
(Johnson et al., 1981)

Semillas artificiales solo Permiten la propagacion | Alfalfa (McKersie y Bowley,
vegetativa a gran escala o la | 1993) donde no se las utiliza a
produccion de semilla hibrida | nivel comercial

comercial pero su obtencion es
aun muy laboriosa y los costos
elevados.

cultivo de anteras y microsporas | Se utiliza para acelerar el | EnFestucaarundinacea y
proceso de mejoramiento a | Festucapratensis  (Nitsch vy
través de la produccion de | Nitsch, 1969; Niizeki, 1977),
haploides. 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 produccién de haploides por cultivo de micrdsporas 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
gramineas, como, por ejemplo, la obtencion de callos, su mantenimiento y la
organogenesis a partir de los mismos, se ha conseguido en muchas especies a partir de
distintos explantes. Existen ejemplos de utilizacion de teécnicas de cultivos de meristemas
y yemas en el mantenimiento de ciertas lineas por propagacion vegetativa y también se
ha utilizado para el saneamiento y micropropagacion 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 variacion en el numero de
cromosomas, también han sido observados y pueden suponer una fuente importante de
variabilidad. Esta variabilidad ha permitido la seleccion de lineas 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 adicion de hormonas al medio de cultivo (auxinas y
citoquininas) para estimular la division celular. A partir de los callos, en muchos casos,
modificando el balance de hormonas puede inducirse la embriogénesis que conduce
finalmente a la formacién 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 dificilmente permite la obtencion 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 obtencion
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
obtencion 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
preservacion in vitro, y la propagacion vegetativa mediante induccion de embriogénesis
en la superficie de los mismos, la elevada frecuencia de modificaciones genéticas en estos
cultivos hace que sean mucho mas apropiados para obtener tetraploides y aneuploides, en
definitiva, para incrementar la variabilidad genética. Parte de la variacion observada
puede ser de origen fisioldgico, y desaparecer al llevar las plantas a maceta. Las
variaciones en el nimero de cromosomas, son muy frecuentes y en general su frecuencia
aumenta con el tiempo de mantenimiento, aunque pueden obtenerse tetraploides tras sélo
dos meses de cultivo. Analizando una muestra de 30 plantas de Lolium perenne
regeneradas a partir de callos que llevaban dos afios de cultivo in vitro, observaron mezcla
de tetraploides y aneuploides. Cambios genéticos que no implican variacion en el nimero
de cromosomas también han sido observados y que pueden suponer una fuente importante
de variabilidad. Esta variabilidad ha permitido la seleccion de lineas de mayor
rendimiento en cafia de azucar (Lin y Chen, 1978) y resistentes a ciertas enfermedades y
ha permitido la obtencion de nuevas lineas en hibridos de L. multiflorum - L. perenne
(Ahloowalia, 1978).



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 utilizacion de técnicas de cultivos de
meristemos y yemas en el mantenimiento de ciertas lineas por propagacion vegetativa.
La utilizacion de este método de propagacion permite eliminar virus y micoplasmas en
Lolium multijlorum y Daciylis glomerata (Dale et al., 1980). La obtencién 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 obtencion de poliploides y
aneuploides, ha sido llevada a cabo en diferentes especies (Dale et al., 1981; Chen et al.,
1982) asi como la obtencidn de lineas 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, asi como en las grandes posibilidades de utilizacion de los
callos en programas de seleccion por resistencia a ciertas condiciones del medio (medios
auxotroficos, alta concentracion de aminoécidos, 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 caracteristicas 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, asi como heredabilidad del tipo de respuesta (Keyes et al.,
1980).

La seleccidn por respuesta in vitro en varias generaciones ha dado lineas 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 regulacion del contenido interno de hormonas, las interacciones hormona externa y
célula (receptores), y los cambios de estos efectos con la ontogenia, son posibles vias de
explicacion de estas distintas respuestas. Las plantas forrajeras representan una gran parte
de la superficie agricola total, y son la base muchos alimentos producidos, por lo que
juegan un papel fundamental en la alimentacién humana. Aunque la hibridacion y
seleccidn clasicas 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 nimero de especies
y explantes utilizables puede reportar beneficios en la mejora genética de estas plantas



La formacion de callos a partir de siembra de tejidos in vitro

La produccion de un callo puede considerarse la desdiferenciacion de un tejido
organizado, como ha sido determinado por los cambios observados en la morfologia 'y en
la actividad metabolica. La formacion de un callo a partir de un tejido explantado esta
acompariada 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
composicion del medio nutritivo como por las caracteristicas fisiologicas 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
division queda restringida inicialmente a las capas periféricas del explante, formandose
un cambium en la lesién cuyas células se dividen, pero no se expanden apreciablemente.
Se producen cambios a nivel estructural, lo que refleja una alteracién en la actividad
metabolica de las células. El incremento en la respiracion esta asociado con un aumento
del nimero de mitocondrias y de la actividad de enzimas glicoliticas, como la
hexoquinasa, la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, y de la malica deshidrogenasa.
Desaparecen los productos de reserva como los granulos de almidén y la sintesis de RNA
y proteinas. Con cuatro a seis semanas de cultivo, el tejido explantado podra haber
producido su peso en tejido calloso, el cual continuara creciendo si se separa y se pasa a
un medio nutritivo fresco. En las condiciones nutritivas y hormonales adecuadas, la
morfologia del callo puede describirse como friable (Figura 1.1) (aquella en la que las
celulas estan asociadas unas a otras de manera relativamente laxa) o compacta (si las
células se agregan mas densamente) (Figura 1.2) Los distintos tipos de callos pueden
caracterizarse por la diferente composicion de sus respectivas paredes, poseyendo los
callos compactos una proporcion mayor de pectinas y hemicelulosas que los de tipo
friable.

Fig. 1.1: Callo Friable Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., especie recalcitrante y apomictica (Fuente
: Bernal-Flores et al., 2015)



Fig. 1.2: Callo compacto Perezia pinnatifida (Asteraceae) planta medicinal andina (Fuente: Olivera-
Fernandez, et al., 2017)

Caracteristicas del crecimiento.

El crecimiento de los callos relativamente indiferenciados y de los cultivos en
suspension puede cuantificarse de distintas maneras, pero normalmente se expresa como
el incremento del peso fresco, del peso seco o del nimero de células en un determinado
intervalo de tiempo. EI modelo general de crecimiento tiene una representacion sigmoidal
en la que puede reconocerse una fase de latencia, en la que no hay divisién celular o en
muy pequefa cantidad, una fase en la que la proporcion de divisiones alcanza un maximo,
la fase <<exponencial>>, seguida de las fases lineal y estacionaria, en las que la
proporcién de células en divisién va disminuyendo gradualmente, prosiguiendo la
vacuolizacion. Cada etapa esta caracterizada por una serie de rasgos estructurales y
bioquimicos distintos, pero todo el ciclo de crecimiento es una continuidad de cambios
fisioldgicos y en cualquier momento podra encontrarse no una poblacion homogénea con
tipos celulares idénticos, sino un espectro de células con morfologia, comportamiento
quimico y complemento genético distintos.

Iniciacion del cultivo de callos

La lesion de un tejido vegetal suele tener como consecuencia la iniciacion de la
division 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 division celular continuara y se formara 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 jovenes o inmaduros en lo que al desarrollo se refiere como

hipocotilos, hojas jovenes, 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 porcion de tejido de la parte mas joven de una planta sana y coloca
en solucion de inmersion en etanol al 70% durante 20-30 seg, seguida de una
esterilizacion completa con una solucion halogenada como hipoclorito sédico
(aproximadamente con un 2% de CI disponible). Después de enjuagar de cinco a seis
veces con agua destilada estéril, se sitda, en un medio de agar sélido como el de
Murashige y Skoog (1962), que contiene 30g I de sacarosa, 1mg I de &cido 2,4-
diclorofenoxiacético (una auxina sintética). El tejido se suele mantener bajo luz
fluorescente (10-100 pmol m™2s™) a 24-28°C y la primera evidencia de la formacion 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 habra desarrollado el suficiente callo como
para poder transferirlo a un medio fresco y establecer el cultivo.

Manipulacion del crecimiento y de la diferenciacion in vitro

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

serie de procesos metabdlicos y fisioldgicos. Conforme las células absorben y liberan
metabolitos, influyen en la composicién del medio y se adaptan a un entorno en cambio
continuo, en lo concerniente a la tasa de division celular y al comportamiento biosintético.
Por supuesto que es posible hacer modificaciones experimentales especificas de la
composicion del medio y dirigir asi el rumbo del desarrollo celular. Esto es asi en virtud
de la plasticidad del desarrollo de la célula vegetal y de la totipotencia genética observada
en células plenamente diferenciadas (aunque en la préactica resulte exactamente dificil
demostrar este fendbmeno en una célula aislada).
No obstante, la manipulacién de la diferenciacidn probablemente sea la estrategia aislada
mas importante en la biotecnologia vegetal como medio tanto de regenerar plantas
completas a partir de células individuales como de inducir la sintesis de metabolitos
secundarios.

En una serie de experimento clasico, Skoog y Miller (1957) demostraron la
relacion aparentemente simple entre el balance auxina-citoquinina del medio nutritivo y
el patron de re diferenciacion de un callo desorganizado de médula de tabaco. Observaron
que si la concentracion de citoquinina (Kinetina) era elevada en relacion a la de auxina
(IAA), resultaba inducido el crecimiento de tallos; por el contrario, si la concentracion de
auxina era relativamente alta, se desarrollaban las raices. 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 manipulacién de los niveles ex6genos de auxina
y citoquinina, ha sentado las bases de las técnicas de regeneracion de una amplia gama
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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 induccion de determinadas rutas del desarrollo. El mecanismo o los mecanismos de
accion de los reguladores del crecimiento dista de estar claro, lo que si se sabe es que la
actividad de una combinacién determinada de reguladores del crecimiento y, en menor
medida, de otros componentes del medio, depende de la <<historia fisiologica>> 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 disminucion de la
capacidad morfogenética y biosintética tras varios ciclos de crecimiento,
simultaneamente con (pero no necesariamente como consecuencia de) un aumento de la
variabilidad genética.

Patrones de organizacion estructural

La reorganizacion de un callo o de una suspension celular suele transcurrir con la
formacion bien de oOrganos (tallos y raices), bien de estructuras bipolares
pseudoembrionarias (embriones somaticos, 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 6rganos con un minimo de crecimiento desorganizado
aislando explantes a partir de tejidos meristematicos, como el apice caulinar o las yemas
axilares: aqui el cultivo se caracteriza por una proliferacion de estructuras
morfologicamente reconocibles, habitualmente tallos o raices. Con una manipulacion
adecuada de la composicion del medio, se puede inducir un desarrollo morfoldgico
posterior, como la formacion de raices sobre tallos cultivados para crear una planta
funcionalmente intacta, de la organogénesis en un callo indiferenciado por manipulacién
de la relaciéon auxina/citoquinina del medio, fue aplicada infructuosamente a estas
especies durante mucho tiempo (Figura 1.4 A y B). Sin embargo, la embriogénesis
somatica se observo en callos con una morfologia particular denominados callos de
<<tipo I>>, caracterizados por poseer un tejido compacto de crecimiento lento, de color
blanco a amarillo palido, formado por células pequefias con citoplasma denso, que se
originaban solo a partir de explantes particulares con unas condiciones hormonales
especificas.Los callos no embriogénicos son blandos y friables y estan compuestos por
células vacuoladas de pared gruesa. En algunas especies como el maiz se ha descripto un
callo friable y de division rapida y sin embargo embriogénica de <<tipo I1>>. 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 derivara de las células
periféricas del escutelo.
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Fig. 1.3: Balance auxinas/citoquininas en la morfogénesis y formacién de callo.
(Fuente: Skoog y Miller ,1957)

Fig. 1.4: Tipos de callos A: Tipo | tejido compacto de crecimiento lento B. Tipo Il callo friable de
crecimiento rapido (Fuente: Rodriguez Beraud et al., 2014)

Si se utilizan inflorescencias inmaduras, el callo deriva del meristemo floral o del
tejido parenquimatico proximo al tejido vascular y, si se utilizan hojas, a partir de células
de la epidermis inferior y del mesoéfilo préximo 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 producira la formacion de embriones somaticos (Figura 1.5). El desarrollo tiene
lugar por divisiones de una Unica 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 dicotiledoneas, como la zanahoria y el apio, y guarda un estrecho
parecido con la embriogenesis cigdtica. Es posible aumentar la frecuencia de
embriogénesis en un cultivo en suspension 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 centrifugacion en gradiente de densidad para fraccionar la poblacion
celular por tamafios (Fujimura y Komamine, 1984). Se puede conseguir un cierto grado
de sincronia 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)

Produccion de callos en Digitaria eriantha Avanzada INTA: Programa de
mejoramiento.

En estudios preliminares de Digitaria eriantha realizados en la region de Sudafrica
(Watt et al.,, 1989) encontraron un sistema para micropropagar esta especie por
embriogénesis somatica, 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 implantacion. Para la
regeneracion, 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 36°C y ante la necesidad de producir germoplasma de mayor
resistencia a bajas temperaturas, condujo a inducir la formacion de callos a partir de
diferentes explantos. Las técnicas de cultivo in vitro proveen medios de propagar masas
de plantas, generar variacién y llevar a cabo seleccion in vitro por caracteristicas valiosas
desde el punto de vista econémico (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 induccion, la composiciondel medio y las condiciones fisicas
que prevalecen durante ésta etapa (Dodds y Roberts,1982) El establecimiento de
cultivos de tejidos a partir de especies de gramineas in vitro hasta hace poco era
dificultoso, pero ofrece hoy la posibilidad de desarrollar nuevas variedades e incrementar
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la produccion 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 concentracion las
variaciones somaclonales transmisibles a la descendencia.  Elcultivode callos
organogenicos como fuente de variabilidad genéticay la posterior regeneracion de plantas
de maiz se ha utilizado con fines de mejoramiento genético (Garcia et al., 1992). En el
presente trabajo se inducira la produccion de callos a partir de distintos explantos y
expondrén a bajas temperaturas para la posterior seleccion de aquellos que resistan las
condiciones impuestas, al nivel de callo (Terakawa y Wakasa, 1992) para producir
finalmente plantas més tolerantes al frio 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, separdndolos y utilizando los mas jovenes. Se sembraron meristemas y
porciones de 2 cm de lamina foliar (lado interno y externo de la vaina) extraidos desde la
base a la punta de la lamina y se desinfectaron segun 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/I-1 de
2,4-D para formacion de callo, (Murashige y Skoog, 1962) sin asparagina, a una
temperatura de 27°C en oscuridad. Se indujo crecimiento de plantulas a partir de callos
en medio MS con el agregado de 1 mg/I-1 de BAP (bencil amino purina) y sacarosa al
6%, con un fotoperiodo de 16h, y crecieron en cdmara amenores temperaturas (22°C) de
las habituales para la especie (22°C).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se pudo establecer que la capacidad de induccion de callos se restringio a
meristemas y zona basal de las porciones internas de la ldamina foliar. Se evidencié que
los tejidos jovenes y menos especializados tienen posibilidades de proliferar en las
condiciones descriptas (Pedranzani et al., 2001). EI medio de Garcia et al. (1992) sin
asparagina que contenia 1mg/lI-1 de 2,4-D usado en produccién de callos en maiz,
permitio formar callos en Digitaria, los cuales se mostraron con apariencia friable, color
claro o blanco y sin pigmentaciones (Figura 1.6) crecieron a 27 ° C y se obtuvieron a 30-
45 dias 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
formacion de plantas enteras en un porcentaje del 30%. Las plantas regeneradas a partir
de callos se mantuvieron en excelentes condiciones a 20°C, mostrando buen desarrollo
como germoplasma a partir del cual se podran generar nuevas series de cultivos in vitro
mas tolerantes al frio.

BIBLIOGRAFIA

Abdullanh, A.; Pedersen, S; Andersen, SB.1994. Triploid and hexaploidregenerants from
hexaploidtimoty (Phleumpratensis L.) via anther culture. Plant Breed. 112: 342-345

Ahloowalia, BS.1978.” Novel megrass genotypes regenerated from embryo callus
culture” Abstr. 4th Inter. Congr. Plant tissue and organ culture Calgary N°
1723.An6mino.1975. “Insolation culture of rice protoplast” Sci. Sinica 18:779-784

Akashi, R; Adachi, T.1992. Somatic embryogenesis and plant regeneration from cultured
immature inflorescens of apomictic dallisgrass (Paspalum dilatatumPoir). Plant Sci.,
82:219-225.

Akashi, R; Hashimoto, A.; Adachi, T.1993.Plant regeneration from seed-derived
embryogenic callus and cell suspensién cultures of bahiagrass (Paspalum notatum). Plant
Sci. 90: 73-80.

Bante, I; Sonke,T.; Tandler,RF;VVan Den Bruel, AMR; Meyer,EM.1990.Another culture
of Lolium perenne and Lolium multiflorum. In: The impact of Biotechnology in
Agruculture (eds. R.S. Sangwan y B.S. Sangwan-Norreel), Kluwer Acad.
Dordrect.pp.105-127

Bernal-Flores, A., Quero-Carrillo, AR., Robledo-Paz, A., Zavaleta-Mancera, HA., &
Pérez-Rodriguez, P.2015. Embriogénesis somatica inducida con estrés osmotico en
Bouteloua curtipendula (Michx.) Torr., especie recalcitrante y apomictica. Revista
fitotecnia mexicana, 38(4), 359-367.

15



Brown DCW, Bowley SR, McKersie BD, Senaratna T, Bcwley JD. 1989. Synthetic
alfalfa seed: an alternate approach to enhance alfalfa production efficiency.
Forage Notes. 34:4

Chen CH, Chen LF, Ross JG. 1982. Plant regeneration from cultured
inmatureinflorescences of orchardgrass (Dactylisglomerata). Euphitica 31, 19-23.

Conger B V, Donnell RE. 1983. Plantlet formation from cultured inflorescences of
Dactylisglomerata. Plant cell tissue organ culture, 3.247-255.

Dale PJ, Cheyne VA, Dalton S J. 1980. Pathogen elimination and in vitro plant storage
in forage grasses and legumes. In Tissue culture methods for plant pathologist. Infra D.
A.y Melgeson. J P Ed.

Dale PJ, Thomas F, Brehell RIS, Wernicke. 1981. Embryogenesis from cultured
inmatureinflorescences and nodes of Loliummultiflorum. Plant cell, tissue organ culture.
1, 47-45.

Dale PJ. 1984. Tissue culture and forage crop improvement. Span 27:2

Dale, PJ; Dalton, S.J.1983.Immature inflorescense culture in Lolium, Festuca,Phleum and
Dactylis. Z. Pflansenphysiol.,111:39-45.

Diaz, M1; Echenique, V2; Schrauf, G.3; Cardone, S3; Polci, P1; Lutz, E1 Y Spangenberg,
G. Biotecnologia y Mejoramiento Genético de Especies Forrajeras Ria, 33 (3): 77-104
ISSN Edicion Impresa 0325-8718. Diciembre 2004. ISSN Edicion En Linea 1669-2314
INTA, Argentina

Dodds JH, Roberts LW. 1982. Experiments in plant tissue culture, Cambridge Univ.
Press, Cambridge, USA, 36-50.

Donnel RE, Conger BV. 1984. Callus induction and plantlet formation from nature
embryo explants of Kentuky bluegrass. Crop. Sci. 24, 573-578.

Echenique, V; Diaz, M; Polci, P; Mroginski, L.2001. Embryogenic cell suspension from
different explants and cultivars of Eragrostis curvula (Schrad) Nees. Biocell. 25: 131-
138

Fournier, D; Ghesquiere, M; Poisson, C. 1996. Plant regeneration from cell suspension
cultures of tetraploid tall fescue. Plant cell Tissue organ culture. 46: 165-168

Fujimura, T; Komamine, A. 1984. Fractionation of cultured cells, in Cell Culture and
Somatic Cell Genetics of Plants, Vol. 1. Ed. Vasil, 1.k., pp. 159-166. Orlando, Florida,
AcademicPress.

Gamborg, OL; Constabel, F; Miller, RA.1970. Embryogenesis and production of
albinoplant from cell cultures of Bromus inermis. Plant, 95: 355-358

16



Garcia, MD; M del C Molina; Caso OH. Revista del V Cong. Nac. del Maiz- Il Reunion
Sudamericana de Maiceros, Pergamino, Buenos Aires. Cap. I. 1992. 61-69

Hanning GE, Conger BV. 1982. Embryoid and plantlet formation from leaf segments of
Dactylis glomerata. Theor. Appl. Genet. 63, 155-159.

Horn, ME; Conger, BV; Harms, C.T.1988. Plant regeneration from protoplasts of
embryogenic suspension culture of orchardgrass (Dactylis glomerata L) Plant cell Rep.
73:371-374

Johnson, LB; Stuteville, DL; Higgins, RK; Skinner,D.Z. 1981.Regeneration of
alfalfaplants from protoplast of select clones. Plant Sci. Cell.20:297-304

Komatsuda, T; Annaka, T;0ka,S.1993. Genetic mapping of a quantitive traits locus (QTL)
that enhances the shoots differentiation rate in Hordeum vulgare L. Theor.Appl.
Genet.,86:713-720

Kasha, KJ, SimonE, Oro R, Yao QA, Hu TC, Carlson AR. 2001. An improved in vitro
technique for isolated microspore culture in barley. Euphytica 120: 379-385.

Kasperbawer MJ, Buchner RC, Bush LP. 1979.Tissue culture of annual ryegrass. Tall
fescue F, Hybrids. Callus establishment and plant regeneration. Crop. Sci. 19, 457-460.
Kasperbawer, MJ, Buckner, RC. & Springer, WD. 1980. Haploid plants by anther-panicle
culture of tall-fescue. Crop. Sci. 20, 103-106.

Keyes GJ, Collins GB, Taylor NL. 1980. Theor. Appl. Genet. 58, 265-271.

Kosky R.1992. Cultivo de tejidos en la cafia de azucar. En: Conferencias Primer Curso
FAO-Francia-Cuba sobre técnicas modernas de mejoramiento 'y multiplicacion de
especies agamicas. Instituto de Biotecnologia de las Plantas. Universidad Central de
Las Villas, Cuba

Lin, MC.; Chen, WH.1978. “Tissue and cell culture as aid to sugar cafie Breeding li
Performance and yield potencial callus derived lines. Euphytica 27:273-282

Lo PF, Chen CM, Si Ross JG. 1980. Vegetative propagation of temperate estorage grasses
throught callus culture. Crop Sci. 20, 363-370.

Lu, DY.; Pental, D.; Cocking, EC.1982. Plant regeneration from seedling cotyledon
protoplast. Z. Pflanzenphysiol., 107:59-63

Mckersie, BD.; Bowley, SL.1993. Synthetic seed in alfalfa. In synseedsaplications of
synthetic seed to crop improvement (ED. K Redenbaugh) CRC. Press Boca raton, pp.231-
255

17



Medrano H, Pol A.2011. Cultivo de tejidos y mejora genética en gramineas forrajeras.
Pastos, 15(1-2), 53-65.

Mokhtarzadeh, A.; Costantin, JM. 1978. Plant regeneration from hypocotyl and anther
derived callus of barseem clover. Crop. Sci. 18:567-572

Murashige T, Skoog F.1962. A revised medium for rapid growth and bio assays with
tobacco tissue cultures. Physiologia plantarum, 15(3), 473-497.

MurtyVR. 1992. Archievingapomitic reproduction in sorghum in India and USA.
Apomixis Newsletter. 5:50

Nielsen, KA; Carsen, E.; Knudsen,E.1993. Regeneration of protoplast derived Green
plants of Kentucky bluegrass (Poa pratensis L) Plant. Cell Rep., 12:537-540

Nitsch, JP; Nitsch, C.1969. Haploid plants from pollen grains. Science, 163:85-87

Niizeki, M.1977. Haploid, polyploid and aneuploid plants from cultures anthers and
calluses in species of Nicotiana and forage crops.J.Facul. Agri. Hokkaido Univ. 58:343-466

Olivera-Gonzales P, Espinoza del Rio R, Tamariz-AngelesC.2017. Perezia pinnatifida
(Asteraceae) planta medicinal andina. Multiplicacion in vitro y embriogénesis somatica
de Revista peruana de biologia, 24(3), 323-328.

Pagnier M, Demaly Y.1979. Obtentiond'individusandrogenetiques par culture in vitro
d'antheres de Ray-grass dTtalie (Loliummultiflorum). Ann. Anelior. Plants. 29, 6, 631-
637.

Pedranzani HE, Quiroga AM, Garavaglia S, Molina MC. 2001. XXVIII Jornadas
Argentina de Botéanica 76 La Pampa, Argentina.

Pedranzani HE, Quiroga AM, Molina MC. 2004. Produccion de callos e induccion de
plantas de Digitaria eriantha Avanzada INTA in vitroPhyton 73:111-114

Perez-Vicente, B.; Wen, XD.; Wang,ZY.; Leduc,N.; Sautter,C;Werli,E.; Potrykus,|I.;
Spangenberg,G.1993. Culture of vegetative and floral meristems in ryegrasses: potential
targets for microballistictransformation.J. Plant Physiol., 142:610-617.

Rios, RD.; Gémez, C.; Ferri, A.; Ciancio,J; Ardila,F.; Franzone,P.2001. Transformacion
genética de alfalfa. REDBIO. Absracts of the VI Latin —~American Meeting on Plant
Biotechnology. Brazil.pp.52

Rodriguez Beraud MM, Latsague Vidal MI, Chacon Fuentes MA, Astorga Brevis
PK.2014. Induccion in vitro de callogénesis y organogénesis indirecta a partir de
explantes de cotileddn, hipocotilo y hoja en Ugnimolinae. Bosque (Valdivia), 35(1), 111-
118.

18


https://www.researchgate.net/journal/Phyton-1851-5657

Saito, K.; Nakayama, R.; Takeda, K.; Kuwata,H.1973. Studies of breeding of grass.
Differentiation of plants by antehr culture in orchardgrass and smooth bromegrass.
Bull.Fac. Agri. Hirosaki Univ., 21: 1-8

Santana I. 1994. Estudio de la variabilidad en poblaciones de cafia de azUcar obtenidas
por cultivo de tejidos. Tesis presentada en opcion al grado de Dr. EnCiencias
Agricolas. Instituto Nacional de Investigaciones en Cafia de AzUcar, La Habana 85 p.

Sharma HC, Gill BS, Sears RG. 1984. Inflorescence culture of wheat. Agropyron hybrids.
Callus induction, plant regenerations and potential in overcoming sterility baniers. Plant
Cell Tissue Organ Culture, 3, 247-255.

Skoog F, Miller CO. 1957. Chemical regulation of growth and organ formation in plant
tissues cultured in vitro, in The Biological Action of Growth Substances, Symp. Soc. Exp.
Biol., Vol. 11 Ed. Porter, H.K., pp. 118-131- Cambridge, Cambridge University Press.

Siva Reddy V, Leehavathi S, Sen SK. 1985. Influence of genotype and culture médium
on minoscore callus induction and free plant regeneration in anthers of Oryza sativa.
Phisiol. Plant. 63, 309-314.

Spangenberg, G.; Wang, ZY.; NagelJ.; Potrykus,1.1994. Protoplast culture and
generation of transgenic plants in red fescue (Festuca rubra L). Plant. Sci. 97:83:94

Spangenberg,G.; Wang, ZY.;Potrykus,|.1998. Biotechnology in forage and turf grass
improvement. In: Monographs on theor.Appl.Genet (eds. R.Frarkel et al.) Volume 23,
Spring Verlag, Herdelberg.

Takamizo,T.; Suginobu,KI.; Ohsugi,R.1990. Plant regeneration from suspension culture
derived protoplast of tall fescue (Festuca arundinaceaSchreb) of a single genotype. Plant.
Sci., 72: 125-131

Terakawa T, Wakasa K. 1992. Rice mutant resistant to the herbicide bensulfuron methyl
(BSM) by in vitro selection. Japan, J Breed 42 267-275

Vasil IK. 1987. Developing cell and tissue culture systems for the improvement of cereal
and grass crops” F. Plant Physiol. 128, pp. 193-218.

Wang,ZY; Vallés,MP.; Montavon,P.; Potrykus,l.; Spangenberg,G.1993a. Fertile plant
regeneration from protoplasts of meadow fescue (Festuca pratensisHuds).Plant cell.
Rep., 12:95-100

Wang,ZY; Nagel,J.; Potrykus,G.1993b.Plants from cell suspension derived protoplasts in
Lolium species. Plant Sci., 94:179-193.

Wang, ZY; Legris,G.; Valles,MP.; Potrykus,l.; Spangenberg,G.1995. Plant regeneration
from suspension and protoplasts cultures in the temperate grasses Festuca and Lolium.
In: Curr.Issues Plant. Mol. And Cell. Biol(eds. M. Terzi, R.Cella,Y.A.Falavigna)Kluwer
Academic Pub., Dordrecht.pp.81-86.

19



Wang,L.; Wang, X.; Huang,B.1996. Direct somatic embryogenesis and plant regeneration
from single cell suspension cultures of Elymus giganteusVahl. Plant. Cell Rep., 15:865-
868

Wang,ZY; Hopkins,A.; Mian, R.2001 a. Forage and turf grass biotechnology. Critical
reviews in Plant Sci., 20: 573-619

Watt P, Mycock DJ, Cresswell CF. 1989.Plant regeneration by  somatic
embryogenesis from leaf explants of Digitana eriantha(Steud) Subsp. Eriantha. Proc.
XVI Int. Grassl. Cong., Nice. p. 421

Watt P, CresswellCF. 1988. J Soc South Afr 5, 3 167-168

Xu,ZH; Davey,MR.; Cocking,EC.1982.0rganogenesis from root protoplasts of the
forage legumes Medicago sativa and Trigonella foenum-graecum. Zeitschrift-Fur-
Pflanzenphysiologie. 107:231-235

Yamada, T.; Sakai, A.; Matsumura, T.; Higuchis, S.1991. Cryopreservation of apical
meristems of white closer (Trifolium repens L).Plant.Sci.73:111-116

Zagorska, N.; Stereva,R.; Robeva,P.1990. Alfalfa (Medicago sativa): in vitro production
of haploid. In:Y.P.S Bajaj (Ed), Biotechnology in Agriculture and Forestry Vol.12.
Haploids in Crop Improvement: I. Springer, Berlin. 458-471

20



~ MODULO
ESTRES ABIOTICO




CAPITULO 2

Germinacion de Digitaria eriantha Steudel subesp eriantha cv. Sudafricana y de
Trichloris crinita en condiciones de estrés abidtico.

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 osmoticos (PO) en la germinacion de las semillas de Digitariaeriantha
Steudel subesp. Eriantha cv. Sudafricana y Trichloris crinita. Las semillas se colocaron
a germinar en capsulas de Petri a temperaturas de 17°, 25°, 30° y 35°C y en soluciones de
PEG6000, para simular potenciales osmoticos: 0 (Control, agua destilada); -0,5; -1y -1,5
MPa. Se registro el porcentaje de germinacion (PG). Ambas especies mostraron los
mayores PG en el rango de 25°y 30°C; a 17°C el PG fue significativamente menor después
de 14 dias. En T. crinita el PG disminuy0 significativamente con potenciales de -1y -1,5
Mpa en todas las temperaturas; ademas, con -1,5 Mpa a 17° y 35°C las semillas no
germinaron. EI PG de las semillas de D. eriantha disminuyo con potenciales de -0,5y -
1,5 Mpaa 17°y 35°C, y a 25°C también disminuyd, pero con potenciales de -1 Mpa y -
1,5 Mpa. Se concluye que a temperatura de 25°C 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 °C con
potenciales altos de 1,5 Mpa de PO ninguna de las dos especies germina.

Palabras claves: Estrés osmotico, germinacion, 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 17°, 25°, 30° and 35°C 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 30°C; at 17°C 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 17° and 35°C the seeds did not germinate. The GP of the D.
eriantha seeds decreased with potentials of -0,5 and -1,5 Mpa at 17° and 35°C, and it also
decreased at 25°C but with potentials of -1 Mpa and -1,5 Mpa. It is concluded that at a
temperature of 25°C 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 °Cwith high potentials of 1.5 Mpa
of PO none of thetwo species germinate.

Key words: Germination, osmotic stress, temperature
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INTRODUCCION

Origen, distribucion y sinonimia

La germinacion de las semillas es un estado critico para el establecimiento de las
plantulas y determina posteriormente la produccion de los cultivos (Almansouriet al.,
2001), los cuales dependen de una interaccion entre el sustrato de siembra y la calidad de
la semilla (Khajeh-Hosseiniet al., 2003). Entre los factores adversos que afectan la
germinacion se pueden incluir la sensibilidad al estrés por sequia (Wilson et al., 1985) y
la tolerancia a la sal (Sadeghian y Yavari, 2004). Cornagliaet al. (2005) evaluaron los
efectos del estrés hidrico en la germinacién y el crecimiento de las plantulas 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 germinacion fue mas sensible al aumento
del estrés hidrico que la germinacion total, aunque ambas disminuyeron, y hubo una
sensibilidad elevada al estrés hidrico durante la germinacion y la emergencia temprana.

Demiret al 2013, al estudiar la germinacion y el crecimiento frente a la sal (NaCl)
y al efectoosmético (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 dias
después de la antesis, encontraron que la concentracion de sal y el potencial osmético mas
altos produjeron una disminucion en la germinacion 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 germind ninguna semilla.

También Foolad y Lin (1997), en semillas de tomate en diferentes medios con
idénticos potencialesosmaticos, hallaron que la velocidad de germinacion fue afectada
principalmente por el efecto osmético con relacion al contenido idnico del medio; los
autores concluyeron que el estrés impuesto resulté en una mayor ganancia de biomasa, la
cual puede ser atribuida a una mayor division celular y al contenido de azucares (Gill et
al., 2003).

Murillo et al. (2002) sefialaron que el estrés salino tuvo un menor efecto en la
geminacion de las semillas de Vignaunguiculatal.. Walp que el estrés hidrico simulado
con PEG a los mismos potenciales osmoticos. Demiret al. (2003), en semillas de
aubergine o brinjal (Solanummelongena), también encontraron que las semillas
inmaduras fueron mas sensibles al estrés osmotico 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 presenté una mejor adaptacion a las condiciones
edafoclimaticas de la regidon semiarida argentina.
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Trichloris crinita es una especie nativa de la region semiarida argentina, de
mediana a alta palatabilidad, perenne y es considerada un recurso forrajero del pastizal
natural, tolerante a la sequia y a bajos niveles de salinidad (Cavagnaro et al., 2007). Como
toda especie del semiarido, el riego incrementa el niumero y la tasa de germinacion de las
semillas (Ordoriez et al., 2003).

Este trabajo tuvo como objetivo investigar la tolerancia a diferentes temperaturas
y combinaciones de temperatura y estrés osmdtico en dos especies, una oriunda de
Sudéfrica 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 METODOS

Se utilizaron semillas de las especies D. eriantha cv. Sudafricana y T. crinita
cosechadas en el campo.
Tratamientos y disefio

Se aplicaron los siguientes tratamientos: A- 17, 25, 30 y 35°C en agua destilada
estéril; B- 17, 25 y 35°C en solucion de polietilenglicol (PEG 6000) con potenciales
osmoticos de -0,5; -1y -1,5 Mpa y agua estéril como testigo (tabla 2.1). Se colocaron 100
semillas en cinco cépsulas de Petri (20 semillas por capsula) en un disefio completamente
aleatorizado con cinco repeticiones.
Procedimiento

Previamente al inicio del estudio las semillas se seleccionaron, de acuerdo con la
uniformidad de tamafio y las caracteristicas externas, y se descartaron aquellas con
alteraciones y malformaciones. Las semillas fueron esterilizadas superficialmente por
inmersion en alcohol al 70% y con hipoclorito de sodio al 20% durante 5y 30 min,
respectivamente, y fueron enjuagadas con agua destilada estéril. Después se prepararon
capsulas de Petri de 10 cm de didmetro con papel de filtro (ambos previamente
esterilizados) embebido con 5 ml de agua destilada estéril.
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Tabla 2.1: Protocolo de preparacion de soluciones de PEG 6000 para distintas temperaturas y

potenciales osmoticos.

Presidn osm ética [PEG 6000] (g/L)  Volumen de agua Peso PEG 6000 (g
final (mL)
Temperdura 17°C
0 Mpa 0 260 0
-0,5 Mpa 187,317 260 4,70
-1,0 Mpa 277,449 260 72,14
-1,5 Mpa 346,368 260 90,18
Temperatura 25°C
0 Mpa 0 260 0
-0,5 Mpa 202,130 260 52,15
-1,0 Mpa 295,713 260 76,88
-1,5 Mpa 367,667 260 95,59
Temperatura 35°C
0 Mpa 0 260 0
-0,5 Mpa 224065 260 58,26
-1,0 Mpa 322,327 260 33381
-1,5 Mpa 397,764 260 103,42

La germinacién se hizo en cémara de cultivo en oscuridad y se agregd
semanalmente 5 mL de agua destilada estéril en los tratamientos Ay B, y 5 mL de
solucion de PEG en B. Las semillas se consideraron germinadas cuando emergio la

radicula.

Mediciones y Andlisi estadistico
Se midio el porcentaje de germinacion (PG) a los 3, 7'y 14 dias para el tratamiento
Ay alos 14 dias para el B. Los datos de germinacion se analizaron usando ANOVA y

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

RESULTADOS

Germinacién a diferentes temperaturas
En la tabla 2.2 se observan los porcentajes de germinacion de D. erianthayT.

crinitaa 17, 25, 30 y 35°C de temperatura a los 3, 7 y 14 dias posteriores a la siembra.

Tabla 2.2: Germinacidn en semillas de Digitaria eriantha subesp. eriantha cv Sudafricana y
Trichloris crinita (%).

Especie Dia Temperatura
17°C 25°C 30°C 35°C
Digitavia 3 3£2,7° 27 £5,7° 27 £10,2° 16 £4,2°
eriavtha 7 10 £5,0° 28 10, 4° 28 + 7.6 20 £6,1%
14 16 £42° 29 + 11,4 30 + 5,0° 20 £6,1%

a, b, ¢ Valores en una misma fila con superindices no comunes difieren a P<0,05 (Digiambatista et al.,
2010)
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EnD. erianthaa los tres dias, en el tratamiento con la temperatura mas baja (17°C)
se observo el menor porcentaje de germinacion, con diferencias significativas respecto a
las otras tres temperaturas, entre las cuales no hubo diferencias. A los siete dias el PG
mostro sus valores méximos a 25 y 30°C de temperatura, con diferencias significativas
respecto al PG a 17°C. A los 14 dias se mantuvo la relacion observada a los siete dias. El
tratamiento de 17°C tuvo el mayor incremento en el PG respecto al observado en los dias
3y 7. EnT. crinita a los tres dias posteriores a la siembra, los PG a 25 y 30°C mostraron
diferencias significativas con respecto a las temperaturas minima y méaxima, y el PG a
35°C difirid del alcanzado con 17°C (tabla 2.2). A los siete dias se obtuvieron los maximos
valores de PG a 25y 30°C, que superaron el 90% y mostraron diferencias significativas
respecto a 17 (75%) y 35°C (68%), temperaturas entre las cuales también existid
diferencia significativa (tabla 2.2). A los 14 dias después de la siembra, a 35°C el PG fue
significativamente menor que en los otros tres tratamientos (tabla 2.2).

Germinacion en condiciones de estrés osmotico

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
osmoticos (PO).

A 17°C el efecto del PO en el PG de T. crinita se manifest6 a -1,0 Mpa, donde
descendi6 en forma altamente significativa (5%) respecto al control (80%), y a -1,5 Mpa
las semillas no germinaron. En D. erianthael PG disminuyé significativamente a
potenciales de -0,5y -1,5 Mpa (figura 2.1).

100 -
80 -

Porcentaje

i T . R
0 Mpa (-)05Mpa (-)1,0Mpa (-)1,5Mpa

Potenciales Osmoticos

O vgitaria eriantiia O Trichloris crinita

Fig. 2.1: Porcentaje de germinacion en semillas de Digitariaerianthasubesp. Eriantha cv.
Sudafricana y Trichloris crinita a 14 dias de la siembra, bajo condiciones de estrés osmotico y
17°C de temperatura (Digiambatista et al., 2010)
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A 25 °C el efecto del PO en el PG de T. crinita se manifestd a-1,0 y a -1,5 Mpa,
donde descendio en forma altamente significativa respecto al control. En D. erianthael
PG disminuy0 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)

100 1

Porcentaje
(-]
-
*

*

0 SO0 . . | rcoo . SESS ,

0 Mpa -}0,5Mpa (}1,0Mpa (-} 1,5Mpa

Potencial osmotico

8 Digitariz erigetha O Tricklorvis crinita

Fig. 2.2: Porcentaje de germinacion en semillas de Digitariaerianthasubesp. eriantha cv.
Sudafricana y Trichloris crinita a 14 dias de la siembra, bajo condiciones de estrés osmaticoy
25°C de temperatura (Digiambatista et al., 2010)

A 35 °C el efecto del PO en el PG de T. crinita se manifesté a -1,0 Mpadonde
descendi6 en forma altamente significativa respecto al control igual que a 25°C. A 1,5
Mpa no existio germinacion. A 35 °C el PG de D. erianthase manifesté a -0,5 Mpa
incrementando significativamente el PG y a -1,5 Mpano existié germinacion. (Figura

2.3).

80 -
B 80
=
a0
5
& 20 - *
* *
0 T T

0 Mpa (-)05Mpa (-)1,0Mpa (-)1,5Mpa
Potenciales Osmoticos

O ygitaria erigntira O Trichiforis crinita

Fig.2.3: Porcentaje de germinacion en semillas de Digitariaerianthasubesp. Eriantha cv.
Sudafricana a 14 dias de la siembra, bajo condiciones de estrés osmatico y35°C de temperatura
(Digiambatista et al., 2010).
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DISCUSION

La temperatura es uno de los factores mas importantes que regulan el proceso de
germinacion. Los resultados del presente trabajo mostraron incrementos en el PG a
medida que esta se incrementd; sin embargo, cuando superé los 30°C el PG disminuyd.
Ello evidencid que el rango 6ptimo para ambas especies fue entre 25 y 30°C. No obstante,
Greco et al. (2002) determinaron que el mayor porcentaje en T. crinita (90-100%) ocurrio
entre 25 y 35°C y la maxima velocidad de germinacion entre 30 y 35°C, y dedujeron que
existe una correlacién entre la germinacion y la temperatura del suelo. Esto puede estar
asociado a las temperaturas tipicas de la época estival, que coincide con el momento del
afio en el que se concentran las precipitaciones en las zonas donde vegetan ambas
especies. En estudios realizados en otras especies se concluyd que las temperaturas
Optimas para la germinacion, obtenidas mediante trabajos en laboratorio, responden a un
determinado patrén 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 6ptimo de temperatura fuealto a partir del
tercer dia posterior a la siembra y mostraron poco incremento con el transcurso del
tiempo. Sin embargo, a valores extremos de 17 y 35°C las semillas germinaron méas
lentamente, por lo que se observaron incrementos en el PG incluso después de 14 dias, lo
que sugiere que estas afectaron el PG a los tres, siete y 14 dias, 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 35°C (Terenti, 2004;
Pedranzaniet al., 2005). Por otra parte, el bajo contenido de humedad edafica es otro de
los factores ambientales que afectan el porcentaje y el tiempo de germinacion (Brown,
1995). EIl descenso del potencial osmdtico producido por el PEG 6000, provoca una
reduccion en la viabilidad y el vigor de las semillas (Fanti y Pérez, 2004). En D.
erianthacv. Sudafricana los descensos mas importantes se observaron en la combinacién
de -0,5 Mpa a 17°Cy en -1,5 Mpa a 35°C. La PO de -1 Mpa no afecté el PG a las
temperaturas extremas, pero con 30°C (6ptima de germinacion de la especie) afectd la
germinacion.

En T. crinita el PO -0,5 Mpa no afectd significativamente la germinacion 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 (Gonzalez
et al., 2005) y de Bulnesia retama (Rodriguez Rivera et al., 2007); ademéas con PO de -
1,5 Mpa las semillas no germinaron con las temperaturas extremas (17 y 35°C). En
StipaneaeiyLeymuserianthusse han encontrado respuestas similares, es decir, que las
temperaturas extremas y los altos PO inhibieron la germinacion (Bonvissuto y Busso,
2007).
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De acuerdo con los resultados se concluye que las temperaturas de 25 a 30 °C
fueron las dptimas para T. crinita y D. eriantha, en las que se alcanzaron los maximos
valores de PG con bajos potenciales osmdticos. A temperatura de 25°C ambas especies
toleraron hasta -0,5 Mpa de PO y disminuyeron significativamente su PG a -1,0 Mpay a
-1,5 Mpa y a 30 °C con potenciales altos de 1,5 Mpa de PO ninguna de las dos especies
germina.
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CAPITULO 3

Efecto del frio y la aclimatacion en la produccion de Digitaria eriantha cv.
Mejorada INTA.

Olga Marcela RUIZ, Marisa GARBERO, Hilda PEDRANZANI.
Resumen

Digitariaeriantha es una especie megatérmica, componente natural del pastizal de
Sudafrica introducida en el afio 1991 en la region central semiarida templada de
Argentina. Representa un importante recurso forrajero con aproximadamente 100.000 ha
de produccion al afo. El rebrote primaveral se inicia con el aumento de la temperatura
ambiental y generalmente es afectado por las heladas tempranas y tardias de -3 a -5° C.
El objetivo del presente trabajo fue evaluar el efecto de las bajas temperaturas en el estado
de pléntula en las variables de produccion. Se sembraron semillas en sustrato de
tierra/vermiculita 1:1, fueron mantenidas a temperatura de 25° C, con aplicacion de riego
semanal y fotoperiodo 16 hs luz 8 hs oscuridad por treinta dias. A partir de este momento
(dia O) se realizaron los tratamientos con frio sometiendo las plantulas a 4° 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 evalud peso seco en planta entera, raiz y follaje, longitud
foliar y radical, semanalmente, durante un mes. El andlisis estadistico de los resultados
se realizd por el procedimiento GLD (General Lineal Model) de SAS
(Statical AnalysisSystem), utilizando contraste de medias con Prueba de Rangos Multiples
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.lt
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
3¢ week after treatment.

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

El estrés abiotico (altas y bajas temperaturas) limita de una forma u otra la
produccidn agricola. Las plantas exhiben una tasa maxima de crecimiento y desarrollo a
una temperatura 6ptima o a un rango diurno de temperatura (Fiher y Hay, 1981). La
aclimatacion y tolerancia al frio implica una serie de procesos bioldgicos, moleculares y
metabolicos (Tomashow, 1999; Larkindale et al., 2005; Kotak et al., 2007; Zhu et al.,
2007). La exposicion de las plantas a la temperatura conduce a cambios en el metabolismo
celular y ese estrés cambia la estructura, las propiedades cataliticas, la funcion de las
enzimas y los transportadores de metabolitos de membrana (Kubien et al., 2003). Los
metabolitos que responden al estrés incluyen azucares solubles, aminoacidos, poliaminas
y lipidos (Levitt, 1972; Guy, 1990; Nayyar et al. 2005; Farooq et al. 2009). Las plantas
expuestas al estrés por frio presentan diversos sintomas fenotipicos en la etapa de
crecimiento como: fallas en la germinacion, plantulas atrofiadas, expansion 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 reduccién
del rendimiento de grano de los cultivos (Suzuki et al., 2008). En plantas de arroz
expuestas al frio 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 frio en los vegetales se da por dafio en la membrana
plasmatica (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 percepcién 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 vias de sefializacion que incluye mensajeros
secundarios que promueven la produccion de proteinas sensibles al frio (Rajashekar,
2000). Se ha demostrado que la rigidez de la membrana plasmatica durante la exposicion
al frio induce genes sensibles al frio que ayudan a la aclimatacion en alfalfa y
Brassicanapus (Orvar et al., 2000; Sangwan et al., 2001). Los 6rganos vegetales difieren
en su nivel de tolerancia, normalmente las raices son mucho mas 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 produccidn de nuevas raices y brotes en el final del
periodo frio.

Digitaria eriantha se considera una especie mega térmica, componente natural del
pastizal de Sudafrica. 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

33



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

La baja tolerancia a las heladas tempranas y tardias, se consideracomo una de las
principales debilidades de la especie, debido a lo cual seconsidera importante identificar
las variables morfofisiologicas y de crecimiento que se ven modificadas por efecto del
estrés. Se ha observado que el peso fresco de planta entera, de follaje y deraices se vieron
afectadas por efecto del estrés por frio, y se ha demostrado el efecto del frio tanto en el
crecimiento como en el contenido de aguade raices (Ruiz et al. 2003).

La sequia 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 fisioldgico y ya se handescripto una gama de genes relacionados con respuesta al
estrés y variados productos metabdlicos 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 aplicacién de riego semanal y fotoperiodo
16 hs luz 8 hs oscuridad, durante treinta dias, a partir de este momento se realizaron los
tratamientos. Las plantulas de 15 cm fueron extraidas para su medicion y procesamiento,
en cada una de las muestras se evalu6 peso seco (PS), secado en estufa a 60 °C hasta peso
constante, en planta entera, raiz 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 seccidn de frio se llevé a cabo durante la primera semanay consistié
en someter a las plantas a una temperatura de 4 °C durante48 hs. La segunda seccion de
frio se efectu6 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 analisis estadistico de los resultados se realiz6 por el
procedimiento GLD (General Lineal Model) de SAS (Statical Analysis System)
utilizando contraste de medias con Prueba de Rangos Multiples 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), evidencidndose el efecto negativo de las 48hs
de frio, 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 acumulacién de los
dos tiempos de frio (48+96 hs), ya que la primer seccionde baja temperatura no afecto a
dicha variable. La primera seccion de baja temperatura afectd significativamenteal peso
seco de follaje y raiz durante las dos primeras semanas. El segundo tratamiento de frio no
disminuyé 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 Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5

(mm) I I I 1 I I I I I I

Foliar 12,25 | 5,75b | 14,50 | 12,00 | 16,80 | 16,50 | 18,50 | 22,50 | 18,50 | 20,00
a a b a a a a a a

Radical 750a | 7,00a | 7,00a | 6,80a | 850a | 7,50a | 7,50a | 9,50b | 8,00a | 9,30 a

Medias con la misma letra para la misma fila, indica que no hay diferencia significativa. Test de rangos
multiples 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 raices de Digitaria eriantha durante cinco semanas con
dos tiempos de bajas temperaturas (48 y 96 hs a 4 °C)

Peso Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5
Seco

Planta | 0,160 | 0,021 | 0,290 | 0,100 | 0,300 | 0,160 | 0,440 | 0,270 | 0,450 | 0,500
Entera a b a b a a a a a a

Follaje | 0,133 | 0,023 | 0,250 | 0,070 | 0,250 | 0,140 | 0,360 | 0,220 | 0,360 | 0,410
a b a b a a a a a a

Raiz 0,030 | 0,010 | 0,055 | 0,025 | 0,050 | 0,020 | 0,090 | 0,050 | 0,100 | 0,090
a b a b a b a a a a

Medias con la misma letra para la misma fila, indica que no hay diferencia significativa, para p < 0,05.
Test de rangos multiples de Duncan I: Control - 1I: Tratado con bajas temperaturas (Pedranzani et al.,
2005).
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Tabla 3.3: Variacion 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 1l Semana 2 Semana 3 Semana 4 Semana 5

Follaje 17,33 | 10,86 | 22,79 | 16,68 | 24,00 | 19,85 | 36,79 | 23,19 | 39,32 | 28,93

a b a b a b a b a b
Raiz 43,33 | 25,27 | 50,00 | 25,00 | 41,80 | 27,86 | 64,20 | 38,32 | 66,79 | 45,00
a b a b a b a b a b

Medias con la misma letra para la misma fila, indica que no hay diferencia significativa. Test de rangos
multiples de Duncan (< 0,05). I: Control - II: Tratado con bajas temperaturas (Pedranzani et al., 2005)

En la Tabla 3.3 la variacion del (PMS) de follaje y de raiz durante las cinco
semanas muestra diferencias significativas a favor del control, manteniendo el efecto
negativo del estrés por frio durante todo el periodo de experimentacion.

El crecimiento vegetativo de follaje y raices de Digitaria eriantha ha sido afectado
notoriamente por las bajas temperaturas. El follaje méas expuesto al frio manifestd una
caida en el crecimiento durante la exposicién por 48 hs a 4°C y sus efectos se observaron
durante las primeras dos semanas con diferencias significativas con respecto al control,
recuperdndose a partir de la tercera semana debido a un fortalecimiento evidente, de
manera tal, que la segunda exposicién al frio por mas tiempo no afectd este parametro.
En cambio, en las raices menos expuestas, se observo una disminucion de crecimiento
luego de acumularse 144 hs de frio a la cuarta semana, recuperandose posteriormente.

En la Tabla 4.2 se observa la respuesta de las plantulas de Digitaria eriantha en
relacion con la produccion de materia, fotosintesis y metabolismo representado por el
parametro peso seco. El metabolismo se vié afectado inmediatamente después del primer
estimulo del frio, evidenciado con un decaimiento significativo en la produccion de
materia organica (peso seco) durante la primer y segunda semana; tanto en planta entera
como en el follaje y persistid esta tendencia en la tercera semana para las raices.

El parametro mas afectado por el efecto del frio fue el Porcentaje de Materia Seca
(PMS) ya que la disminucién en este parametro fue mantenida a lo largo de las cinco
semanas evaluadas, demostrando un efecto negativo en los valores de produccién de
materia seca disponible para sus consumidores herbivoros.

La variacion en el % de metilacion 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 parametros medidos vemos que a las 48 hs de tratamiento a 4 °C se
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observaron respuestas similares y también una paulatina recuperacion a las 72 h y en
adelante. Esta es una forma de respuesta al estrés comun en variedades mas 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 frio en
Digitaria eriantha.
Marisa GARBERO, Verénica PEREZ CHACA, Hilda PEDRANZANI.
Resumen

Los dos cultivares de Digitariaeriantha cv. Sudafricana (cultivar sensible al frio) y cv.
Mejorada INTA (cultivar resistente al frio) se expusieron a diferentes periodos a baja
temperatura y evaluaron varios parametros. EI estrés por frio causé un aumento mayor
de ABA en el cv. Mejorada INTA que en el cv. Sudafricana. En ambos cultivares, el ABA
glucosil éster y el &cido dihidrofaseicofueron los catabolitos méas abundantes. El
tratamiento con frio disminuyd el acido jasmaénico (JA) en las hojas de ambos cultivares.
En el cv. Sudafricana, 12-hidroxi-jasmaénico (12-OH-JA) disminuy0 y se elevo el acido
12-oxo-fitodienoico. En cuanto a la defensa antioxidante, ambos cultivares aumentaron
los tioles no proteicos en respuesta al estrés por frio. Sin embargo, el nivel de glutation
reducido (GSH) fue mayor en las hojas de cv. Mejorada INTA que cv. Sudafricana. En
las hojas del cv. Sudafricanas tratadas con frio aumentaron las sustancias reactivas al
acido tiobarbitdrico (TBARS), pero en el cv. Mejorada INTAmostraron un
mayorincremento. La actividad de la enzima superoxido dismutasadisminuyo y la
actividad de ascorbato peroxidasa aumenté en hojas tratadas con frio en el cv.
Sudafricana. No se observo un cambio significativo de estas enzimas para cv. Mejorada
INTA. La tolerancia al frio de cv. Mejorada INTA podria relacionarse con altos niveles
basales de JA, 12-OH-JAy GSH, el aumento de ABA y la estabilidad de TBARS después
del tratamiento con frio.

Palabras claves: Acido abscisico. Defensa antioxidante. Estrés por frio. 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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INTRODUCCION

Para ampliar las areas sembradas con D. eriantha en Argentina, es necesario
mejorar su tolerancia al estrés ambiental, como el frio, la sequia y la salinidad. La
elucidacion de sus respuestas bioquimicas y fisioldgicas a condiciones adversas nos
ayudara a mejorar las caracteristicas de esta especie para su crecimiento en habitats
semiaridos. Varias respuestas fisiologicas ocurren tipicamente bajo estrés por frio, por
ejemplo, niveles alterados de hormonas y actividades enzimaticas y tasas reducidas de
respiracion, crecimiento y desarrollo. El estrés reduce el crecimiento y el rendimiento de
cualquier cultivo, incluso en tierras de regadio en todo el mundo.

Estudios realizados en Digitariaeriantacv. Mejorada INTA mostraron que esta
variedad al ser sometida a baja temperatura (4 °C) durante 24 o0 72 h aumentaba la materia
seca en raices y hojas como asi también su longitud en comparaciéon con el control
(Garbero, 2010). El &cido abscisico (ABA) juega un papel esencial en la actuacion frente
a una amplia gama estresores, como bajas temperaturas, metales pesados, sequia, alta
salinidad, y el estrés por radiacion. (Zhu, 2016). A nivel celular, el dafio estructural ocurre
en las membranas, debido a los cambios en la fluidez de los acidos grasos y al aumento
de la produccion de especies reactivas de oxigeno (EROs). Las EROs(radical superdxido:
02", peroxido de hidrogeno: H20., y radical hidroxilo: HO, son moléculas altamente
activas que dafian las membranasprovocando peroxidacion lipidica,dafio de proteinas y
de ADN, particularmente en cloroplastos y mitocondrias (Bracale y Coraggio 2003). En
las plantas, como en todos los organismos aerdbicos, las EROsson subproductos comunes
formados por la inevitable fuga de electrones en O. de la actividadde transporte de
electrones localizadas en cloroplastos, mitocondrias, peroxisomas y en las membranas
plasmaéticas 0 como consecuencia de varias vias metabdlicas confinadas en diferentes loci
celulares. Los estresores abioticos y bidticos conducen a una mayor generacion de EROs
debido a la interrupcion de la homeostasis celular (Sainiet al.,2018). No obstante, las
EROs juegan un doble papel en las plantas; en bajas concentraciones, actian como
moléculas de sefializacion que facilitan varias respuestas en células vegetales,
aumentando las defensas antioxidantes tanto enziméaticas como no enzimaticas. Por el
contrario, en niveles altos causan dafio a los constituyentes celulares que desencadenan
el estrés oxidativo. En cualquier caso, pequefias moléculas antioxidantes modulan la
accion de estas especies ambivalentes. (Das y Roychoudhury, 2014). Segin 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 asi promover la salud de las plantas. Las alteraciones en
los niveles de EROscomo parte de la funcion normal de la planta no deben exceder el
limite umbral entre los potenciales redox y los niveles citotoxicos o citostaticos.
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Entre las fitohormonas, el acido abscisico (ABA) y el acido jasmonico (JA)
desempefian un papel central en las respuestas al estrés. En plantas superiores ABA se
deriva de carotenoides Cso. El precursor de ABA es la zeaxantina, que se convierte en
xantoxina mediante una serie de etapas de isomerizacion y de epoxidacién mediadas por
enzimas y una reaccion de dioxigenacion final que escinde el compuesto del carotenoide
Ca0 (Nambara y Marion-Poll, 2005; Marion-Poll y Leung, 2006). EI ABA se desactiva
activando la oxidacion en varias posiciones y por una "via de conjugacion” (Kushiro et
al., 2004; Nambara y Marion-Poll, 2005). Las vias de hidroxilacion oxidan los grupos
metilo (C-7", C-8 y C-9") de la estructura del anillo ABA. La hidroxilacion en C-8",
considerada la mas comun en el catabolismo de las plantas, produce 8 -hidroxi-ABA (8"-
OH-ABA), que se isomeriza en acido faseico (PA). EI PA se reduce posteriormente a
acido dihidrofaseico (DPA) y/o su analogo, &cido epi-dihidrofaseico (epi-DPA). ABAy
hidroxil-ABA también se pueden conjugar como ésteres de glucosa (ABA-GE) o
glucdsidos, siendo ABA-GE la forma predominante segin Cutler y Krochko (1999).
Ademaés, 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 estd determinado por grados relativos de biosintesis versus
catabolismo (Nambara y Marion-Poll, 2005), pero también puede implicar la liberacion
de ABA a partir de su conjugado inactivo con glucosa por una B-glucosidasa (Lee et al.,
2006). El aumento del contenido de ABA enddgeno y la induccion de su expresidn génica,
en respuesta al frio, la sequia y el estrés por salinidad, estan bien documentados (Xionget
al., 2002; Gusta et al.,2005).

Jasmonatos (JA) se producen a partir de acido linolénico a través de la formacion de &cido
12-oxo-fitodienoico (OPDA), una via que consta de varios pasos enzimaticos. Diversos
derivados de JA (éster metilico, conjugados de L-aminoéacido, éster de glucosa, formas
hidroxiladas) también se encuentran en plantas (WasternackyHause, 2002; Wasternack,
2007). Los JA son inducidos por ataques de patdgenos o heridas, que tipicamente
conducen a la generacion de EROs (Suhitaet al., 2004), y regulan una variedad de
respuestas de desarrollo de la planta. En los Gltimos afios se ha encontrado evidencia que
apoya la idea de que JA puede desempefiar funciones relevantes en la respuesta al estrés
abiotico (Kazan, 2015; Riemannet al., 2015). Pospisilova (2003) reportd que los JAs
desempefian un papel en el estrés hidrico 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
oxigeno y la composicion lipidica de la membrana se estudiaron en hojas de fresa bajo
estrés hidrico. MeJA redujo el aumento de la actividad peroxidasa y mantuvo altas las
actividades de catalasa y superdxido dismutasa y el contenido de acido ascérbico.
Ademas, el tratamiento con MeJA redujo la transpiracion y la peroxidacion lipidica de
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membranas, expresadasen contenido de malondialdehido (MDA) (Wang, 1999). En
plantas de Pinuspinaster se ha encontrado que JA y OPDA actuarian en la sefializacion
del estrés hidrico (Pedranzani et al., 2007). Yoon et al. (2009) observaron que, en las
plantulas de soja, la aplicacion de MeJA contrarrestaba los efectos negativos del estrés de
NaCl sobre el crecimiento de las plantas, el contenido de clorofila, la tasa de fotosintesis
de las hojas, la tasa de transpiracion de las hojas y el contenido de prolina. Ademas, se
demostrado que los JAs aumentan la tolerancia a la congelacionen Bromussp (Wilenet
al., 1994). Las hormonas del estrés como ABA, JA, acido salicilico y etileno interactlan
directa o indirectamente con EROs y el aumento de la produccion de EROs esta
funcionalmente acoplado a la accion 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), Fragariaxananassa D. (Zhang et al., 2008) y
Medicagosativa L. (Wang et al., 2009) entre otras. Para prevenir el dafio de EROs, las
plantas han desarrollado sistemas de defensa antioxidante enzimatico y no enzimatico.
Las enzimas antioxidantes como superoxido dismutasa (SOD) y ascorbato peroxidasa
(APX) previenen el dafio de EROs (Mittler, 2002; Menendez-Benavente et al., 2004).
SOD cataliza la dismutacion de radicales hidroxilos (0.2) en H202 y O, protegiendo las
células contra los efectos tdxicos de este radicalel cual es producido en varios
compartimentos celulares. APX, una enzima clave para la captura de H>Oz, se encuentra
en citosol, cloroplastos y mitocondrias de plantas superiores. La actividad de las enzimas
antioxidantes ha sido estudiada en plantas de alfalfa en relacion a las bajas temperaturas.
En esta especie se determind que la sensibilidad al frio 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
inactivacién de las enzimas antioxidantes durante el periodo de bajas temperaturas son
mas resistentes al frio.

Las moléculas antioxidantes no enzimaticas incluyen glutation (GSH) y tioles no
proteicos (TNP) (del Rioet al., 2006). GSH, el antioxidante no enzimatico mas
importante, controla el estado de reduccién/oxidacion (redox) en las células vegetales y
su nivel es un indicador util del estado redox. Los acidos grasos linoleico y linolénico son
particularmente sensibles al ataque de O..”y OH (Mueller, 2004; Halliwell y Gutteridge,
2007), dando lugar tras su oxidacion a hidroperoxidos de lipidos y aldehidos complejos
como el 4 hidroxi-2-nonenal y el malondialdehido (MDA). EI MDA generado puede
danar el ADN al conjugarse con una guanina, creando un anillo extra en su estructura
(Jeonget al., 2005). En relacién 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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Fragariaxananassa D. (Zhang et al., 2008) y Vitisvinifera (Maet al., 2010). Ademas,
Castelli et al. (2010) proponen que el dafio 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 enzimaticos y no enzimaticos de la defensa antioxidante
en dos cultivares de D. eriantha con diferentesensibilidad al frio ante estrés por frio.

MATERIALES Y METODOS
Plantas y estreés frio

Digitariaeriantha cv. Sudafricana y cv. Mejorada INTA se cultivaron en macetas
que contienen turba: vermiculita (4: 1), en unaCamara de crecimiento Conviron E15
(Conviron, Winnipeg, MB, Canadd) con 16 h de luz, 175 pEm? s?; 25°C, 60% de
humedad relativa; 8 h de oscuridad, 20°C, 60% de humedad relativa. El dia 30 (Fig. 4.1),
las plantas se sometieron a estrés por frio (4°C) durante un periodo de 6, 24 0 72 h. Se
utilizé un disefio aleatorio simple con tres repeticiones, con plantas en el tiempo 0 como
controles. Cada muestra consistio en diez plantas.

Fig. 4. 1: Plantas de D. erianthacvs. Sudafricana (izquierda) y Mejorada INTA (derecha) con 30
dias de crecimiento. (Foto: Hilda Pedranzani)
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Cuantificacion de acido abscisico y metabolitos

Los extractos secos de las muestras conteniendo ABA y sus metabolitos seresuspendieron
con 100 pl de MeOH para la purificacion y analisis mediante uncromatografo Alliance
2695 (Waters, Inc., California, USA) equipado con unabomba cuaternaria con auto
inyector de muestra. Se utilizé una columna ResteckC18 (Resteck USA, 2.1 x 100 mm,
5 um) a 25°C, con un volumen de inyeccionde 10 ul. La elucion se llevo a cabo en
gradiente con un sistema de solventebinario: 0.2% HOAc en H>O (solvente B) / MeOH
(solvente A) a una velocidadde flujo de 200 pl min™, 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 equilibracién del sistema et alumna. La identificacion
ycuantificacion de ABA y sus metabolitos se realiz6 mediante un espectrometrode masa
de doble cuadripolo (MicromassQuatroUltimatm PT, Manchester City, UK). Todos los
analisis se realizaron utilizando la fuente de electrospray enmodo de ionizacidn negativo.
La cuantificacion se llevé a cabo por inyeccion de las muestras en modo SIR. La
adquisicion de datos por SIR se realiz pormonitoreo de iones parentales para ABA, 2Ds-
ABA, PA 2Hs-PA, DPA, 2Hs-DPAy ABA-GE, 2Hs-ABA-GE respectivamente.

Cuantificacion de jasmonatos

Un gramo de MF de hojas se homogeneiz6 en mortero con nitrégenoliquido y 10
ml de MeOH. A cada muestra se adicionaron: 100 ng de (*Hs) JA;100 ng de (*Hs) OPDA,
100 ng de 12-(?Hs) O Ac-JA 'y 100 ng de 11-(?Hs) O Ac- JA, como estandares, se filtro
para obtener el sobrenadante, el cual se evapord asequedad y redisolvié con 10 ml de
metanol. Se adicioné a las columnas deDEAE-Sephadex A-25 (3 ml en 100% MeOH),
previamente lavada con 5 ml delN AcOH en 100% MeOH, 10 ml de MeOH 100%; estas
fracciones sedescartaron. Luego se agreg6 la muestra a la columna, diluida en un
volumenmaximo de 10 ml de MeOH, y se eluyé con 3 ml de MeOH, 3 ml de 0,1 N
AcOHen 100% MeOH; estas fracciones se descartaron. Se agregé 5 ml de 1IN AcOH
en100% MeOH; esta Gltima fraccion, donde eluyen los compuestos acidos como elJA, se
recolectd y se llevd a sequedad en evaporador rotativo al vacio. Los extractos secos se
disolvieron en MeOH y se analizaron por HPLC, utilizando una columna Eurospher 100,5
pum. La elucion se realizd con unamezcla isocratica de MeOH: H>O en 0,1% H3PO:
(60:40) a una velocidad deflujo de 1 ml min™t. UV: 200 nm. Se recolectaron las fracciones
correspondientesa los respectivos tiempos de retencion: 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 pl de CHCI3/N, N-di-isopropil-
etilamina (1:1 v/v) y se derivatizaron con 10 pl de pentafluorbenciloromuro a 20°C
durante una noche. Posteriormente se llevo a sequedad, se resuspendié con 7ml de n-
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hexano y se filtro por columna de Silica gel (SiOH; 500 mg) (Macherey- Nagel, Dren,
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 retomé con 100 pl
de acetonitrilo y se inyect6 en un GC-MS a fin deidentificar y cuantificar los compuestos
de interés.

Se utilizo un espectrémetro de masa Hewlett Packard (modelo 5970 B) combinado
con un cromatografo de gases HO 5890. Las temperaturasprogramadas fueron las
siguientes: desde 60°C (1 min) a 180°C (30°C min't); desde 180°C (1 min) a 200°C (10°C
min-1), desde 200°C (1 min) a 270°C (5°Cmin™). El espectro de masa se obtuvo a un
voltaje de ionizacion de 70 eV.

Contenido de malondialdehido

La determinacion de la peroxidacion de los lipidos se realizé segin Heathy Packer
(1968). El contenido de malondialdehido (MDA) se midié a través de lareaccion con el
acido 2-tiobarbitarico (TBA). 250 mg de tejido foliar fueronhomogeneizados en 1,5 ml
de TCA 0,1% (diluciéon 1:20) y centrifugados al0.000 g durante 15 min. Los
sobrenadantes se mezclaron con 1 ml de TBA0,5% (en TCA 20%). Se llevaron a bafio
Maria a 95°C, durante 30 min yrapidamente se enfriaron en bafio de hielo. Los
homogenatos se centrifugaron a10.000 g por 15 miny se leyo la absorbancia a 532 y 600
nm. El nivel de lipoperoxidacion se expresé como nmol de MDA formado, usando un
coeficientede extincion de 155 mM*cm™,

Determinacion de enzimas antioxidantes

Para la determinacion de superéxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1)
sehomogeneizaron 250 mg de hojas en 1,5 ml del buffer de extraccién (50 mM debuffer
fosfato (pH 7,4), 1 mM de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), 1 g
depolivinilpirrolidona (PVP) y 0,5% (v/v) de Triton X-100, en condiciones de frio.Los
homogenatos se centrifugaron a 10.000 g por 20 min y el sobrenadante seutilizé para el
analisis. La actividad de SOD se midid en espectrofotometro, segiin Beyer y Fridovich
(1987). En este estudio una unidad de SOD se definecomo la cantidad requerida para
inhibir un 50% la fotoreduccion de nitrobluetetrazolium. La actividad especifica de SOD
se calculé como unidades/mg deproteinas. Los resultados se expresaron en porcentaje del
control. Para la estimacion 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
enzimatica, la relacion de peroxido de hidrogenodependiente de la oxidacion del acido
ascorbico, se determind en una reaccionmixta que contenia 50 mM de buffer fosfato (pH
7,4), 5 nM de &cido ascorbico yextracto de enzima (Chen y Asada, 1989). La reaccién se
inicié con el agregadode 100 pl de 0,1 mM (v/v) H202 y la tasa de oxidacion del &cido
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ascorbico seestimd por el descenso de la absorbancia a 290 nm por 3 min. La
actividadespecifica de APX se expresé como porcentaje del control. La concentracion de
proteinas fue determinada espectrofotométricamenteusando albimina bovina como
estandar (Bradford, 1976).

Determinacion de compuestos antioxidantes no enzimaticos

Glutation reducido (GSH) y tioles no proteicos (TNP) se extrajeron
porhomogeneizacion de 250 mg de hojas en 2 ml 0,1 N de HCI (pH 2), 1% (w/v) dePVP
y se centrifugd a 10.000 g a 4°C durante 10 min (Schupp y Rennenberg, 1988). La
cantidad de GSH del sobrenadante se estimé incubando 100 ul de la alicuota con buffer
fosfato (0,5 M KH2PO4 / K2HPO4), conteniendo 1 g/l de acidoascérbico y 0,5 g/l de acido
glioxilico (pH 6,8), por 5 min a 60°C. La solucion se coloco rapidamente en hielo. 100 pl
del reactivo de Ellman (solucién de DTNB) se agregé a todos los tubos, se mezcld y
centrifugd a 12.000 rpm por 2 min. Semidié la absorbancia a 412 nm. EIl tubo control
contenia el buffer y el estandar deGSH (preparado de una solucion GSH stock, diluyendo
4 mM en una proporcionl1:10) (Ball, 1966). Los resultados obtenidos se expresaron como
pumoles GSH/gde PF. Para la determinacidn de tioles no proteicos se uso el reactivo de
Ellman.200 ul del sobrenadante se mezcl6 con buffer fosfato (0,5 M KH2PO4/ KoHPO4,
1 mM EDTA, pH 8) y 100 pl de solucién de DTNB (6 mM DTNB, 50 Mmbuffer potasio
fosfato, pH 7,4) se agregaron para iniciar la reaccion. Luego de 15min de incubacion a
30°C, se midio la absorbancia a 412 nmy se corrigié conDTNB/control sin enzima. Los
resultados se expresaron como mMoles DTNB/gde PF.

Andlisis estadistico

Se utilizé la prueba de andlisis de varianza (ANOVA) y los datos se sometieron a prueba
de rango multiple a posteriori. El software utilizado fue Statgraphics Plus, version 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 mas 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 méas alto que en el cv. Mejorada
INTA.Bajo estrés por frio (24 o 72 h) el contenido de ABA aumentd 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 frio causé una disminucion en ABA-GE en el cv. Sudafricana (Fig.
4. 2C).En el cv.MejoradalNTA, este compuesto no cambio6 a las 6 y 72 h, pero alcanzo
su punto maximo a las 24 h (Fig. 4. 2D). EI DPA disminuy0 bajo estrés por frio en el cv.
Sudafricana (Fig. 4.2E). PA también disminuyo a las 6 y 24 h, pero regreso anivel de
control a las 72 h (Fig. 4.2G). El estrés por frio del cv. Mejorada INTA no afect6 los
niveles de DPA (Fig. 4.2F) o PA (Fig. 4.2H).
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Fig. 4.2: Contenido de acido abscisico (ABA) y sus catabolitos en Digitariaeriantha a 6, 24y 72
h de estréspor frio. 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 més abundantes.
Los niveles de JA fueron més altos en las hojas control del cv. Mejorada INTA que en el
cv. Sudafricana (Fig. 4.3A, B). Lo mismo ocurri6 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 difiri6 entre los dos cultivares (Fig. 4.3C, D). Bajo estrés por frio (24 0 72 h), el nivel
de JA disminuy6 dos veces en comparacion con el control en el cv. Sudafricana, y
triplicado en el cv. Mejorada INTA (Fig. 4.3A, B). OPDA mostré un ligero aumento en
el cv. Sudafricana para el tratamiento de 72 h, pero no mostrdé cambios para ningin tiempo
de estres en el cv. Mejorada INTA (Fig. 4.3C, D).
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Fig. 4.3: Niveles enddgenos de JAs en Digitariaerianthacvs. Sudafricana y Mejorada INTA a 6,
24y 72 h de frio. Ay B: JA; Cy 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 mostro un descenso solamente a las 72 h en el cv. Sudafricana (Fig.
4.3E). En el cv. Mejorada INTA, este compuesto descendi6 dos veces el valor del control
alas 6 y 24 h de tratamiento y retomé los valores del control a las 72 h (Fig. 4.3F). En el
compuesto 11-OH-JA, no se observaron cambios para ningun tiempo con tratamiento con
frio 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 frio, el nivel de ABA se incrementd mientras que JA disminuyo.

Peroxidacion lipidica

Las sustancias reactivas al acido tiobarbitdrico (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 expuestasa 24y 72 h
de estrés por frio (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 frio en el cv.

Sudafricana considerando los incrementos no alcanzan los niveles observados en el cv.
Mejorada INTA.
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Fig. 4.4: Niveles de malondialdehido (MDA) en hojas de Digitariaeriantha a 6, 24 y 72 h de
estrés por frio 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 enzimética

Los cambios en la actividad de las enzimas antioxidantes en respuesta al frio
variaron segun el tiempo de tratamiento. En el cv. Sudafricana, la actividad de SOD
disminuyo en relacion con el control a las 24 h y fue dos veces menor a las 72 h. El cv.
Mejorada INTA mostr6 una ligera disminucion (no significativa) de la actividad de SOD
alas 6y 24 hyvolvié al valor de control a las 72 h (Fig. 4.5A). La actividad de APX fue
muy baja en las hojas de control de ambos cultivares. En el cv. Sudafricana, aumento seis,
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siete y diez veces, respectivamente, a los 6, 24 y 72 h de tratamiento en frio. En el cv.
Mejorada INTA la actividad de APX no se modificé significativamente con ninguno de
los tratamientos con frio (Fig. 4.5B).
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Fig. 4.5: Defensa antioxidante enzimatica en hojas de Digitariaerianthacvs. Sudafricana y
Mejorada INTA a 6, 24 y 72 h de estrés por frio. A: Superoxido 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 enzimaticos

Los niveles de GSH y TNP en los dos cultivares bajo estrés por frio 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 (h = 5). * Indica valores que difieren
significativamente a P < 0.05 (Garbero et al., 2011).

Sudafricana Oh 1251,73 £ 58,5 66,89 + 3,62
6h 1375,66 + 47,2 91,79+ 7,65

24 h 1156,07 + 103,9 122,04 + 8,48*

72h 1437,63 + 133,8 151,05 + 16,40*
Mejorada INTA Oh 2171,5 % 165,9 56,394 + 4,35
6h 1893,0 £ 129,4 47,816 + 5,20
24 h 2660,9 + 251,0 112,45 + 6,0*
72h 2732,4 £104,4 112,94 + 3,0*

El nivel de GSH fue consistentemente mas alto para el cv. Mejorada INTA que para el
cv. Sudafricana y no se modificd significativamente por el tratamiento con frio en
ninguno de los casos. El nivel de TNP aumentd en 24 y 72 h en frio en ambos cultivares.

DISCUSION

Cambios en los niveles de ABA enddgeno y sus catabolitos, JA y las respuestas
de los sistemas de defensa antioxidante, bajoestrés por frio en cortos periodos de tiempo,
se compararon en dos cultivares de D. eriantha con diferente sensibilidad al frio.

ABA y JA son las principales hormonas involucradas en las respuestas de estrés
abidtico (Janowiaket al., 2002, Jung et al., 2007, Wasternack 2007, Huanget al., 2008).
La salinidad, la sequia y el estrés por frio causan un aumento en los niveles de ABA
enddgeno (Xionget al., 2002) y de las JA (Xin et al., 1997, Kramellet al., 2000, Balbi y
Deboto, 2008).

El grado de acumulacion de ABA depende no solo de la biosintesis de ABA, sino
también de la desactivacion de ABA, incluido el catabolismo y la conjugacion (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 vias de oxidacion y conjugacién estan activas. La
mayor acumulacion de ABA-GE observada en las hojas control, en relacion con DPA y
PA, puede ser una consecuencia de la regulacion de ABA, principalmente a través de la
conjugacion. El alto contenido de DPA sugiere que el PA tiene una corta vida media y se
metaboliza rapidamente 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 maiz cultivadas en suspension (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 frio causé un mayor aumento de ABA en el
cv. tolerante al frio 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 plantulas de maiz con
diferentes genotipos no difirieron en el contenido de ABA antes del tratamiento con frio,
pero el contenido de ABA mostré un mayor aumento en las plantulas tolerantes al frio
que en las sensibles al frio durante el tratamiento (Janowiaket al., 2002). En el cv.
Sudafricana, el aumento de ABA en el estrés por frio podria ser el resultado de la sintesis
de novo de ABA o de la desconjugacion de ABA-GE. El cv. Mejorada INTA también
mostrd un aumento de ABA en el estrés por frio, pero probablemente solo a través de la
sintesis de novo sintesis, ya que este cultivar no mostré disminucion de ABA-GE como
se observo en el cv. Sudafricana.

La alteracion de los niveles de PA y DPA después del estrés por frio en el cv.
Sudafricana indica que la oxidacion es una via mas importante en este cultivar que en
Mejorada INTA y confirma la asociacién entre el estrés por frio y el metabolismo de
ABA.

JA es la otra hormona vegetal involucrada en la respuesta al estrés por frio, como
se ejemplifica en los estudios de la crucifera 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 frio disminuyo6 no solo JA
sino también su derivado 12-OH-JA. La sensibilidad al frio 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. HellfruchtFrihstamm.

El ligero aumento de OPDA a las 72 h en respuesta al tratamiento con frio en el
cv. Sudafricana puede ser una consecuencia del dafio de la membrana celular; es decir, el
estrés por frio puede liberar OPDA del conjunto esterificado de
monogalactosildiacilglicerol-OPDA, especialmente en membranas de cloroplastos. Otra
posibilidad es que los &cidos grasos se liberen de la membrana a partir del
monogalactosildiacilglicerol para la biosintesis de OPDA (Weber 2002; Busemanet al.,
2006; Boettcher y Weiler 2007).

La induccion de muchos genes por JA / metiljasmonato, pero no por 12-OH-JA,
sugiere que la acumulacion diferencial de jasmonatos contribuye a la regulacion positiva
de un cierto subconjunto de genes, combinado con regulacion negativa por hidroxilacion
de JA (Mierschet al., 2008). La hidroxilacién de JA puede representar un apagado en la
sefializacion de JA para los genes regulados positivamente y un represor ain mas fuerte
para los genes regulados negativamente.
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Los dos cultivares mostraron diferencias notables en la respuesta temporal y la
acumulacion de 12-OH-JA bajo estrés por frio. La disminucién de 12-OH-JA observada
en el cv. Mejorada INTA a las 6 y 24 h puede permitir la desrepresion de ciertos genes
relacionados con el estrés por frio. La cuestion de qué genes implicados en el estrés por
frio estan regulados hacia arriba o hacia abajo por OPDA, JA y 12-OH-JA es un tema
interesante para estudios futuros.

La acumulacién diferencial de ABA y sus catabolitos, asi como de JAs (OPDA,
JA, 12-OH-JA), observada en Digitaria, refleja la participacion de estos compuestos en
lasrespuestas diferentes frente al estrés que muestran los dos cultivares.

En la respuesta al estrés por frio de Digitaria, ABA y JA parecen tener una
relacion inversa; es decir, el aumento de ABA se correlaciona con una disminucion de JA
en las hojas estresadas. Numerosos estudios previos han sugerido interacciones entre las
vias de sefializacion de ABA y JA (Jung et al., 2007, Huang et al., 2008, Kazan y
Manners, 2008). La hipotesis de que JA actua 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
transcripcion de genes sensibles a ABA-estrés por frio/sequia, lo que indica una
interaccidn antagonista entre las vias de sefializacion de JA y ABA (Jung et al., 2007).

Las lesiones en las plantas relacionadas con el estrés estan asociadas con el dafio
oxidativo a nivel celular (Mittler 2002; Huang y Guo 2005; del Rio et al., 2006). Un
pardmetro utilizado para medir la lesion por oxidacion es el nivel de MDA, un producto
de la peroxidacion lipidica. Por ejemplo, se observé un aumento de MDA en arroz bajo
estrés de enfriamiento (Huang y Guo, 2005) y en el pasto bermuda triploide bajo sequia
(Lu et al., 2009). En este trabajo se observd el aumento de MDA en el cv. Sudafricana
bajo estrés por frio, sugiriendo que el cultivar tolerante al frio cv. Mejorada INTA puede
estar mejor protegido contra lesiones por estrés por frio.

El aumento en la peroxidacion lipidica observada en las hojas del cv. Sudafricana
después del estrés por frio puede ser una consecuencia de la produccion de EROsdebido
a una menor actividad de SOD. Se ha encontrado una disminucion de la actividad de SOD
en cultivares de arroz sensibles al frio, cv. IR-50, después del estrés por frio (Huang y
Guo, 2005). La sensibilidad al frio del cv. Sudafricana también puede deberse a la baja
actividad de esta enzima. La disminucion de la actividad de SOD estuvo acompariada por
un aumento abrupto de la actividad de APX. Cuando la funcion de eliminacion de SOD
se deteriora, se acumulara O2’, lo que contribuira al estallido oxidativo y al aumento de la
peroxidacion lipidica. El sistema de peroxidasas existe en multiples isoformas que son
estimulos exdgenos regulados por el desarrollo y altamente reactivos, de forma similar al
estrés por frio. Otro factor relacionado con los sistemas de defensa de las plantas es la red
de sefalizacion del Eros, que puede estar involucrada en las primeras etapas de la
respuesta homeostatica.

Entre los componentes del sistema de defensa vegetal no enzimatico, los TNP
como la y-glutamilcisteina, &cido glutdmico, cisteina y GSH son moléculas importantes
en la defensa celular, incluida la respuesta al estrés por frio. Los depoésitos de tiol parecen
estar equilibrados entre el crecimiento y un depdsito reabastecidode GSH en tejidos. En
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nuestro estudio, el nivel de TNP aument6 en ambos cultivares de Digitaria bajo estrés
por frio. EI GSH puede usarse como un mecanismo de defensa en lugar de un precursor
de fitoquelatina y podria incorporarse en la via Halliwell-Asada, junto con APX. Esto
podria explicar por qué los niveles de GSH no se alteraron de manera significativa por el
tratamiento con frio, aunque fueron mas altos en el cv. Mejorada INTA que en el cv.
Sudafricana.

Las respuestas adaptativas en las plantas estan mediadas por fitohormonas (ABA,
JA) e incluyen las defensas antioxidantes. La adicion exdgena 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 aplicacion de ABA aumento la tolerancia a la sequia
en el cultivar TifEagle de pasto bermuda triploide, mediante la promocion de actividades
de SOD vy catalasa.

Del mismo modo, los enlaces entre las JA y las enzimas antioxidantes se han
establecido en estudios con la adicion exdgena de JA y metiljasmonato. Babar Ali et al.
(2006) aplicaronmetiljasmonato a las raices de Panaxginsengcultivadas en suspension y
observaron un comportamiento enzimatico antioxidante similar: disminucion 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 frio del cv. Mejorada INTA podria
asociarse con el mayor contenido de ABA y la estabilidad de la peroxidacion lipidica (en
términos de TBARS vy actividades enzimaticas) frente al estrés por frio, mientras que la
disminucion en el contenido de JA sugiere que los contenidos endégenos 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 frio proviene de
estudios que usan la aplicacion exdgena de hormonas. Los resultados del presente estudio
establecen un vinculo entre los niveles de hormonas enddgenas, el sistema de defensa
antioxidante y la sensibilidad al frio en dos cultivares Digitaria.
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CAPITULO 5

Efecto del frio sobre el crecimiento, hormonas promotoras y anatomia de Digitaria
eriantha

Marisa GARBERO, Hilda PEDRANZANI
Resumen

Dos cultivares de Digitaria eriantha (Sudafricana sensible al frio y Mejorada INTA
tolerante al frio) estuvieron expuestos al estrés por frio (5 °C) durante 0, 6,24 072 hy se
compararon en términos de crecimiento de hojas y raices, periodo de recuperacion,
anatomia de brotes y hojas y niveles de clorofila, auxina (&cido indol-3-acético, AlA) y
citoquininas (CK). En el cv. Sudafricana, el tratamiento con frio causé un crecimiento
reducido, ligeros cambios en el nivel de clorofila, niveles reducidos de AIA 'y de la CK
iso-penteniladenina (iP) y reduccién del peso fresco (PF) y peso seco de la hoja (PS)
durante el periodo de recuperacion. Se observaron dafios en la anatomia de los
cloroplastos, el tallo principal y las yemas axilares. El estudio ultraestructural mostré un
numero reducido de granos de almidon en los cloroplastos de la vaina del haz y el
mesofilo. En el cv. Mejorada INTA, el tratamiento con frio no tuvo un efecto significativo
sobre el crecimiento o el nivel de clorofila. EI PFy PS de las hojas volvieron rapidamente
a los niveles normales durante el periodo de recuperacién. La anatomia del meristema de
la planta se vio afectada, sin embargo, la ultraestructura de la vaina del haz y los
cloroplastos del mesofilo no se afectaron. La toleranciaal frio del cv. Mejorada INTA
parece estar relacionado con la estabilidad de los niveles de clorofila y CK, el aumento
de AlIA y el mantenimiento de la anatomia y ultraestructura de brotes y hojas.

Palabras claves: Anatomia, auxinas, citoquininas, crecimiento, Digitaria eriantha, frio.
Abstract

Two cultivars of Digitaria eriantha (cold-sensitivecv. Sudafricana and cold-tolerant cv.
Mejorada INTA) were exposed to cold stress (5 °C) 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 (CKSs). 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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INTRODUCCION

El estrés por frio es uno de los estreses ambientales abioticos méas graves que
enfrentan las plantas durante su ciclo de vida. El estrés por frio limita el rendimiento
agronomico al reducir el crecimiento de las plantas, con efectos negativos e impredecibles
sobre laacumulacion de biomasa (Bracale y Coraggio 2003). En este trabajo se estudiaron
dos cultivares de D. eriantha: cv. Sudafricana, originario de Sudéafrica y cv. Mejorada
INTA, desarrollado por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
provincia de San Luis, Argentina, basado en su resistencia a las condiciones semiaridas.
La elucidacion de los mecanismos de respuesta de estos cultivares al estrés por frio es
altamente deseable en vista de la importancia econémica de D. eriantha como recurso
forrajero y los posibles beneficios de expandir el cultivo de esta especie a areas con clima
mas frio. Un mejor conocimiento de los mecanismos de tolerancia al estrés por frio
ayudara a los mejoradores y a los agricultores a identificar y seleccionar las plantas méas
adecuadas para las areas frias.

En el cultivo sorgo, la exposicion al frio inhibid el crecimiento y causo la
reduccion del peso seco y el area foliar (Ercoliet al., 2004). En las plantas de trigo, las
bajas temperaturas redujeron la tasa de crecimiento relativo de la raiz en los cultivares de
invierno (Pro INTA Pincén y Pro INTA Puntal) en comparacion con los cultivares de
primavera (Buck Patacon y San Agustin INTA) y produjeron una relacion raiz / brote
menor en cultivares de invierno. Ademas, la exposicion al frio redujo la tasa de
crecimiento de los brotes en todos los cultivares y el area de la superficie de la raiz
aumento de manera mas 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 fotosintesis y cambios en la composicion del pigmento (Haldimannet al.,
1996) vy 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 andlisis de los rasgos morfoldgicos es Util para estudiar
las adaptaciones de las plantas al estrés ambiental, como el frio. En Brassica napus, el
estrés por frio indujo cambios en el patrén de expansidn de las células del meséfilo 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.
Ademas, en variedades de trigo de invierno expuestas a estrés por frio la superficie foliar
abaxial mostré una mayor longitud de células epidérmicas y una menor frecuencia
estomatica y esto se relaciond con hojas dobladas en un angulo mas cerrado a lo largo de
la nervadura central (Equiza et al., 2001). La exposicién de plantas resistentes al frio a
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bajas temperaturas provoca cambios obvios en la ultraestructura celular. Las primeras
manifestaciones de la lesion por frio incluyen hinchazén ydesorganizacion de los
cloroplastos (tilacoides dilatados, desorganizaciéon de las pilas degrana, formacion de
pequefias vesiculas en la envoltura de cloroplastos y tamafio y cantidad de granos de
almidon 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 microvesiculas cerca de la membrana
plasmética (Ristic y Ashworth, 1993). Las hojas de plantas tratadas con frio de
Cucumissativus L. también mostraron hinchazon de cloroplastos y tilacoides y formacion
de vesiculas en laminillas (Xuet al., 2008).

Muchos estudios han demostrado la participacion de hormonas vegetales
(particularmente acido abscisico, etileno, acido salicilico y &cido jasmonico) en respuesta
a estreses abioticos. Los niveles y funciones de las hormonas involucradas en el
crecimiento, incluyendo el acido indol-3-acético (AlA) y las citoquininas (CK), estan
claramente influenciados por factores de estrés ambiental. Existe cierta evidencia de que
las CK interacttan con factores de estrés abidtico y biético y que AlA esté involucrada
en respuestas de estrés abidtico (Hare et al., 1997; Ghanashyam y Jain, 2009; Jain y
Khurana, 2009; Shibasakiet al., 2009). Ha habido avances recientes en la comprension de
la biosintesis y la sefializacion de CK (Kieber y Schaller, 2010) y la interaccién de sefiales
ambientales con CK para modular la fisiologia de las plantas (Argueso et al., 2009). Por
lo tanto, parece que estas hormonas vegetales desempefian un papel importante en la
capacidad de las plantas para mantener el crecimiento y el desarrollo bajo estrés por frio.

Nuestros estudios demuestran que la exposicion del cv. Mejorada INTA y el cv.
Sudafricana a bajas temperaturas caus6 una respuesta diferencial en términos de acido
abscisico, niveles de acido jasménico y en la defensa antioxidante (Garbero et al., 2011).
Estos hallazgos sugieren que la tolerancia al frio del cv. Mejorada INTA se relacioné con
un aumento del nivel de &cido abscisico y con el mantenimiento de la peroxidacion de
lipidos bajo estrés por frio. En el presente estudio, la hipétesis fue que el estrés por frio
altera los parametros de crecimiento, la ultraestructura de la hoja y los niveles de la
hormona de crecimiento en mayor grado en el cv. Sudafricana sensible al frio que en el
cv. tolerante al frio Mejorada INTA. En consecuencia, cuantificamos y comparamos los
efectos del estres por frio sobre el crecimiento, el meristema apical y la morfologia foliar,
la ultraestructura de la hoja y los niveles de pigmentos fotosintéticos, auxinas y
citoguininas en estos dos cultivares de D. eriantha.
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MATERIALES Y METODOS
Plantas y estreés frio

D. eriantha cv. Sudafricanay cv. Mejorada INTA se cultivaron a partir de semillas
en macetas que contienen turba: vermiculita (4: 1, v/ v), en una cdmara de crecimiento
Conviron E15 (Conviron, Winnipeg, Canada) bajo un ciclo de 16 h de luz, 25°C / 8 h de
oscuridad, 20°C, a 60% de humedad relativa. La densidad del flujo fue 175 + 5 pmol m™
s usando tubos fluorescentes F96T12 / CW / 1500 (General Electric, EE. UU.)
aumentados con luz procedente de lamparas incandescentes (OSRAM). El dia 30, las
plantas se transfirieron a una camaraa 5 = 1 °C durante 6, 24 0 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 utiliz6 un
disefio simple y aleatorizado con tres repeticiones. Cada muestra consistio en 10 plantas.

Parametros de crecimiento, periodo de recuperacion y analisis de pigmentos

Cuatro plantas se separaron en hojas y raices y se registro el peso fresco (PF; g
planta®) de estas partes. Las muestras se secaron a continuacion en un horno a 60°C hasta
que se obtuvo un peso seco constante (PS). Las longitudes de las hojas y las raices se
registraron a las 6, 24 y 72 h de tratamiento en frio.

Después de 72 h de tratamiento con frio, las plantas se mantuvieron a 25 °C
durante 21 dias (periodo de recuperacion). Los controles fueron plantas cultivadas
continuamente a 25 °C sin tratamiento en frio. PF, PS y la longitud de las hojas se
registraron los dias 7, 14 y 21 dias del periodo de recuperacion 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
férmula de Lichtenthaler y Wellburn (1983).

Estudios anatdmicos

Se tomaron muestras de apice de plantas control y de 6, 24 y 72 h de plantas
expuestas al frio y muestras foliares de plantas control y tratadas en frio durante 72 h se
colocaron en FAA (95% de etanol: &cido acético glacial: 37-40% de formaldehido: agua;
50:5:10:35, v/v). Las muestras se deshidrataron segun lo descripto por Johansen (1940),
utilizando soluciones graduadas de etanol y xileno. Los tejidos completamente infiltrados
se incrustaron en Histowax (cera parafinica altamente purificada mezclada con aditivos

poliméricos) y se obtuvieron una serie de secciones transversales de 12 pm de espesor
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usando un microtomo giratorio Minot. Las secciones se tifieron tres veces con
hematoxilina, safranina y Fast Green FCF segun lo descripto por Johansen (1940). Las
preparaciones histoldgicas se evaluaron usando un microscopio estandar Zeiss Model 16.
Las fotomicrografias se tomaron usando un microscopio Zeiss Axiophot y las imagenes
se capturaron y digitalizaron utilizando la camara AxioCamHRc y el programa
AxioVision 4.3.

Estudio de ultraestructura

Las hojas de plantas tratadas en frio por 72 h se fijaron al vacio en glutaraldehido
al 2% (v/v)en buffer de fosfato (pH 7,2) durante 4 horas a 4°C. Las muestras se lavaron
con buffer fosfato a intervalos de 30 minutos y se fijaron en solucién de tetroxido de
osmio al 1% (m/v) (OsOa) durante 1 hora a 4 °C. 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 solucion. El etanol se reemplaz6 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 polimeriz6 a 35, 45 y 60°C (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 seccién. Los
cortes se tifieron 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 microscopia electronica de
transmision se realizd en un JEM 1200 EX |1 (Tokio, Japén) que opera a 80 kV.

Evaluacién de auxina

Se homogeneizaron 0,2 g de PF de hojas en IKA-ULTRATURRAX T25 basic
(Staufen, Alemania) con agua desionizada acidificada (H20: AcH; 99: 1). Se afadieron
100 mg de [*Hs] AIA como estandar interno. El homogeneizado se dejé 15 minutos en
frio y se centrifugd a 5.000 g. Se recogié el sobrenadante y se ajusté el pH a 2,8 usando
acido acético al 15% (v/v). El sobrenadante se dividio dos veces contra un volumen igual
de eter dietilico. La fase acuosa se descartd y la fraccion organica se evaporo a 34°C al
vacio. Los extractos secos se disolvieron en 1,5 ml de metanol (MeOH). Las muestras se
filtraron en un colector de vacio a caudal <1 ml min, y el eludido se secé en un SpeedVac
SC110 (Savant Instruments, Inc. NY, EE. UU.). Las muestras se resuspendieron en 50 pl
de MeOH al 100% y se inyectaron 15 pl en un HPLC, Alliance 2695 (Waters, Milford,
MA, EE. UU.), equipado con columna RESTEK C18 (100 mm x 2,1 mm, columnas 3-

um de particula). Las fracciones se separaron usando un gradiente de disolvente A,
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MeOH,; disolvente B, 0,2% (v/v) de &cido acético en agua (H20), velocidad de flujo inicial
0,2 ml mint. El gradiente se increment6 linealmente desde 40% (v/v) MeOH -60% (v/v)
H>O-4cido acético a los 25 min, hasta 80% (v/v) MeOH -20% (v / v) H2O-4cido acético.
Para la identificacion y cuantificacion de AlA se realizaron analisis de espectrofotometria
de masa en un espectrofotdbmetro de masas en tandem cuadrupolo (MS-MS, Quattro
Ultima; Micromass, Manchester, Reino Unido) equipado con una fuente de iones por
electrospray (ESI), en el modo de ionizacion negativa. La mezcla que contiene AIA
enddgeno y el estdndar interno se analizé por espectrometria de masas en tdndem con el
monitoreo de reaccion mdltiple (MRM). Las siguientes reacciones seleccionadas se
utilizaron para la determinacion de AIA: m/z 174 — m/z 130 (endégeno) y m/z 180 —
m/z 135 para (estandar interno, 2H5-AIA), con un tiempo de retencién de 4,53 min. Se
utilizé el software del espectrometro MassLynxTM v. 4.1 (Micromass, Manchester,
Reino Unido).

Evaluacion de citoquininas

Se homogeneizaron 0,1 g de peso seco de hoja y se extrajeron CK durante la noche
en solucién de Bielesky modificada (MeOH: agua: acido metanoico (75:20:5) (v/v/v)) a
-20°C de acuerdo con Granda et al. (2010). Se afiadié [**C] 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 solucion de Bielesky
modificada, se incub6 durante 1 h, se mezcl6 y se eliminé el MeOH al vacio (Savant SC-
200). Se afadieron 0,6 ml de &cido metanoico 1 M, se transfirio previamente a la columna
de fase inversa (Columnas C18, Varian) y se afiadieron 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 ribésidos se
eluyeron con 1 ml de 0,35 M de hidroxido de amonio / 60% de MeOH (v/v) y secado al
vacio. Luego, se separé por HPLC (Waters 2695), se resuspendié en 0,15 ml de disolvente
C (acetonitrilo: tampdn de acetato de trietilamina 40 mM pH 7; 1:19; v/v), se filtro y se
afiadio alicuota 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-elucidn con estandares de zeatina (2),
ribésido de zeatina (ZR), dihidrozeatina (DHZ), ribdsidodihidrozeatina (DHZR),
isopenteniladenina (IP), y isopenteniladenosina (IPA). Los eluidos se secaron y el nivel
de CK se midi6 mediante inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) usando anticuerpos
policlonales especificos (Fernandezet al., 1995) segun lo descripto por Centeno et al.
(1996). El anticuerpo CK se incubo en una placa de 96 pocillos a 4 °C durante la noche y
en una muestra de 0,1 ml durante 30 min con 0,1 ml de trazador (marcado con fosfatasa
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alcalina). La placa se incubd después 2,5 horas a 4 °C, se lavé con tampon TBS, se le
afiadieron 0,2 ml de paranitrofenilfosfato y la intensidad de la reaccion enzimatica fue
medida luego de 45 min a 37 °C. El nivel de CK fue calculado en una curva estandar
realizada en los ensayos ELISA.

Anadlisis estadistico

Las diferencias entre medias se consideran significantes ap < 0,05, utilizando los
procedimientos ANOVA de una via, Kolmogorov-Smirnov y Newman-Keul's. Las
variaciones fueron homogéneas en todos los casos.

RESULTADOS
Parametros de crecimiento, periodo de recuperacion y contenido de pigmentos

El PFy PS de hojas y raices de cv. Sudafricana no se modificé por el estrés por frio (Fig.
5.1a, c). Por el contrario, el PFy PS de cv. Mejorada INTA fue superior a los valores de
control (plantas no tratadas) para 6, 24 y 72 h de tratamiento con frio (5 £ 1°C). Los
mayores incrementos (aproximadamente un 93% mas que el control) se observaron para
PF de hoja a las 24 y 72 h (Fig. 5.1b). Mejorada INTA también mostré6 PS de raiz
significativamente més alto a las 24 y 72 h (Fig. 5.1d).

A 003 B 003§ R .
us T
ey
*
0.02 4 0.02 4
5 3
0.01 4 0.01 -
* * *
0.00 |i I- ‘- ‘-_ 0.00 - 1- .- .-—
oh 6h 24h 72h 0h 6h 24h 72h
C 0.004 - D 0.004 -
0.003 - 0.003 4
% 0.002 ;: 0.002
0.001 0.001
* *
oo Ll | | | el lm [ |m [|W|W
oh 6h 24h 72h oh 6h 24 h 72h

Fig. 5.1: Pardmetros 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 raices barras blancas; Peso seco de raices 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 raiz de Sudafricana no se vieron afectadas por el estrés
por frio (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 raiz aumento a las
24y 72 h (Fig. 5.2b).
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Fig. 5.2: Longitud de hojas (circulos) y raices (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 periodo de recuperacion a 25 °C, el PS de la hoja de Mejorada INTA
fue significativamente mas alto que el de Sudafricana en los dias 7, 14 y 21 (Fig. 5.3a).
En los dias 0 y 7 del periodo de recuperacién, el PF foliar de ambos cultivares fue 35%
mas bajo que el control. Después del dia 14, el PF de las hojas comenzd a aumentar
ligeramente en ambos cultivares. En el dia 21, el PF de las hojas fue méas alto para
Mejorada INTA que para Sudafricana (Fig. 5.3b). La longitud de la hoja no fue
significativamente diferente ni para el cultivar en comparacion con el control, ni entre los
cultivares, en ningin punto durante el periodo de recuperacion (Fig. 5.3c).
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Fig. 5.3: Recuperacion de hojas luego de 72 h de tratamiento con frio. PS (A), PF (B) y longitud
(C) medidas a 0, 7, 14 y 21 dias del periodo de recuperacion. 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 mas 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% mas altos que el control a las 6 h, luego
disminuyeron después de 72 h (Fig. 5.4a). El estrés por frio 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 (circulo), clorofila b (cuadrado) y carotenoides (triangulo) en cv.
Sudafricana (A) y Mejorada INTA (B). Datos expresados como media £ ES paran = 3. * Indican
diferencias significativas entre muestras aP < 0,05 (Garbero et al., 2012).

Estudios anatdmicos

La anatomia de la region apical del tallo principal de plantas control fue similar
entre Sudafricana (Fig. 5.5a) y Mejorada INTA (Fig. 5.5b). EI meristema apical de la
yema terminal y de las yemas axilares se observan protegidos por primordios foliares en
diversas etapas de desarrollo. EI meristemaapical, del cual se origina la corteza y la
médula del tallo, se localiz6 en la zona subapical. También se observaron
trazasprocambiales que luego se diferenciardn en tejidos vasculares. La region
meristematica del brote de ambos cultivares se vio afectada diferencialmente por el estrés
por frio. Las paredes celulares mostraban oscurecimiento inusual y su naturaleza
celulésica estaba enmascarada por la deposicion de material amorfo. Ademas, el
contenido celular aparecié precipitado. En Sudafricana, el tratamiento con frio durante 6
h dafi6 solo el meristema apical (Fig. 5.5c). Despuées de 24 h, el tallo principal y el
meristema apical de las yemas axilares se vieron afectados (Fig. 5.5e). El dafio por frio
se generaliz6 después de 72 h, haciéndose menos evidente hacia la region basal del brote,
donde los tejidos ya estaban diferenciados (Fig. 5.5g). En Mejorada INTA, a las 6 h no
se observo dafio por frio (Fig. 5.5d). Pequefias areas en el meristema apical se vieron
afectadas a las 24 h (Fig. 5.5f) y recién luego de 72 h de tratamiento en frio el meristema
apical mostré dafio (Fig. 5.5h).

Digitaria es una especie C4, con anatomia foliar Kranz tipica de la subfamilia de
gramineas Panicoideae (Fig. 5.6a, Sudafricana, Fig. 5.6b, Mejorada INTA). Los haces
vasculares estan rodeados por las células de la vaina parenquimatica que contienen
numerosos cloroplastos amilaceos. Alrededor de la vaina parengquimatica se encuentra un
mesofilo clorofilico formado por células con una disposicion radial. La estructura foliar
de los dos cultivares se vio afectada diferencialmente por el estrés por frio. Las hojas de
Sudafricana, después de 72 horas de frio, mostraron cloroplastos hinchados en las células
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de la vaina y del mesofilo. Los cloroplastos del meséfilo aparecieron descoloridos y
algunas células de la vaina y del mesofilo perdieron sus plastidos y parecian vacias (Fig.
5.6¢). El frio tuvo menos efecto en las hojas de Mejorada INTA, donde solo los
cloroplastos de las células del mesdfilo aparecieron hinchados (Fig. 5.6d).
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Fig. 5.5: Seccion longitudinal de la regidénapical del tallo principal de Sudafricana (A, C, E, G) y
Mejorada INTA (B, D, F, H) alas 0 h (A, B; control), 6 h (C, D),24 h (E, F) y 72 h (G, H) de
estrés por frio. Referencias:|s, vaina de la hoja; am, meristema apical; p, procambio; tridngulo
blanco, tejido dafiado por el frio; triingulo negro, yemas axilares. Escala: 100um (Garbero et al.,
2012)
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Fig. 5.6: Seccidn transversal de hojas de Digitariaeriantha cv. Sudafricana (A, C) y Mejorada
INTA (B, D) en plantas control (A, B) y con estrés por frio a 72 h (C, D). Referencias: ch,
cloroplastos; m, meséfilo; ps, parénquima. Escala: 10 um (Garbero et al., 2012).

Estudios ultraestructurales

Dado que los estudios anatdbmicos mostraron cambios de cloroplastos en respuesta
al estrés por frio, se realizd un analisis ultraestructural de estos organulos en células de la
hoja. Para ambos cultivares, las células de la vaina de hojas de plantas control contenian
grandes cloroplastos, sin grana y con granos de almiddn distribuidos uniformemente que
mostraban una forma elipsoidal larga (Fig. 5.7a, b). En Sudafricana, el nimero y el
tamafio de los granos de almidon en los cloroplastos de la vaina se redujeron
significativamente después de 72 h de tratamiento con frio (Fig. 5.7c), mientras queen
Mejorada INTA los granos de almidon fueron similares en tamafio al control (Fig.5.7d).
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(B, D) en plantas control (A, B) y con estrés por frio a 72 h (C, D). Referencias: cla: cloroplasto
amilaceo; ga: granulos de almidon; p: pared celular; v: vacuola. Escala: 1 um(Garbero et al.,
2012)

En las hojas del control de ambos cultivares, los cloroplastos del meséfilo tenian
una forma elipsoidal con grandes granos de almiddn, pero los cloroplastos de Mejorada
INTA (Fig. 5.8b) eran més pequefios que los de Sudafricana (Fig. 5.8a). Después de 72
horas de frio, el nimero de granos de almidon en los cloroplastos de mesofilo se redujo
en Sudafricana (Fig. 5.8c), pero en Mejorada INTA los cloroplastos del meséfilo
mantuvieron su integridad y los granos de almidon fueron similares al control (Fig. 5.8d).

La ultraestructura mitocondrial fue similar en las hojas de control de ambos
cultivares (Fig. 5.9a, b). Ademas, las mitocondrias no fueron alteradas por el tratamiento
en frio en cualquiera de los cultivares (Fig. 5.9c, d).
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Fig. 5.8: Cloroplastos del mesdéfilo de Digitariaerianthacv. Sudafricana (A, C) y Mejorada INTA
(B, D) en plantas control (A, B) y con estrés por frio a 72 h (C, D). Referencias: c: citoplasma; cl,
cloroplasto; ga: granulos de almidén; m: mitocondria; p: pared celular; v: vacuola. Escala: 2 um
(Garbero et al., 2012).

Fig. 5.9: Mitocondrias de Digitaria erianthaCv. Sudafricana, A: Control, C: 72 h de frio. Cv.
Mejorada INTA, B: Control, D: 72 h de frio. Referencias: c: citoplasma; m: mitocondria; p: pared
celular; v: vacuola. Escala: 0,5 um (Garbero et al., 2012).
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Niveles de auxina (AlA) y citoquininas (CK) en hojas

Se encontraron niveles de auxina (AlA) y citoquininas (CK) en hojas de ambos
cultivares, pero el nivel en hojas control fue mucho mas alto para Sudafricana (Fig. 5.10a)
que para Mejorada INTA (Fig. 5.10b). En Sudafricana, el nivel de AlA se redujo 60% a
las 72 h de frio en comparacion con el control (Fig. 5.10a). En contraste, en Mejorada
INTAel nivel de AIA a las 24 h'y 72 h de estrés por frio fue 160% y 115%,
respectivamente, mas alto que el nivel de las hojas control (Fig. 5.10b).
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Fig. 5.10: Nivel de &cido indol-3-acético (AlA) 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 ribosidodihidrozeatina (RDHZ) se cuantificaron en hojas control
y tratadas con frio en ambos cultivares. Zeatina (Z) y el rib6sidode zeatina (RZ) no fueron
detectables.

Después de 72 h de tratamiento con frio, el nivel de iP se redujo en un 50% en
relacién con el control en Sudafricana (Fig. 5.11a), pero no se modific6 en Mejorada
INTA (Fig. 5.11b). El nivel de iPA no se vio afectado por el frio en ninguna de las
variedades (Fig. 5.11c, d). En las hojas control, los niveles de iP y iPA fueron més altos
para Sudafricana (Fig. 5.11a, ¢) 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 frio. En Mejorada INTA, se observd DHZ tanto en el control como a

las 6 h de estres por frio. Ademas, se observé RDHZ a las 6 h, pero no en hojas control
(Tabla5.1).
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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 paran = 3.
* Indican diferencias significativas entre muestras aP < 0,05(Garbero et al., 2012).

Tabla 5.1: Nivel dedihidrozeatina (DHZ) y ribésidodihidrozeatina

(RDHZ) en Digitaria eriantha cv. Sudafricana y Mejorada INTA a 6, 24 y 72 horas de estrés por
frio. Datos expresados como media + ES para n = 3. * Indican diferencias significativas entre
muestras aP < 0,05 (Garbero et al., 2012).

Sudafricana 0 Nd nd
6 28,22 +7,2 1894+ 1,4
24 nd nd
72 nd nd
Mejorada INTA 0 27,17+ 20,3 nd
6 2943+7,1 15,53+ 1,0
24 nd nd
72 nd nd

nd: no detectado
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DISCUSION

La exposicion de las plantas a bajas temperaturas induce cambios morfoldgicos y
fisiologicos y la sensibilidad a este factor de estrés varia segun las especies y los
genotipos. En este estudio, cuantificamos las respuestas diferenciales al estrés por frio en
cultivares de D. erianthaque presentabandiferente sensibilidad a las bajas temperaturas.

Los hallazgos mejoran nuestra comprension sobre las respuestas al frio en esta
importante especie forrajera y las posibles estrategias para aumentar la tolerancia al frio.

Las producciones potenciales de biomasa varian ampliamente para las
plantascrecidas en condiciones estresantes. En el cultivar sensible Sudafricana, la
reduccion en el crecimiento de hojas y raices (PF, PS y longitud) bajo estrés por frio,
podria estar relacionado con una disminucion dramética en el nivel de AlA. Otros factores
estresantes abidticos 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 disminuy6 la concentracion de AIA
y modifico los vasos y la pared celular (Junghans et al., 2006). Recientemente, Elobeid
et al. (2011) observaron reducciones en el crecimiento (elongacion de las raices, madera
y brotes e iniciacion de hojas) que estuvieron acompafiados de una disminucion en la
concentracion de auxina en las plantas de alamoexpuestas a cadmio.

Con respecto a las CK, encontramos que iP fue la nica CK en Sudafricana que
mostrd una disminucion después de 72 h de tratamiento con frio. Esto sugiere que la
reduccion del crecimiento durante el estrés por frio estuvo méas relacionada con la
disminucion brusca de AIA que con los niveles de CK. Sin embargo, la reduccién de CK
junto con la disminucion del contenido de clorofila puede afectar la produccion de
biomasa en cv. Sudafricana bajo tratamiento con frio. Por lo tanto, en este cultivar la
reduccidn de los niveles hormonales y el contenido de clorofila estan relacionados con su
sensibilidad al estrés por frio.

Por otro lado, la resistencia o sensibilidad al frio se puede estimar por la capacidad
de una planta para recuperarse después de que se detenga el estrés por frio (Ercoli et al.,
2004). Durante el periodo de recuperacion, cv. Sudafricana no mostr6 un aumento
significativo en el PF o PS de las hojas, lo que indica el efecto duradero del estrés por frio
en el crecimiento.

El macollaje (produccion de tallos después de que el brote primario inicial haya
crecido de una semilla) es un rasgo agronémico importante, ya que el nimero de macollos
por planta determina la productividad y el rendimiento del cultivo. En cv. Sudafricana,
los estudios microscopicos revelaron dafios en el tallo principal que afecta el crecimiento
de la planta y dafios en las yemas axilares que reprimieron la produccion de macollos.
Esto se reflejo en la reduccion del PF y PS durante el periodo de recuperacion en plantas
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tratadas con frio en comparacion con las plantas de Mejorada INTA. Del mismo modo,
la deposicion de material amorfo y la precipitacion del contenido celular en tejidos del
tallo indicaron necrosis celular. Este dafio fue progresivo de 6 a 72 h en ambos cultivares
y fue mas grave para Sudafricana.

Los sintomas ultraestructurales generales del estrés por frio son muy similares en
todas las especies de gramineas. Incluyen la hinchazén y la desorganizacion de los
cloroplastos, el tamafio y nimero reducidos de granos de almidon, la dilatacion de los
tilacoides y el desapilado de la grana (Kratsch y Wise, 2000). Los cloroplastos de cv.
Sudafricana tratados con frio estaban hinchados y descoloridos. Los estudios
ultraestructurales mostraron un nimero reducido de granos de almidon en los cloroplastos
de la vaina del haz y de las células del meséfilo. El efecto del frio fue mayor en los
cloroplastos de la vaina del haz, ya que perdieron su forma y tenian 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 malondialdehido (MDA) que
observamos anteriormente (Garbero et al., 2011). EI aumento del contenido de MDA (el
producto final de la peroxidacion 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 frio (Xu et al., 2008).

Los cambios observados en los cloroplastos de Sudafricana a las 72 h de
tratamiento con frio coinciden con un menor contenido de pigmentos fotosintéticos y un
aumento en el nivel de acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA) (Garbero et al. 2011). OPDA,
el precursor en la via de biosintesis del &cido jasmonico, se forma a partir de membranas
de cloroplastos (Weber 2002; Buseman et al., 2006; Boettcher y Weiler 2007). En
Sudafricana, las membranas dafiadasde 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 frio no
cambid en el cv. Mejorada INTA, tolerante al frio, mostrando un proceso de fotosintesis
activo. Ademas, las hojas y raices de este cultivar mostraron un crecimiento sostenido
con un notable aumento de AIA a las 24 y 72 h de tratamiento con frio. Casualmente,
Yurekli et al. (2004) informaron un aumento de AlA en Phaseolusacutifolius, un cultivo
tolerante a la salinidad, después de 48 o 72 h de tratamiento con NaCl. Ademas, se
observo un rapido 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 contribuyd a su mejor crecimiento bajo estrés
por frio. De manera similar, en Euphorbiapulcherrima, los niveles de CK se redujeron
ligeramente en el cultivar tolerante al frio (Tantau y Dorffling, 1991).
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En nuestros cultivares deDigitaria, las CK DHZ y RDHZ se detectaron bajo estrés
por frio sélo a las 6 h. Por lo tanto, ain no podemos descartar la posibilidad de que estas
CK desempefien algun papel complementario en la respuesta al estrés por frio.

Como la resistencia al frio se puede estimar por la capacidad de una planta para
recuperarse después de que cese el estrés por frio, en el presente estudio estimamos la
capacidad de Mejorada INTA para recuperarse después de que se suspendio el estrés por
frio. Encontramos que las plantas de Mejorada INTA recuperaron el PF normal y el PS
unos pocos dias después de que se detuviera el tratamiento con frio.

El tratamiento con frio en Mejorada INTA afectd solo el meristema apical y la
fuerte recuperacion del crecimiento se puede atribuir al hecho de que los tejidos de las
yemas axilares no se dafiaron, lo que permitié el desarrollo normal del macollaje. Los
estudios microscépicos mostraron una ligera hinchazon solamenteen los cloroplastos del
mesofilo y el andlisis ultraestructural no revel6 un efecto significativo del tratamiento con
frio en los cloroplastos del meséfilo o de la vaina. Estos hallazgos son consistentes con
los estudios en otras especies tolerantes al frio, por ejemplo, Pisumsativum,
Brassicaoleraceavar. acephala y un cultivar de C. sativus que presentaba los cloroplastos
intactos y una peroxidacion lipidica insignificante (Wise et al., 1983; Wise y Naylor,
1987; Xu et al., 2008). La resistencia al frio 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 frio 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 maiz
(Taylor y Craig, 1971).

En conclusién, la tolerancia al frio de Mejorada INTA parece estar relacionada
con la estabilidad de los niveles de clorofila y CK, el aumento de AlAy la conservacion
de la anatomia y la ultraestructura de los 6rganos de la planta. Estas caracteristicas
permiten un crecimiento continuo durante el estrés por frio y una recuperacion rapida
cuando el frio se detiene. Los cultivares tolerantes al frio, como Mejorada INTA, tendran
una importancia cada vez mayor como recursos forrajeros en areas con climas aridos e
inviernos duros.
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CAPITULO 6

Metilacion del ADN genomico en dos cultivares de Digitaria eriantha como
respuesta a bajas temperaturas.

Mariela QUIROGA, Sol GARCIA, Hilda PEDRANZANI

Resumen

Uno de los mecanismos mas importante en la evolucion de las plantas es la hibridacion
interespecifica. 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 morfologicas, fisiologicas y ecoldgicas de importancia en la evolucion 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 semiarida templada central Argentina, se realiz6 un
experimento para comparar el grado de metilacion del 5-metil citosina en residuos de
citocina de ADN gendmico y su relacion con indicadores del crecimiento. Para este
estudio se selecciond el cultivar sintético Mejorada INTA y el nativo Sudafricana. Se
utilizé una metodologia rapida que permite determinar la metilacién del ADN gendmico
en 15 min. Se concluyo que el cv. Mejorada INTA es tolerante al frio, mientras que el
Sudafricana es sensible. Este trabajo contribuye al conocimiento de seleccién temprana
de germoplasma tolerante al frio.

Palabras claves: DNA, Digitaria eriantha, epigenética, metilacién, 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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INTRODUCCION

Un concepto central del neodarwinismo es que sin variabilidad no es posible la
evolucion. Para que la seleccion natural actie es imprescindible que exista variabilidad
genética; si la variacion genética de determinada poblacién disminuye y aumenta la
homocigosis, ésta se dirigiria 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 nucleétidos. Las variantes alélicas que se originan dentro
de una poblacion por mutaciones y que se recombinan en la meiosis dan lugar a fenotipos
que son la base de la microevolucion adaptativa. Por otro lado, es llamativo como
genomas que comparten mas del 90% de sus secuencias, como el del hombre y el
chimpancé, presenten fenotipos tan diferentes. Recientes avances en el area de la biologia
y genética molecular han demostrado que existe otra fuente de variacion llamada
epigenética. La epigenética es el estudio de cambios heredables en la expresion y funcién
génica que no pueden ser explicados por cambios en la secuencia de ADN (Richards,
2006). Se encontrd que la variacion heredable no necesariamente se basa en cambios de
secuencias, sino que existen cambios heredables en la expresion génica en total ausencia
de variabilidad genética. Una caracteristica fundamental del fenémeno epigenético es que
estd 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 patogenos, el cultivo in-vitro y la
hibridacién interespecifica (McClintock, 1984). El objetivo de la presente revision es
describir los mecanismos epigenéticos y analizar su relacion con la hibridacién
interespecifica, asi como su influencia en la evolucién de las plantas.

Mecanismos epigenéticos

Se han descripto diferentes mecanismos relacionados con el fenémeno
epigenético, tales como: metilacion de citosinas, modificacion de histonas (acetilacion y
metilacion) y micro y pequeiios ARNs de interferencia. EI mecanismo méas comun en
plantas es la metilacién en la posicion 5° del anillo de citosina (5mC), los motivos que
predominantemente se encuentran metilados son dinucleétidos CG y trinucleétidos CNG
(siendo N cualquiera de los cuatro nucleotidos) (Martienssen y Colot, 2001). Su
distribucion en el genoma no es al azar y varia dependiendo del tejido y el estado de
desarrollo de la planta. Las enzimas ADN metiltransferasas catalizan la formacion 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 afiaden 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 metilacién luego de la replicacion del ADN, reconociendo
cadenas hemimetiladas (5mCG/CG 6 5SmCNG/CNG) e incorporando grupos metilo en las
citosinas no metiladas. De esta manera los patrones de metilacion se heredan tanto
mitotica como meidticamente.
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Fig.6.1: A. Agregado del grupo metilo al carbono 5" de la citosina. B. Pasaje del estado de
cromatina condensada y silenciada, por desacetilacion de histonas e hipermetilacion del ADN, al
estado descondensado y activada en el que la cromatina esta desmetilada y acetilada (Massuelli y
Marfil, 2011).

La metilacion del ADN estd directamente relacionada con el silenciamiento
geénico, las regiones del ADN altamente metiladas en general se encuentran silenciadas.
Se demostrd que anulando los genes CMT3 y MET1 se desmetila el genoma activandose
elementos transponibles y genes que se encontraban silenciados. Estos estudios mostraron
que la pérdida de metilacion produce aberraciones tales como cambios morfol6gicos en
hojas y flores, asi como en el tiempo de floracion. En plantas un proceso del desarrollo
controlado epigenéticamente, es el de vernalizacion: la promocion de la floracién por
exposicion de una plantula a un periodo de baja temperatura. La expresion de FLC, el gen
clave que media esta respuesta, es reprimida por modificacion de histonas en A. thaliana.
La supresion de FLC en plantas vernalizadas esta asociada con una disminucion en la
acetilacion de la histona H3 y con un incremento en la metilacion de las lisinas 9 y 27
(Bastow et al., 2004). El proceso de utilizacion de marcas pre-existentes que guian la
incorporacion de nuevas marcas, descripto para el mantenimiento de la metilacion,
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también es aplicable para la maquinaria de modificacion de histonas. La isoforma de la
histona H3 que estd metilada en la lisina 9, una modificacién distintiva de la cromatina
silenciada, recluta lisina 9 histonas metiltransferasas a través de proteinas intermediarias.
Este mecanismo asegura que las marcas de histonas apropiadas sean afiadidas a los nuevos
nucleosomas que se van incorporando a las hebras sintetizadas tras un evento de
replicacion del ADN.

Los cambios en la metilacion del ADN afectan la estructura de la cromatina y
viceversa, sugiriendo que las dos principales marcas bioquimicas propias del estado
silenciado de la cromatina se refuerzan mutuamente (Figura 6.1 B). La 5mC sirve como
una guia para el establecimiento y el mantenimiento de otros cddigos epigenéticos, como
son las modificaciones postraduccionales de las proteinas histénicas que empaquetan el
ADN en los nucleosomas. La metilacion del ADN ha sido asociada con la desacetilacion
de la histona H3 y con la metilacion 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 conexion entre la metilacion del ADN vy la estructura de la cromatina se ve reforzada
por el hecho de que la mutacion en la proteina remodeladora de la cromatina DDM1
(Decreased DNA Methylation 1) provoca una marcada reduccién en la metilacion del
ADN (Brzeski y Jerzmanowski, 2003).

En los ultimos afios, pequefios ARNs no codificantes han recibido especial
atencion por controlar maltiples fenémenos epigenéticos (Bernstein y Allis, 2005). La
interferencia asociada a ARN (iIARN) es un proceso de silenciamiento postranscripcional
de genes, muy conservado evolutivamente, por lo que un ARN induce la degradacién
secuencia-especifica de secuencias de ARNm (siARNSs, de doble cadena, exdgenos) o la
represion de la traduccion (miARNs, ARNSs cortos, enddgenos, codificados en el
genoma). Estudios recientes demuestran que ARNSs pequefios, generados por la
maquinaria del ARN de interferencia, pueden dirigir la metilacion de citosinas y la
modificacion de histonas asociadas con la quiescencia transcripcional de regiones
gendmicas 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 traves de las divisiones celulares, su expresion
diferencial tiene efectos fenotipicos sin alterar la secuencia lineal de nucleotidos. Las
interacciones entre las vias moleculares descriptas, al establecer y/o reforzar diferentes
estados epigenéticos sobre secuencias idénticas de ADN, alteran la afinidad de union de
proteinas que median la activacion transcripcional. De esta forma, las modificaciones
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epigenéticas a nivel del ADN y de los nucleosomas afectan la expresion génica y, en
definitiva, el fenotipo.

Epialelos y variacion natural

Los estudios sobre epigenética son recientes; en los ultimos afios las técnicas de
biologia molecular han permitido profundizar en el conocimiento de los mecanismos
responsables de los fendbmenos epigenéticos. Diversos estudios sobre mutantes naturales
en plantas como tomate (Solanum lycopersicum), maiz (Zea mays), A. thaliana han
demostrado que los fenotipos observados tienen bases epigenéticas. Al comparar
secuencias de alelos salvajes y mutantes se comprobd que eran idénticas, sin embargo, el
namero Yy distribucion 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 metilacion y
se establecen nuevos patrones, en general los patrones se transmiten en forma estable de
generacion en generacion. Las ADN metiltransferasas de mantenimiento se encargan de
incorporar los grupos metilo durante la replicacién del ADN y por lo tanto los epialelos
son tanto meidtica como mitéticamente estables (Kakutani, 2002).

En plantas se han encontrado varios epialelos estables de ocurrencia natural. Un
ejemplo interesante es el mutante Peldrica de Linaria vulgaris, descripto por Carl
Linnaeus en 1744, donde la simetria bilateral de la flor cambia a una simetria radial en el
mutante (Gustafsson, 1979). Cubas et al. (1999) demostraron que el mutante era un
epialelo del gen Lcyc, que controla la simetria dorsoventral de la flor, el cual estaba
altamente metilado y silenciado en el mutante. Esta modificacion era heredable y el grado
de metilacion 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 peloricas e
intermedias estaban altamente metiladas. Esta epimutacion no era totalmente estable
presentando reversiones y cierta inestabilidad somatica, una misma planta podia tener una
rama con flores peldricas y otra con flores intermedias. Esta es una caracteristica
importante de las epimutaciones que la diferencian de las mutaciones genéticas que son
estables durante el ciclo de vida de un individuo. EI mutante en tomate Cnr (Colorless
non-ripening) produce frutos sin color y pericarpio harinoso. Manning et al. (2006)
descubrieron gque era una epimutacion que aparecio 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 epimutacion
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 pigmentacion en maiz
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(Hollick et al., 1995), el silenciamiento del gen pai2 que afecta la biosintesis de triptéfano
(Bendery Fink, 1995; Melquist et al., 1999) y el gen bal que produce enanismo y aumento
de la resistencia a patdgenos en A. thaliana (Stokes et al., 2002). Los ejemplos citados
indican que los epialelos tienen caracteristicas distintivas de las mutaciones génicas y que
constituyen un fendomeno de importancia desde el punto de vista evolutivo. La metilacion
global de citosinas puede ser inferida indirectamente usando enzimas de restriccién
sensibles a la metilacion. El tratamiento con los isoesquizémeros Hpall y Mspl, que
reconocen sitios 5'-CCGG- 3, y posterior ligamiento de adaptadores y amplificacion por
PCR (MSAP- Methylation -Sensitive Amplification Polymorphism) o hibridizacion con
sondas especificas (Southern blots) se usan normalmente para monitorear el nivel de
metilacion dentro del genoma. Estudios recientes utilizando estas técnicas demostraron
que dentro de poblaciones naturales de plantas existe variabilidad en los patrones de
metilacién (Cervera et al., 2002; Riddle y Richards, 2002). Marfil et al. (2009),
estudiando una poblacion natural de Solanum ruiz-lealii, observaron escasa variabilidad
genética medida por AFLP (Amplifed Fragment Lenght Polymorphism) y demostraron
que plantas que tenian menos de un 4% de variabilidad genética presentaban un 28% de
variabilidad epigenética. En algoddn se encontraron altos niveles de polimorfismo de
metilacion 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 variacion entre lineas de Arabidopsis era minima, la
variacion natural para los sitios metilados era significativamente superior.

Hibridacioninterespecifica y shock genémico.

El genoma estd sometido a estreses de diferentes tipos. McClintock (1984)
propuso el término estrés gendmico para referirse a todas aquellas respuestas no
programadas a un cambio inusual que conduce a una reestructuracion extensiva del
genoma. McClintock se refiere basicamente a cuatro causas de estrés: 1) cultivo de
tejidos, 2) ataque de patdgenos, 3) contaminantes de varios tipos y 4) cruzamientos
interespecificos. La hibridacion interespecifica tanto a nivel diploide (homoploide) como
poliploide (alopoliploide) es un mecanismo importante en la evolucién y especiacion de
las angiospermas (Hegarty y Hiscock, 2005). La union en un nucleo hibrido de dos
genomas diferentes promueve una serie de remodelaciones del genoma, tanto genéticas
como epigenéticas. Una forma de determinar el origen hibrido es utilizar marcadores
moleculares, donde marcadores especificos de las especies parentales pueden ser
identificados en el hibrido. Sin embargo, estudios recientes demuestran que tanto los
hibridos diploides como poliploides experimentan remodelaciones genéticas y
epigenéticas que pueden llevar a la aparicion de nuevos fragmentos o la desaparicion de
marcadores parentales en el hibrido. En hibridos poliploides entre A. thaliana y A.
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arenosa se observo inestabilidad fenotipica, cambios en la expresion génica y en los
patrones de metilacion (Comai, 2000; Madlung et al., 2002). En autopoliploides sintéticos
de Paspalum y Eragrostis se detectaron remodelaciones genéticas y alteraciones en la
expresion de genes (Martelotto et al., 2005; Mecchia et al., 2006). En hibridos sintéticos
entre Solanum kurtzianum y S. tuberosum se encontraron reestructuraciones genéticas
detectadas por AFLP y cambios epigeneticos, especificamente en los patrones de
metilacién, en hibridos F1 y retrocruzas (Marfil et al., 2006). Una de las consecuencias
mas interesantes de la hibridacion, como disparador del "shock gendémico”, es la
activacion y movilizacién de elementos transponibles (ET), tales como transposones y
retrotransposones. Se observé una activacion masiva de ET en hibridos entre especies de
Helianthus (Ungerer et al., 2006). Trabajando con cruzamientos intergenéricos en arroz,
se ha descripto una amplia activacion de ET acompafiada de inestabilidades epigenéticas
(Wang et al., 2009; Liu et al., 1999). No se conocen los mecanismos que podrian activar
a los ET, sin embargo, es posible que por efecto de la hibridacién se remuevan o
remodelen marcas epigenéticas en regiones promotoras y como consecuencia se produzca
una movilizacion masiva de estos. Michalak (2009) afirma que la activacion de ET se
encuentra intimamente ligada a la regulacién epigenética y de pequefios ARNs. La
mayoria de los elementos repetitivos en el ADN eucariota moderadamente repetitivo esta
compuesta por ETs. En general la actividad de transposones es desfavorable y
posiblemente tanto la metilacion del ADN como los pequefios ARNSs surgieron como
mecanismos de control y represion de estos elementos.

Epigenética y Evolucion

En hibridos sintéticos y naturales de Solanum se encontré que: a) plantas que
presentaban flores anormales compartian un patrén de metilacién similar, el cual a su vez
era diferente al de las plantas con flores normales, b) la desmetilacion quimica de plantas
con flores normales daba lugar a flores anormales, c) ciertas secuencias eran
particularmente sensibles a remodelar su metilacién (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 hibridacion. La Figura 6.2 ilustra
como a través de un shock gendémico por hibridacion se producen alteraciones
epigenéticas que dan lugar a variaciones fenotipicas que, en el caso de las especies de
papa, pueden estar sujetas a la accion de la seleccion natural al tener la posibilidad de
mantenerse por reproduccion clonal (tubérculos) por varias generaciones. Este proceso
podria dar lugar a la generacion de nuevas formas, ecotipos o especies.
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Aparicion de variabilidad. Nuevos fenotipos,
alteraciones y malformaciones

Fig.6.2: Modelo hipotético de evolucion epigenética en el que por efecto de la hibridacion
interespecifica en Solanum se induce un shock genémico que produce cambios epigenéticos.
Estos cambios dan lugar a fenotipos nuevos sobre los que puede actuar la seleccion natural,
originando nuevas especies (adaptado de Massuelli y Marfil 2011, diagrama Hilda Pedranzani).

La hibridacion 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 generacion de epialelos que son metaestables
(eventualmente reversibles) y potencialmente influenciados por el ambiente; es innegable
que este tipo de variacién epigenética heredable tiene implicancias relevantes en la
evolucion de las poblaciones naturales. Las novedades fenotipicas generadas como: a)
cambios en el tiempo de floracion, b) alteraciones en las estructuras forales (simetria de
laflor, color de la flor, aberraciones florales, etc.), ¢) disminucion en la fertilidad de polen,
conducirian a un aislamiento reproductivo de los hibridos en relacion a las especies
progenitoras; si la planta hibrida poseyera cierta fertilidad podrian establecerse como una
nueva especie. Sin embargo, no se cuenta con suficiente informacion para evaluar como
la seleccién natural actia 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 acufiado en 1942 por el embridlogo, paleontélogo y genetista
escocés Conrad Waddington para designar el estudio de las interacciones entre el
genotipo y el fenotipo, es decir, entre la informacion codificada en los genes y aquella
que efectivamente se expresa. El término epigenética es considerado una de las mas
importantes invenciones tedricas de Conrad Waddington (Robertson, 1977).
Actualmente, el concepto de epigenética ha sido ampliado para designar el analisis 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 méas importantes de Waddington sobre la epigenética, perfectamente
ejemplificada por el paisaje epigenético, es la interaccion 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 expresion génica (Morange, 2002).

El término epigenética, no obstante, tiene multiples significados en la actualidad
y comenzd a ser utilizado con mayor frecuencia a partir de la década de los afios 90. La
definicion comun de epigenética es “el estudio de cambios en la funcidon génica
heredables mitdtica o meidticamente 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 fenotipicos (King et al., 2006). Otro
concepto hace referencia al estudio de los procesos que regulan la actividad génica por
medio de modificaciones postraduccionales, la metilacion del ADN o cambios
cromatinicos como las modificaciones de histonas (Morange, 2005). Las publicaciones
mas recientes sobre el tema han abordado la epigenética de una forma mas completa,
reconociendo su importancia practica y tedrica en biologia (Jablonka y Lamb, 2002). Los
mecanismos tradicionales de regulacion epigenética incluyen metilacion del ADN y
modificaciones de histonas, entendiendo a estas proteinas como las encargadas de
empaquetar el ADN. Considerando que los dos tipos de mecanismos participan en la
modulacion de los complejos remodeladores de la cromatina, estos mecanismos son
importantes para el establecimiento de patrones correctos de expresién 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 expresion génica. Ocurren como consecuencia de
complejas maquinarias enzimaticas, son mitotica y meioticamente 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 numero de
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trabajos enfocados a los sistemas vegetales. En el presente trabajo se hace una descripcién
basada en algunos reportes que se consideraron importantes, sobre los avances en la
investigacion epigenética de plantas, basicamente sobre los mecanismos de metilacion.

Metilacién del ADN

La metilacion del ADN es el proceso epigenético mejor conocido, el cual
participa en la regulacion de la expresion génica de dos maneras, directamente al impedir
la unién de factores de transcripcion, e indirectamente propiciando la estructura cerrada
de la cromatina. EI ADN presenta regiones de 1000-1500 pares de bases (pb), ricas en
dinucleétidos citosina-fosfato-guanina (CpG), que son reconocidas por las enzimas
ADNmetiltransferasas, las cuales, durante la replicacion del ADN, metilan el carbono 5
de las citosinas de la cadena recién sintetizada, manteniéndose asi la memoria del estado
metilado en las moléculas hijas de ADN (Salozhin et al., 2005). La metilacion de las
citosinas en los mamiferos es un proceso bien conservado en las divisiones celulares y la
falla para mantener la informacion epigenética correcta conlleva consecuencias graves
para la célula, como a la expresion génica anormal y a la apoptosis, ambos mecanismos
asociados con el desarrollo de cancer (Haslberger et al.,2006). El patron de metilacion no
se mantiene constante a lo largo de toda la vida de un individuo, sino que sufre sucesivas
modificaciones. En mamiferos, los cambios en el patron de metilacion mas importantes
se producen durante el desarrollo embrionario. Después de la fecundacion, se eliminan
los patrones de metilacion previamente establecidos (excepto en algunas zonas con loci
con impronta génica) y se establece un nuevo patron de metilacién necesario para la
expresion especifica de tejido de algunos genes en mamiferos, y para el “imprinting”
genodmico. Una vez establecidos, los nuevos patrones de metilacion deben ser heredados
por las células hijas. La herencia anormal de dichos patrones lleva a la formacion de
tumores y a procesos de envejecimiento. Los cambios en el patron de metilacion, tanto
normales como en caso de enfermedad, se producen a través de tres mecanismos basicos:

1.-Metilacién de novo: es la metilacion de secuencias no metiladas estableciendo
asi un nuevo patron de metilacion. La mayor parte de la metilacion de novo se produce
durante el desarrollo embrionario, aunque también se da en los puntos de integracion de
ADN viral en el genoma y durante el envejecimiento. Aunque la metilacion de novo ha
sido demostrada en diferentes procesos biologicos y especies, se desconoce como se
seleccionan las secuencias que van a ser metiladas de novo(Stewart et al., 1982).

2.-Metilacion de mantenimiento: es el proceso mediante el cual se mantiene el
patron de metilacién después de la replicacién. Cada ronda de replicacion genera una
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cadena de ADN de nueva sintesis no metilada, frente a la cadena complementaria vieja
que si esta metilada (Goll y Bestor, 2005).

3.-Desmetilacion: es el proceso que permite eliminar los patrones de metilacion
previos. Ocurre principalmente durante el desarrollo preimplantacional, yen general,
durante todo el desarrollo. Se puede producir mediante dos procesos:

-Desmetilacion pasiva: se produce una reduccion gradual de los niveles de
metilacion debida a la ausencia de metilacion de mantenimiento a lo largo de sucesivas
rondas de replicacion (Liu et al., 2003).

-Desmetilacion activa: se produce de forma independiente de la replicacion de
ADN, gracias a la intervencién de enzimas especificas (Kress et al., 2001).

Metilacién del ADN de plantas

Durante la ultima década, la investigacion en epigenética se ha enfocado
principalmente en los mamiferos, mientras que las plantas han recibido menos atencion.
La informacion disponible sobre epigenética en plantas se centra en la planta modelo
Arabidopsis thaliana (Reinders y Paszkowski, 2009), en arroz (Akimoto et al., 2007) y
maiz (Wang et al., 2009), entre otras.

En plantas, las modificaciones epigenéticas son de suma importancia, ya que, al
Ilevar una vida sésil, no pueden moverse en busca de nutrientes 0 mejores condiciones
ambientales. Las modificaciones epigenéticas en las plantas pueden ser transmisibles a la
linea germinal y ser heredadas transgeneracionalmente (Takeda y Paszkowski, 2006).
Entre las modificaciones epigenéticas que podemos encontrar estd la metilacion de
citosinas del ADN, que en plantas se puede presentar en tres contextos diferentes: el
clasico contexto CG y también en contextos CNG y CNN (asimétrica, siendo N cualquier
nucleétido), exclusivos de plantas.

La metilacion esta 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 aln
no se ha logrado descifrar completamente como opera este lenguaje epigenético, si 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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numero de polimorfismos sobre los cuales actua la seleccion natural. Por todo ello es
posible afirmar que los procesos epigenéticos juegan un papel muy significativo en la
variacion natural y la evolucion (Bossdorf et al., 2007). De hecho, éstos pueden llegar
incluso a incrementar el potencial evolutivo de los organismos en respuesta a estrés
abiotico y jugar un papel importante en los procesos de especiacion y evolucion (Rapp y
Wendel, 2005; Richards, 2006). La epigenética nos ha presentado una nueva dimensién
que ayuda a explicar mejor como las poblaciones biol6gicas pueden alcanzar una alta
diversidad y como pueden en muchos casos adaptarse a inesperados y profundos cambios
en su habitat natural. Pocas especies de plantas han sido estudiadas por su variabilidad
epigenética, y de las especies estudiadas, la mayoria son de interés economico para el
hombre. Sin embargo, en el mundo existen miles de especies de plantas, cuyos estudios
epigenéticos podrian contribuir a comprender mejor el papel del ambiente en la
generacion de nuevos atributos que participan en la direccionalidad de los procesos
evolutivos.

Situacion ambiental y especies megatérmicas

La combinacion de inviernos extremadamente secos y temperaturas muy bajas
determinan, para la region pampeana semiarida, 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 implantacion, 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 comparacion con los recursos estivales.

Estas desventajas se agravan si dicho forraje es utilizado por categorias de bajos
requerimientos nutricionales, tales como vacas de cria en gestacion. La mejor manera de
solucionar el mencionado déficit forrajero parece consistir, consecuentemente, en la
transferencia del volumen de pasto producido en verano por gramineas perennes de ciclo
estival para su utilizacion en la época invernal. Esto redundaria en un uso mas eficiente
de los recursos naturales (luz, agua, nutrientes), dado que este tipo de plantas posee un
sistema fotosintetizante méas eficaz (C4): los mecanismos fisiologicos de estas especies
posibilitan disponer de un potencial de produccién que supera con holgura al de las
plantas C3. Si esa pronunciada diferencia de rendimientos no es compensada por nitidas
diferencias de calidad, el cultivo de especies C3 pierde sentido. En los sistemas pastoriles
bovinos los rendimientos, condicionados principalmente por la produccién de forraje,
pueden incrementarse con la incorporacion de gramineas cultivadas mejoradas.

Caracterizan a las especies megatérmicas elevadas tasas de crecimiento durante la
estacion célida, por lo que tienden a encafar rapidamente, lo que determina una marcada
disminucion de su calidad. Esto se atenGa 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 facil discriminacion (por su disposicion espacial en la mata) por parte del animal.

Las gramineas megatérmicas introducidas han cobrado importancia en el Norte de
Cordoba como constituyentes de cadenas forrajeras tendientes a incrementar la
productividad de los sistemas ganaderos. La adaptacion de estas especies se extiende
hasta la region pampeana semiarida inclusive, evidenciando en ella un comportamiento
ventajoso respecto a recursos de crecimiento invernal. En esta region se reconoce al agua
y al nitrégeno como los dos factores que en mayor medida limitan la produccién, y en el
uso de ambos es mas alta la eficiencia de las especies C4. Sin embargo, la Gnica graminea
de estas caracteristicas actualmente difundida en forma masiva en la regién pampeana
semiérida es el pasto llordn, 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 conformacion de sistemas de pastoreo basados en
el uso exclusivo de pasturas perennes los doce meses del afio. En la comunicacion que se
presenta se estudio para Villa Mercedes (33° 39' lat. S — 65° 22" long. O y 515 msnm) el
régimen térmico para los afios 1968-9, complementandose el trabajo con otros parametros
climaticos de posible utilidad para eventuales usuarios del mismo (periodo libre de
heladas, fechas de primera y ultima heladas, etc.). Se efectian breves consideraciones
referidas a la estrecha relacion existente entre los factores climaticos del medio y el
crecimiento de pasturas megatérmicas perennes nativas y cultivadas.

MATERIALES Y METODOS

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 proporcion 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 solucion
del medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962). Se colocaron en camara de cultivo a
25°C, con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h de oscuridad durante 30 dias; después se
realizaron los tratamientos con frio a 10°C con luz por periodos de 24, 48y 72 h, y el
testigo permanecio a 25°C. Posteriormente se extrajo el material vegetal que se almaceno
a -80°C para su estudio de metilaciéon de ADN. Para obtener el porcentaje total de
metilacién del ADN genomico se desarroll6 un protocolo basado en la electroforesis
capilar de alta resolucion (HPCE), mediante la cual es posible determinar el grado de
metilacion del ADN gendmico en menos de 15 minutos (Fraga et al., 2000). El proceso
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de determinacion de metilacion de ADN se hizo en cuatro etapas basicas: a) Extraccion
de ADN b) Cuantificacién de la concentracion de ADN mediante el espectrofotometro c)
Hidrolisis enzimatica d) Electroforesis capilar. Todas las separaciones se realizaron
mediante un capilar de silice abierto (600 x 0,075 mm, longitud efectiva 540 mm) que fue
montado en un equipo de electroforesis capilar (Capillary lon 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 area de
citosina (C), 5-metil citosina (5-mc), adenina, timina y guanina. Los dos primeros valores
fueron tomados como referencia para cuantificar la metilacion del ADN mediante el
calculo del porcentaje relativo de 5-mc de la siguiente forma:

% 5mc :’Areade 5- mc x100
(Area 5-mc + area C)

Donde:5-mc= 5-metil citosinaC= citosina
RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 6.1 se observan variaciones en el porcentaje de metilacion de ADN en
el cv. Mejorada INTA. Existieron diferencias significativas a las 24 y 48 h de tratamiento
a 10°C de temperatura con respecto al control; esta diferencia desaparecio a las 72 hs. Por
su parte, el cv. Sudafricana no mostrd diferencias significativas en el porcentaje de
metilacion de ADN en los tratamientos de 24, 48 y 72 h a 10°C comparados con el control;
no obstante, se observaron diferencias significativas a las 72 h con relacion a 24y 48 h
de tratamiento a bajas temperaturas.

Tabla 6.1: Metilacién de ADN gendmico expresado en porcentaje.

Tiempo de Exposicion % 5-mc
a 10°C 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 metilacion de residuos citosina en el ADN gendmico supone
un mecanismo de control génico (Razing y Riggs, 1980). En las plantas, al igual que en

el resto de las eucariotas, la metilacion sitio especifica de promotores y secuencias
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codificantes de genes inhibe la union de proteinas reguladoras y puede, por lo tanto,
reprimir la transcripcion (Ehrlich y Ehrlich, 1993). Ademas, las investigaciones recientes
parecen confirmar que la metilacion del ADN genomico 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 sequia 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 fisiologico. Distintos tipos de estrés inducen la expresion de
una amplia gama de genes relacionados con la respuesta al ambiente y, como
consecuencia, se sintetizan variados productos metabdlicos (Thomashow, 1994;
Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki, 1996). En el cv. Sudafricana (sensible) la falta de
metilacion en todos los tiempos de tratamiento con frio, permite suponer una ausencia de
respuesta de este cultivar al estrés aplicado. En el cv. Mejorada INTA (tolerante) los
niveles de metilacion 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 recuperacion de la planta
en sentido amplio (Quiroga, 2003). Las diferencias observadas en el cv. Avanzada INTA
en los porcentajes de metilacion de ADN gendmico, probablemente se deban a que dicho
cultivar activa rdpidamente un mecanismo de control que induce la desmetilacion de
bases, lo cual permitiria desreprimir genes que se expresarian en proteinas de defensa
tales como: proteinas del canal de agua, proteinasas (CLP proteasa, ubiquitina, etc.),
proteinas LEA, proteinas kinasas, etc. (Kishor, Hong, Miao, Hu y Verma, 1995). Por su
parte, el cv. Sudafricana no parece captar la sefial del estrés por frio, ya que los niveles
de metilacion fueron similares a lo largo del tratamiento a las 24, 48 y 72 h a 10°C de
temperatura, lo cual representa una falta de desrepresion de genes asociados a
mecanismos de control antiestrés; esta tendencia tiene correlacion con la falta de
regulacion del crecimientoen esas condiciones (Quiroga, 2003), debido probablemente a
gue su memoria genética no prevé la aclimatacion a bajas temperaturas. Asi mismo, se
considera que es la primera vez que se informa la metilacion del ADN genémico 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 sefial. También es una
contribucion 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 frio.
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CAPITULO 7

Mitigacion del estrés abidtico en Digitaria eriantha Steudel cvs. Sudafricana 'y
Mejorada INTA por asociacion con Azospirillum brasilense cepas Az39 e ipdC.

Romina OSSES, Oscar MASCIARELLI, Mariela QUIROGA, Hilda PEDRANZANI

Resumen

DigitariaerianthaSteudel es una especie forrajera adaptada a areas de pastoreo, pero con
sensibilidad a bajas temperaturas, estrés hidrico 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 asociacién conA. brasilense cepa Az39 y A. brasilense cepa ipdC frente a
diferentes estreses abidticos. Se sembraron semillas inoculadas y sin inocular en maceta y se
colocaron en cdmara 23:21°C (dia: noche) con un fotoperiodo 16:8 (dia: noche) con una densidad
de flujo de fotones de 300 umol m2st. Cuando las plantas tuvieron diez cm de alto, se sometieron
a los diferentes tipos de estrés (frio, sequia y salinidad). Finalizados los tratamientos de estrés, se
midieron diferentes biopardmetros 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
parametros medidos, expresando esta asociatividad la habilidad de mitigar todos los estreses.

Palabras clave biomasa, crecimiento, mitigacion 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 m2 s, 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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INTRODUCCION

La rizosfera es la zona localizada entre las raices de la planta y el suelo que la
rodea (Dijkstra et al., 2014), la cual estd conformada por tres areas, que son la
ectorizosfera, rizoplano y endorizésfera (Johansson et al., 2004). La rizdsfera es el
ecosistema con mayor diversidad microbiana del suelo (Rovira y Davey, 1974; Lynch y
Whipps, 1991). Los microorganismos presentes en la rizésfera 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 organicos que segrega la planta como los acidos organicos, aminoacidos,
azucares, acidos fenolicos, flavonoides, enzimas, etc., asi 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 raiz establecen
sinergismos con las plantas de dos maneras principales: las que forman una relacion
simbiotica (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 actuan como control biolégico de fitopatdgenos, 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 hidricos en conjunto con la salinizacion
del suelo, se vuelven factores abioticos que limitan el desarrollo de las plantas, se estima
que un 50% de las tierras cultivables estaran afectadas por estos tipos de estrés para el
2050. Por lo anterior, los microorganismos juegan un papel muy importante en el ambito
agricola al ser una alternativa importante para poder disminuir los efectos nocivos de
estrés abiotico (sequia, altas y bajas temperaturas, salinidad, toxicidad por metales, etc.)
en la produccion de los cultivos (Milosevic¢ et al., 2012).

La promocion de crecimiento en plantas producido por las PGPR puede ser
multifactorial; como la solubilizacion de fosfatos, produccion de sideréforos, fijacion
bioldgica de nitrogeno, produccion de la enzima 1-Aminociclopropano- 1-acido
carboxilico (ACC) desaminasa, produccién y regulacion de fitohormonas, actividad de
biocontrol, produccién de componentes organicos volatiles (VOC’s), activacion de la
resistencia sistémica inducida (ISR), etc. (Bhattacharyya y Jha, 2012). Las PGPR se
pueden adaptar a diversas condiciones ambientales y ademas tienen la capacidad de
ayudar a mitigar condiciones de estrés en plantas. En condiciones de sequia y/o salinidad
el efecto de proteccion de las PGPR consiste en reducir la produccion de etileno,
incrementar las concentraciones de fitohormonas como el &cido abscisico y las auxinas,
dar proteccién contra las especies reactivas de oxigeno (ROS), producir solutos
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compatibles, solubilizar fosfatos, producir exopolisacaridos y controlar a los
fitopatdgenos. La presente revision muestra un panorama general de los mecanismos
empleados por las PGPR como respuesta a diversos tipos de estrés abioticos y cual es su
efecto protector sobre las plantas como un potencial de uso como biofertilizantes.
Regulacion de hormonas

Las plantas estan expuestas a diversos factores ambientales adversos, por lo que
han desarrollado mecanismos de adaptacion complejos (Yang et al., 2013), liberando
compuestos quimicos como las hormonas (Alazem y Lin, 2015). Las hormonas de las
plantas se pueden clasificar de acuerdo a su estructura y actividad fisioldgica en; auxinas
(AUX), éacido abscicico (ABA), citoquininas (CTK), giberelinas (GA), etileno (ET),
acido salicilico (SA), acido jasmonico (JA) y brasinosteroides (BR). Estas hormonas
desempefian diversas funciones en la planta, como controlar y coordinar la division, el
crecimiento y la diferenciacion de las células (Miransari y Smith, 2014); y en diferentes
etapas del ciclo de vida de la planta; la germinacion, el desarrollo de 6rganos, crecimiento
del tallo, asi como la habilidad para responder a estimulos de estrés como el dafio por
insectos, patdgenos, sequia y baja disponibilidad de nutrientes.

Muchas veces actuan individualmente, aunque también en conjunto; como en el
caso de sequia o de estrés salino; cuando el ET acelera la senescencia de las hojas
individualmente, pero en conjunto con el ABA son moléculas sefializadoras de estrés
abiotico (Hassine y Lutts, 2010); en la absorcién 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 estan involucrados (Honsel
et al., 2012). ABA y GA tienen actividad en conjunto para la regulacion de la a amilasa,
compuesto necesario en la germinacion de la semilla (Kondhare et al., 2014). Y en la
regulacién de la respuesta contra fitopatdgenos las hormonas involucradas son el SA, JA,
ETy ABA (Alazemy Lin, 2015). Otra estrategia utilizada por las plantas para hacer frente
a los dafios causados por factores bidticos y abidticos, es la asociacién con bacterias
rizosféricas que pueden activar sefiales quimicas que modifican la concentracion de las
hormonas vegetales (Bent et al., 2001); por ejemplo el incremento en la concentracion de
ET, que tiene efectos positivos en la estimulacion de raices adventicias y otros no tan
deseados como la disminucion del crecimiento de la raiz (Saravanakumar y Samiyappan,
2007). La disminucion en la concentracion de ET, origina que la planta tenga mayor
resistencia al estrés abiodtico y la inoculacion con PGPR que producen la enzima
desaminasa del &cido 1-aminociclopropano-1-carboxilato (ACC desaminasa) cuya
funcidn 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 sintesis del acido indolacético (IAA) mediante una ruta
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alternativa que depende del triptofano proveniente de los exudados de la raiz aumentando
su concentracion en la rizosfera (Ali y Hasnain, 2007). Las concentraciones altas de IAA
inducen el desarrollo de raices adventicias y, por el contrario, a bajas concentraciones de
IAA la elongacion de la raiz principal se incrementa (Patten y Glick, 2002).

En las ultimas 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
abiotico (sequia, 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)
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Fig. 7.1: Facilitacion del crecimiento de las plantas por bacterias promotoras del
crecimiento (PGPR) (Grover et al., 2011)

Sequia.

Las PGPR son capaces de mitigar el estrés en plantas causado por sequias
mediante diversos mecanismos. A) Acido Abscisico y Citoquininas. Actualmente se sabe
que la sequia afecta el balance hormonal incrementando el contenido de ABA en parte
aérea y a su vez reduce los niveles de citoquinidas endogenas, lo anterior activa el
mecanismo de cierre de estomas, como respuesta a la sequia evitando la pérdida de agua
(Yang et al., 2009). El antagonismo entre citoquininas y ABA puede ser el resultado de
interacciones metabdlicas: las citoquininas comparten un origen biosintético comin con
ABA, creando claramente el potencial para el antagonismo en la formacién 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 reduccién en el suministro de esta hormona podria 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
reportdé como una PGPR que incrementa los niveles de CTK y a su vez reduce los niveles
de ABA bajo condiciones de estrés abiotico (Timmusk y Wagner, 1999). B)
Produccion de antioxidantes.

El estrés salino da lugar a la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
las cuales afectan a las células de la planta, causando dafio oxidativo en la membrana de
lipidos, proteinas 0 DNA, sin embargo, Mitigacion del estrés abidtico mediante PGPR 7
hay enzimas que se encargan de evitar dichos dafios, por ejemplo, la superéxidodismutasa
(SOD), catalasa (CAT) y ascorbatoperoxidasa (POX) y antioxidante no enzimatico tal
como ascorbato, glutation y tocoferol. Las PGPR usan mecanismos similares para
neutralizar el estrés oxidativo que es causado por ROS, a través de la induccion de
enzimas antioxidantes tales como ascorbatoperoxidasa y superoxidodismutasa (Kohler et
al., 2009 a, b; Jha y Subramanian, 2014).

Inhibicidn de la sintesis de etileno.

El etileno es una hormona gaseosa que desempefia multiples funciones en la
regulacion 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 degradacién del acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (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 laenzima ACC sintasa a acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (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
remocion de éste provoca que se disminuyan los efectos perjudiciales del etileno (Glick,
et al., 2007). La funcién de la enzima ACC desaminasa es convertir el ACC en a-
cetobutirato y amonio. Lo anterior trae dos ventajas en las plantas: disminuye el etileno
por la degradacion del precursor inmediato, pero ademas incrementa la disponibilidad de
amonio en la rizosfera. Recientes estudios han mostrado que las PGPR que contienen
ACC desaminasa inducen la produccion de raices mas largas, ayudando a una mayor
absorcion 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 hectareas de cultivos de interés
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econdémico (Bot et al., 2000; FAO, 2002), interfiriendo en la germinacion, crecimiento y
el rendimiento de cultivos (Khan y Panda, 2008). Entre los efectos negativos de la
salinidad se encuentran el incremento en la produccion de etileno, plasmélisis (pérdida
del liquido constituyente de las celulas, en condiciones hipertonicas), toxicidad de Na+y
Cl-, incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y afectacion de
la fotosintesis (Sairam y Tyagi, 2004; Gamalero et al., 2009). Las PGPR usan diferentes
mecanismos para contrarrestar el estrés salino, entre los que destacan A)
Osmorregulacion y acumulacion de prolina. La prolina es un aminoécido que se encarga
de proteger las membranas y proteinas contra efectos de iones inorganicos, y su
acumulacién reduce el potencial redox en las células bajo ambientes salinos (Jain et al.,
2001; Wahid y Close, 2007). Ademéas 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 adaptacion de la planta a la salinidad, contribuyendo al ajuste
osmético de las vacuolas, los exopolisacaridos 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 analisis transcripcional que aproximadamente 600 genes de
Arabidopsis thaliana modifican su expresion 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 expresion del gen HKT1 se disminuye reduciendo
a su vez el ingreso de Na+ a través de la raiz. El andlisis transcripcional ha mostrado que
los compuestos orgénicos volatiles (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 expresion de HKT1 en la raiz, 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).

Solubilizacion de fosfatos.

El fosforo es uno de los elementos mas importantes para la planta ya que
interviene en una serie de procesos metabolicos como la fotosintesis, la respiracion, y la
sintesis del almiddn, pero especialmente porque forma parte de los acidos nucleicos
(DNA y RNA), del trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP) y del
monofosfato de adenosina (AMP) (Rodriguez y Flores, 2004). La disponibilidad de
fosforo en suelos salinos es limitada, por lo que las PGPR se encargan de solubilizar
fosfatos. La solubilizacion de fosfatos por parte de las bacterias la realizan por
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acidificacion, quelacion, reaccion de intercambio ionico y la produccion de acidos
organicos de bajo peso molecular tal como el acido gluconico. La solubilizacién 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).

Sintesis de auxinas.

La auxina enddgena de méas abundancia es el &cido indolacético (IAA), que
cumple con la mayor parte de las acciones realizadas por las auxinas. Ademas del IAA
solo se han encontrado otros tres tipos de auxinas en las plantas; el &cido-indol-3- butirico,
el acido 4-cloroindole-3-acético y el acido fenil acético (Sauer et al., 2013). Estas
hormonas vegetales desempefian una funcion relevante en el crecimiento, el desarrollo y
la formacion de tejidos vasculares en la planta mediante la regulacion de la expresion 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 mas cercano. Dentro de las PGPR maés referenciadas
estad Azospirillum(a-subclase de las proteobacterias) (Casséanet al., 2009; Bashanet al.,
2012). Esta es una bacteria Gram negativa, de vida libre, fijadora de nitrégeno y asociada
a la rizosfera de las plantas. En nuestro pais, la practica de inoculacion con
Azospirillumbrasilense cepa Az39 se ha extendido desde el cultivo de maiz (Fulchieri y
Frioni, 1994), trigo (Thuar et al., 2005) a otras especies vegetales, como gramineas
forrajeras (Vella et al., 2005), entre otras. En esta investigacion 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 METODOS
Material bioldgico 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 razon de 5 g. de semillas en cada uno por cuadriplicado. Las macetas
se colocaron en camara de crecimiento a 23:21 °C (dia: noche) con un fotoperiodo 16:8
(dia: noche) con una densidad de flujo de fotones de 300 umol m2s?y se dividieron en
cuatro grupos: 1)23 °C y soporte a capacidad de campo (control); 2)4 °C por 72 h.; 3)
regadas con 200 mM de NaCl y 4) regadas con 100 ml de PEG cada dos dias, 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 inoculacién:las semillas de Digitaria se agruparon en bolsas plasticas, a
razén de 50 g por cada grupo para ser inoculadas con 5 ml de cada estirpe bacteriana a
razon de 1 x 10”ufc/ml previo a la siembra.

Tratamientos de inoculacion para cada grupo de macetas:seutilizé un tratamiento
control medio NFb (medio de cultivo libre de nitrégeno 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 contenian un volumen constante de solucién 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 abidticos se evaluaron parametros de crecimiento
como: longitud radicular y foliar, tomandose como muestra un pool de 10 plantas, con
tres repeticiones.

Biomasa

En cada tratamiento de simbiosis y estrés se evalué PF y PS radicular y foliar,
tomandose como muestra un pool de 10 plantas, con tres repeticiones.
Tratamiento estadistico de los datos

Los datos fueron analizados por el método estadistico INFOSTAT (Universidad Nacional
de Cérdoba) y los rangos multiples de DUNCAN. Este test controla errores de tipo |
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donde a=0,05 df=16 y MSE=6.208333, para un nimero de medias = 8 y un rango critico
de 4.305 a 4.893.

Fig. 7.2: Plantas de Digitaria eriantha cv. Sudafricana creciendo en invernculo

(Foto: Romina Osses)
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RESULTADOS Y DISCUSION
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Fig. 7.3: Numero 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 frio (4 °C), salinidad (200 mM) y tres niveles de sequia (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 sequia
0,5 Mpa, en plantas inoculadas con la cepa AZ-39, (Fig. 7.3 A). Enel cv. Mejorada INTA,
se encontraron aumentos significativos en el namero de hojas en el tratamiento control,
frio y los tres tratamientos de sequia con la inoculacion de la cepa ipdC™. La cepa AZ-
39promovid un aumento significativo del nimero de hojas en condiciones de sequia con
0,5 Mpa, 1,0y 1,5 Mpa. y la salinidad afect6 al crecimiento y ninguna de las dos cepas
“promovidé el aumento del nimero 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 frio (4 °C), salinidad (200 mM) y tres niveles de sequia (1: 0,5 Mpa; 2: 1,0
Mpa; 3: 1,5 Mpa). (Osses et al., 2017)
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Fig. 7.5: D. eriantha cv. Mejorada INTA sin bacteria, con 4 tratamientos: control (sin estrés);
estrés salino; estrés por frio y estrés por sequia (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 frio y estrés por sequia (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 frio y estrés por sequia (1,5 Mpa) (Foto:
Romina Osses)

En el cv. Sudafricana, en los tratamientos control, frio y salinidad no se
observaron diferencias significativas con ninguna bacteria; s6lo se observo un aumento
significativo del largo de hojas en el tratamiento de estrés por sequia con una presion
osmoética 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 frio o salinidad, solo
hubo un aumento significativo en la longitud de hojas en los tres tratamientos de estrés
por sequia; para presiones osméticas de -0,5 Mpa se observo en plantas inoculadas con
ambas cepas y so6lo con la cepa ipdC- para presiones de -1,0 y -1,5 Mpa (Fig. 7. 4 B). La
longitud de raices varié segun el tipo de inoculacién y estrés aplicado. En el cv.
Sudafricana, las plantas control, sometidas a estrés por frio y salinidad, no presentaron
diferencias significativas en la longitud radical. Los tratamientos de sequia incrementaron
la longitud de la raices cuando fueron inoculados con la cepa ipdC- y soportaron
presiones osmoticas 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 raices increment6 en forma
significativa bajo estrés salino y sequia bajo presiones osméticas 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) aument6 en forma significativa

con respecto al control en los tratamientos con inoculacion con la cepa AZ-39y con ipdC”
. ElI PFF increment6 de forma significativa en los tres tratamientos de estrés por sequia
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(0,5, 1y 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 varié en ninguno de los
tratamientos sin inoculacion y con ninguna de las dos cepas (Tabla 7.1A).

Enel cv.Mejorada INTA, se encontraron aumentos significativos en el tratamiento
control, inoculado con la cepa ipdC™y una disminucién significativa en el PFF en plantas
inoculadas con la cepa AZ-39. En el tratamiento de estrés por frio, se observaron
aumentos significativos en plantas inoculadas con ambas cepas, siendo méas notorio con
la cepa ipdC". En el tratamiento salino se observéd una disminucion 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 sequia inoculados con ambas
bacterias existieron incrementos significativos a 0,5, 1,0 y 1,5 Mpa; en todos los casos la
cepa ipdC" respondi6 con mayores valores de PFF que AZ-39 (Tabal 7.1A) (Fig. 7.5;Fig.
7.6; Fig. 7.7)

En raices del cv. Sudafricana, el peso fresco de raices (PFR) se incremento
significativamente en el tratamiento control, inoculados con ambas cepas: AZ-39 e ipdC
. El estrés por frio y por salinidad no produjo variacion en el PFR en ninguno de los casos
de la inoculacion y sin ella. Hubo aumentos significativos en los tres tratamientos de
estrés por sequia, en la concentracion 0,5 Mpa sélo hubo aumento en las plantas
inoculadas con la cepa AZ-39; lo contrario ocurrié en la concentracion 1,0 Mpa, donde
se vieron aumentos en las plantas inoculadas con la cepa ipdC"; en cambio, en la
concentracion 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 incrementd con
la cepa ipdC™ y disminuyd con la cepa AZ-39; con frio 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 sequia, en la
concentracion 0,5 Mpa fue més 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, aumentd en forma significativa en
el tratamiento control, inoculados con ambas cepas. El frio y la salinidad no produjeron
cambios en la acumulacién de PSF en ningln caso. Existieron aumentos significativos en
los tres tratamientos de estrés por sequia, en las concentraciones 0,5y 1,0 Mpa fueron
aquellos inoculados con la cepa ipdC-; en la concentracion 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 vy
disminuciones significativas en las plantas con la cepa AZ-39. En el tratamiento de frio
existié un incremento significativo en plantas inoculadas con ipdC™y en los tratamientos
con sequia 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 frio (4 °C), salinidad (200 mM) y tres niveles de sequia
(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+2,45¢c 22,82+2 4a
Frio 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
Sequia 0,5 Mpa 2,90+2,06d 5,57+2,21c 10,78+2,15b 2,42+2,28d 5,24+2,49¢c 12,05+2,4b
Sequia 1,0 Mpa 4,16x2,08d 5,86+2,22¢c 9,87+2,18b 4,73x2,27d 6,39+2,40c 11,10+2,4b
Sequia 1,5 Mpa 4,22+2,35d 12,77+2,37b 23,74+2 4a 4,3452,60d 12,70+2,63b  23,75+2,6a
B Peso Fresco de Raices (g) Peso Fresco de Raices (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
Frio 0,29+1,65ef 0,42+1,72¢f 0,27+1,73ef 1,83+1,88d 4,45+1,9¢c 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
Sequia 0,5 Mpa 0,51+1,67ef 2,59+1,71d 1,50+1,79¢ 0,57+1,87ef 2,00+1,9d 1,82+2,0d
Sequia 1,0 Mpa 2,55+1,63d 3,44+1,74d 5,94+1,72¢ 2,12+1,87d 2,94+1,8d 5,90+1,8¢c
Sequia 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+0,89¢c 3,26+0,81c 3,41+0,83c 1,92+0,8d 6,61+0,84b
Frio 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
Sequia 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+0,86¢
Sequia 1,0 Mpa 1,79+0,89d 2,35+0,81d 3,13+0,85¢ 1,88+0,79 2,24+0,8d 3,39+0,85¢
Sequia 1,5 Mpa 1,66+0,94d 4,38+0,94c 10,53+0,94 a 1,67+0,93d 4,40+0,9¢ 1067+0,922
D Peso Seco de Raices (g) Peso Seco de Raices (g)
Control 0,21+0,31d 0,90+0,33c 1,08+0,33c 1,69+0,78d 1,30+0,8¢c 2,88+0,82b
Frio 0,11+0,31d 0,13+0,33d 0,10+0,33d 0,46+0,78d 0,96+0,8¢c 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
Sequia 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
Sequia 1,0 Mpa 0,87+0,31d 0,79+0,33d 1,17+0,33c 0,37+0,78d 0,90+0,8¢c 1,37+0,82c
Sequia 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+0,892

El peso seco de raices (PSR) en Digitariaeriantha cv. Sudafricana, se vio
incrementado significativamente en plantas inoculadas con ambas cepas. El frio no
provoco diferencias significativas PSR entre plantas control e inoculadas. La salinidad
provoco una significativa disminucion del PSR en plantas inoculadas con la cepa AZ-39,
no asi en las inoculadas con la cepa ipdC". La cepa AZ-39 tuvo un efecto mitigatorio en
la sequia severa incrementando el valor de PSR y la cepa ipdC- lo hizo con niveles de
sequia 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 incrementd
el PSR significativamente. Ante el frio 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 sequia, con respecto al control. Las plantas
inoculadas con AZ-39 también respondieron favorablemente, con 1,0 Mpay 1,5 Mpa.
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Tabla 7.2: Resumen del efecto de la inoculacién 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 frio, salinidad y tres niveles de sequia. Referencias:+:
Incremento; -: Descenso; Blanco: Sin cambios. (Osses et al., 2017)

. cv. Mejorada INTA
A Peso Fresco Foliar (g) Peso Fresco Foliar (g)
Tratamiento SB AZ-39 ipdC SB AZ-39 ipd
S c-
Control + + -

+

Frio +
Salinidad -

Sequia 0,5 Mpa

+

Sequia 1,0 Mpa

+

+

Sequia 1,5 Mpa

+

+

B

Peso Fresco de Raices (g)

Peso Fresco de Raices (g)

Control

+

Frio

+

Salinidad

Sequia 0,5 Mpa

Sequia 1,0 Mpa

Sequia 1,5 Mpa

+

C

Peso Seco Foliar (g)

Peso Seco Foliar (g)

Control

+

Frio

Salinidad

Sequia 0,5 Mpa

Sequia 1,0 Mpa

Sequia 1,5 Mpa

+

D

Peso Seco de Raices (g)

Peso Seco de Raices (g)

Control

Frio

Salinidad

Sequia 0,5 Mpa

Sequia 1,0 Mpa

+

Sequia 1,5 Mpa

+

+

E

NuUmero de hojas

Numero de hojas

Control

Frio

Salinidad

Sequia 0,5 Mpa

+

Sequia 1,0 Mpa

+

Sequia 1,5 Mpa

+

F

Largo de hojas (cm)

Largo de hojas (cm)
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Control

Frio
Salinidad

Sequia 0,5 Mpa +

Sequia 1,0 Mpa

Sequia 1,5 Mpa +

G Largo de raices (cm) Largo de raices (cm)
Control

Frio

Salinidad

Sequia 0,5 Mpa

Sequia 1,0 Mpa

Sequia 1,5 Mpa + + ++

Las plantas de D. eriantha bajo condiciones de estrés abi6tico ven afectados los
pardmetros morfofisiologicos, la produccién de hormonas y pigmentos fotosintéticos
(Garbero et. al., 2011). El propésito 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 morfoldgicas y fisioldgicas 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 indicaria lo beneficioso de la simbiosis con esta bacteria. Cuando las plantas
se inocularon con la cepa AZ-39, sélo resulté 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 maiz (Zea mays L.) en simbiosis con A. brasilense, también cepa AZ-39,
logré incrementos significativos en la longitud de raices.

El efecto de las bajas temperaturas sobre una planta puede causar alteraciones
metabolicas que determinen diferentes grados de sensibilidad a este factor de estrés.
Algunos autores sugieren que el incremento del PF refleja con més precision el efecto de
las bajas temperaturas en el crecimiento de los 6rganos de una planta. Esto es debido a
que durante la aclimatacion al frio una importante fraccion del incremento en PF
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corresponde a la deposicion de muchos solutos, incluyendo carbohidratos no
estructurales, proteinas, lipidos y aminodcidos (Levitt, 1980). Las plantas de D. eriantha
cv. Sudafricana detuvieron su crecimiento por efecto del frio, con las dos cepas de
Azospirillum, lo que quedd demostrado en los parametros de PFF y PFR; PSFy PSRy
longitud de los érganos vegetativos. Dado que D. eriantha es una especie forrajera, la
reduccion 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, PFFy PFR, PSF y PSR se incrementaron frente al frio, 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 frio esta especie desarrolla mecanismos de respuesta antioxidantes y
hormonales probablemente incrementados por estas asociaciones simbidticas.

Para combatir las condiciones de salinidad, las plantas han desarrollado diferentes
mecanismos Yy estrategias, que implican la accion de diferentes mecanismos (transporte
de solutos compatibles, sefializacion 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. Sudafricanay cv. Mejorada INTA mostraron
pocas variaciones en sus parametros de crecimiento con las dos cepas bacterianas lo que
probablemente pondria 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 hidrico respuestas que tienden a evitarlo o bien
mecanismos o adaptaciones que permiten tolerarlo (Valladares et al., 2004). Cuando el
déficit hidrico se desarrolla lentamente, las plantas pueden presentar respuestas de
aclimatacién que tienen efectos sobre el crecimiento, como la disminucion de la
expansion foliar y el aumento del crecimiento radicular (Potter et al., 2007; Shao et al.,
2008). Otro mecanismo de resistencia a nivel fisiologico es el cierre de estomas,
estructuras responsables de la mayor proporcion de pérdida de agua en las plantas (Taiz
y Zeiger, 2006). Ambos cultivares presentaron respuestas favorables en la mitigacion de
los tres niveles de sequia impuestos. En los tres casos se mostraron aumentos en todos los
parametros evaluados en plantas inoculadas con A. brasilense cepa ipdC-; en
contraposicion a la cepa AZ-39, donde el efecto mitigador se observé solo en algunos
parametros. La cepa ipdC-es mas eficiente en la mitigacion del estrés por sequia, mas aun
en altas concentraciones (1,5 Mpa). ElI parametro longitud de raices (LR) sufrid
disminuciones en concentraciones de PEG de 0,5 y 1,0 Mpa, no asi a la mayor
concentracion, esto corroboraria el efecto compensatorio. Giuliettiet al, 2008,
demostraron que D. eriantha cv. Sudafricana y Mejorada INTA incrementaban su
biomasa en los parametros PSF y PSR cuando crecian en contacto con sustratos que
contenian 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 acido jasmonico y su precursor acido
oxofitodienoico aumentaban en forma significativa cuando la planta se encontraba en
situaciones de estrés abiotico.

122



En este estudio se demostro que el cv. Mejorada INTA presentd mayores
beneficios en la mitigacion del estrés por sequia que el cv. Sudafricana, evidenciando una
vez més la superioridad del cv Mejorada INTA en forma independiente y en simbiosis
con A. brasilense inoculado con ambas cepas.

Variacion en el contenido de agua y nitrégeno en D.eriantha cv. Mejorada INTA

En las figuras 7.8 y 7.9 se presentan las variaciones del porcentaje de agua y
nitrdgeno 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 frio (4°C), salinidad (200 mM) y sequia (1,5 Mpa). Y en las tablas 7.3 y 7.4 se
presentan las variaciones del porcentaje de agua y nitroégeno en relacion a los tratamientos
de estrés.
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Contenido de agua

Plantas control sin

estrés
Sin Bacteria
64 %
AZ-39
64,8 % ® ipdC-

Plantas bajo estrés por

frio
Sin
Bacteria
479
% AZ-39
64 % mipdC-

Plantas bajo estrés

Plantas bajo estrés por

salino sequia
Sin Sin .
. Bacteria
. Bacteria
4% AZ-39 55 % AZ-39
43 %
35% mipdC-

Fig. 7.8: Variacion 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 frio (4°C), salinidad (200 mM) y sequia (1,5 Mpa) (Osses, 2014)

Taba 7.3: Variacion del porcentaje de agua en relacion a los tratamientos de estrés. Letras
diferentes en la misma columna expresan diferencias significativas (p <0.05)

Tratamiento Control Frio Salino Sequia
Sin Bacteria 64,0 a 470 ¢ 440 d 55,0 b
AZ-39 64,8 a 64,0 a 430 c 550 b

El porcentaje de contenido de agua en follaje de plantas control y de plantas bajo
estrés por frio y estrés salino, fue mayor en aquellas inoculadas con ambas cepas de A.
brasilense. En aquellas plantas bajo estrés por sequia 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 frio. En aquellas bajo estrés salino, s6lo
se observé un porcentaje mayor de agua en aquellas plantas inoculadas con la cepa ipdC

(Tabla 7.3).

Contenido de Nitrogeno

Plantas bajo estrés

salino
0’311 Sin Bacteria
% AZ-39
M ipdC-

Plantas control sin estrés

0,299 Sin Bacteria
& AZ-39
0,306 M ipdC-

%

Plantas bajo estrés por

frio
0,228 Sin Bacteria
%
AZ-39
0,255 ] |pdc-

%

Plantas bajo estrés por

sequia
0,394 Sin Bacteria
()
% AZ-39
0,41% ® ipdC-

Fig. 7.9: Variacion del porcentaje de nitrogeno 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 frio (4°C), salinidad (200 mM) y sequia (1,5 Mpa) (Osses,

2014)

Taba 7.4: Variacion del porcentaje de nitrogeno en relacion a los tratamientos de estrés. Letras
diferentes en la misma columna expresan diferencias significativas (p <0.05)

Tratamiento Control Frio Salino Sequia
Sin Bacteria 0,299 b 0,228 c 0,311 a 0,394 a
AZ-39 0,306 b 0,255 ¢ 0,207 c 0,410 a
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En los tratamientos control, estrés por frio y estrés salino, los porcentajes de
nitrdgeno se mantuvieron similares (Fig. 7.9). En las plantas sin bacteria, se observé un
aumento en el porcentaje de nitrégeno en los tratamientos de estrés salino y estrés por
sequia; lo contrario ocurrio en aquellas plantas que fueron sometidas a estrés por frio, en
las cuales el porcentaje disminuyo, respecto a las plantas control. En D. eriantha en
simbiosis con A. brasilense cepa AZ-39y cepa ipdC-, hubo una disminucion del contenido
de nitrogeno en los tratamientos de estrés por frio y salino y un aumento en las plantas
sometidas a estrés por sequia, respecto a plantas control (Tabla 7.4).
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CAPITULO 8

El rol de las micorrizas en la mitigacion del estrés abiotico por asociacion
simbio6tica con Digitaria eriantha

Hilda PEDRANZANI, Eliana FERNANDEZ, Mariano GUTIERREZ
Cecilia PACHECO INSAUSTI

Resumen

Este estudio evalla la respuesta de antioxidantes y la regulacion de jasmonatos en plantas
de Digitaria eriantha cv. Sudafricana, inoculadas (AM) y no inoculadas (NM) con
Rhizophagus irregularis y sometidas a sequia, frio, o salinidad. La conductancia
estomatica 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 sequia,
salinidad o no-estrés, mostraron valores de conductancia estomatica significativamente
mas altos. La acumulacion de peroxido de hidrogeno, que fue alta en las raices de plantas
NM bajo todos los tratamientos, aumento significativamente en las hojas de plantas NM
bajo estrés por frio y en plantas AM bajo sequia y control. La peroxidacion lipidica
aumentd en las raices de todas las plantas bajo condiciones de sequia.Las plantas AM
mostraron consistentemente alta actividad de catalasa (CAT) y de la ascorbatoperoxidasa
(APX) en todos los tratamientos. La actividad de glutation reductasa (GR) y de
superdéxidodismutasa (SOD) de las plantas AM fue mas baja que las plantas NM y
aumento en las hojas. Los niveles endogenos OPDA y JA, aumentaron en plantas AM.
D. eriantha sensible a condiciones de estrés por sequia, salinidad y frio inoculada con
AM regula su fisiologia y rendimientos.

Palabras claves: Digitaria eriantha, estrés abiotico, 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

INTRODUCCION
Asociaciones Micorricicas

El estudio de asociaciones micorricicas involucra muchas disciplinas cientificas,
tales como: micologia (taxonomia, fisiologia, desarrollo fungico, etc.), botanica (la
fisiologia, nutricion mineral, morfologia, etc. de las plantas micorrizas), ecologia (ciclo
de nutrientes, calidad ambiental, reconstruccion de ecosistema, interacciones bidticas,
etc.), humanisticas (el valor econémico, alimenticio, médico, etc., de los hongos y plantas
asociadas), y disciplinas aplicadas (forestacion, agricultura, patologia vegetal, etc.)

Mientras que mucha de la investigacion actual apunta a enfatizar el potencial de
las asociaciones micorricicas en forestacion, agricultura, horticultura, o a proveer nuevos
hongos comestibles, es importante recordar que toda ciencia practica se construye sobre
la base de conocimiento fundamental. Por ejemplo, es esencial la informacion sobre el rol
de las micorrizas en ecosistemas naturales para su manipulacién en sistemas gestionados
y se necesita conocimiento de taxonomia, biologia y ecologia fungica para seleccionar
aislados superiores de hongos para uso préactico, o para propagarlos eficientemente.

Las micorrizas son asociaciones de tres vias 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 asociacion mutualista entre
hongos del suelo y las raices de las plantas. En esta asociacion estan involucrados hongos
de los Phylum Basidiomicetes, Acomicetes y Zigomicetes y la mayoria de las plantas
vasculares.

El término micorriza implica la asociacion de un hongo con la raiz de una planta;
asociacion comunmente denominada ‘“‘asociacidbn micorricica”, 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 latin
mykes=hongo y rhiza=raiz).

En cuanto al posible origen de este tipo de asociacion, Brundrett (2002) en su
revision de la coevolucién de hongos y plantas terrestres, demuestro mediante el uso de
registros paleobotanicos, estudios morfoldgicos y analisis de ADN que los hongos han
estado asociados con las plantas desde el Devonico temprano (cerca de 400 millones de
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afios atrés) donde ya los primeros bridfitos estaban asociados a hongos micorricicos
arbusculares, aun cuando no habian desarrollado raices.

Tipos de micorrizas

La bibliografia més 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 vesiculas y
arbusculos en el interior de la raiz e hifas fuera de la misma.

2-  Ectomicorrizas, donde el hongo Basidiomycetes y otros hongos forman un manto
externo sobre la raiz y una red de Hartig entre las células radicales.

3-  Orquideo-micorrizas, el hongo produce hifas dentro de la raiz 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 anatdmicos especializadas.

Segun Singh et al. (2011), hay dos grandes clases de hongos simbiontes asociados
con plantas:

1- Hongos Endofiticos, los cuales residen completamente dentro de los tejidos de
la planta y pueden estar asociados a raiz, 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 raices de las
plantas, pero se extiende hacia la rizosfera.

Por otro lado, Brundrett (2002), propone tres tipos de micorrizas de acuerdo a la
evolucidn 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 Vesiculo-Arbuscular; 2-Ectomicorrizas y 3-
Ericales: las micorrizas que forman asociaciones con ericoideas y orquideas pero que
también pueden subsistir sin ellas. Se destaca en este trabajo el hecho de que los Glomales
son el tnico linaje monofiletico micorricico que ha evolucionado con las plantas a lo largo
de su historia.

Mas recientemente, Barea et al. (2011) define tres tipos principales de micorrizas
que difieren considerablemente entre si en su estructura y relacion fisiologica con el
simbionte:

1- Ectomicorrizas: el hongo desarrolla una vaina o manto alrededor de la raiz. El
micelio penetra entre las células de la raiz formando la red Hartig pero no penetra
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intracelularmente. Alrededor del 3% de las plantas vasculares principalmente arboles
(Fagaceae, Betulaceae, Pinaceae, Eucalyptus y algunos arboles 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 estan restringidos en
Ericaceae (micorriza ericoide) 6 Orqueidaceae (micorriza orquidea), pero el tipo méas
comun 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 arboles diminutos (arbisculos) 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 Schufler et al. (2001) los ubica ya como un phylum
monofilético: Glomericota.

3- Ectoendomicorriza, el cual presenta caracteristicas de ambos grupos es decir

forma vaina o manto ademas de penetrar intracelularmente a las células de la raiz. Incluye
grupos de plantas tales como Ericales, Monotropaceae y Cistaceae.
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Fig. 8.1: A-Ectomicrorrizas arbusculares de Populus B- Ectomicrorrizas arbusculares de
halepensis. C- Endomicrorrizas arbusculares. Estructuras externas a la raiz: hifas y espo
Ectoendomicorrizas Fuente: Working with Mycorrhizas in Foresty and Agricultura (1996).
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Hongos Micorricicos Arbusculares

Los Hongos Formadores de Micorrizas Arbusculares (HFMA) comprenden al
Phylum Glomericota, orden Glomales (Brundrett, 2002). Los HFM son hongos que
colonizan las raices de mas del 80% de las plantas vasculares, incluidas algunas briofitas
(SchuRler et al., 2001; Barea et al., 2011), con excepcion de miembros de la Familia
Brasicaceae, Carophylaceae, Amaranthaceae (Chenopodiaceae) y Urticaceae (Smith y
Read, 2008).

Estos hongos son organismos microscdpicos simbiontes obligados, que necesitan
de un hospedante para completar su ciclo de vida ya que el hongo durante la evolucion
de su relacion simbi6tica con las plantas hospedadoras, perdi6 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 raices en crecimiento se ha evidenciado que el hongo potencia su metabolismo
catabolico (Becard et al., 2004). Cuando se limitan los recursos la diversidad funcional
de los diferentes tipos de micorrizas podria representar una presion competitiva y
incrementar el crecimiento y supervivencia de la planta. Recientes estudios han demostrado
que la particién 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 dialogo 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 revision sobre las sefiales en la micorrizacion, propone y
describe una serie de etapas generales que llevan a la simbiosis con HFM diferenciadas
en:

)] Fase presimbidtica, donde algunos exudados y agentes volatiles de la raiz son
captados por el hongo y provocan activacién de algunos genes y alteraciones
morfofisioldgicas que llevan a la germinacion 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 raiz, los exudados vegetales potencian ese crecimiento y comienza la
ramificacién aumentado asi la posibilidad de contactar con una raiz. La sustancia
involucrada en esta etapa, es la estrigolactona de la cual existen varios trabajos que
exponen su estructura y actividad biolégica (Akiyama y Hayashi, 2006; Yoneyama et
al., 2009; Garcia-Garridoet al., 2009).

1)) Contacto y entrada del hongo dentro de la raiz: aunque no son bien conocidos los
detalles de esta etapa, se cree que existen receptores presimbioticos en la raiz y un
mecanismo genético de anticipacidn simbidtica que sefiala las células o sector donde se
iniciara la colonizacion y penetracion de las hifas.
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iii)  Proliferacion intraradical del hongo: el contacto planta-hongo promueve cambios
morfologicos en las hifas del hongo formando asi el apresorio, hifa de tipo eliptica, que
se adhiere a la raiz. Luego se forman hendiduras radicales por donde penetraran las hifas
con la ayuda de un aparato de preprenetracion, tubo que guiara las hifas al lumen celular
y genera el reposicionamiento del ndcleo

iv)  Invaginacion celular y transferencia de nutrientes: el hongo comienza a
invaginarse dentro de las células de la corteza radical y forma una estructura denominada
arbusculo y comienza el intercambio de nutrientes.

A la aparicién del primer arbusculo le sigue el desarrollo de las vesiculas, como
producto de la invaginacion de las hifas entre las células radicales y con funciones de
reservar sustancias nutricias (Brundrett et al., 1996). Después de la colonizacion el
micelio del hongo crece fuera de la raiz explorando el suelo en busca de nutrientes
minerales y también pueden colonizar otras raices susceptibles. El ciclo de vida del
hongo se completa con la formacion de la clamidospora en el micelio externo (Porcel et
al., 2012) (Figura 8.2).

Appresorium

Spores

Extrarradical

BAS-spore

i
SI
I

Arbuscule “Branched Absorbing Structure”

(BAS)

Fig. 8.2: Ciclo de vida del HFM con los distintos estadios morfoldgicos. Fuente Porcel et al.,
(2012), Appresorum: Apresorio; Arbuscule: Arbusculo; Spore: Spora; Branched Absorbing
Structure: Estructura Absorbente Ramficada. (Porcel et al., 2012)

Las micorrizas arbusculares estan presentes y forman parte integral de los sistemas
agricolas existentes. Los hongos formadores de micorrizas son simbiontes obligados lo
que significa que no pueden completar su ciclo bioldgico en ausencia de la planta
hospedadora y que necesitan estar asociados a la raiz de la planta para obtener los hidratos
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de carbono procedentes de la fotosintesis. A cambio el hongo suministra a la planta
nutrientes minerales y agua que extrae del suelo y supone una prolongacion de las raices
de la planta mas all& de la zona de agotamiento de nutrientes que se crea a su alrededor
(Ruiz Lozano, 2003) Los hongos formadores de micorrizas ayudan a la captacion de los
elementos minerales del suelo mediante dos mecanismos principales: iones como el
fosfato, el amonio, el zinc o el cobre son transportados mas rapidamente a traves de las
hifas del hongo que por difusion a través del suelo. El segundo es un mecanismo
bioquimico que incrementa la afinidad de la raiz micorrizada por el fosfato soluble de
manera que las raices captan fosfato a partir de concentraciones mas bajas en el suelo.
Los efectos de la inoculacion con hongos micorricicos (Glomus mosseae) sobre la
relacion del agua y la velocidad de absorcion del dioxido de carbono en vid (Vitis vinifera
cv. Cabernet Sauvignon) han sido reportados por Nikolaouet al. (2003). La simbiosis
también favorece la absorcion de agua y permite un mejor desarrollo de las plantas en
situaciones de sequia, es especial en especies forrajeras de ambientes semidesérticos
(Pedranzani et al., 2015 y 2016).

Panicum i Bromus

Fig. 8.3: Plantas de interés agronomico donde se han descrito endomicorrizas (Fuente:
Pedranzani H, 2015).
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Esta asociacion simbioética se establece de forma natural siempre y cuando en el
terreno de cultivo se encuentren los propagulos infectivos del hongo formador de
micorrizas nativos en cantidades suficientes para colonizar las raices de la planta
introducida y que éstos sean efectivos en las condiciones dadas (Giovannetti y Mosse,
1980).

ARBUSCULAR ENDOMYCORRHIZA
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Fig. 8.4: Endomicrorrizas arbusculares. Estructuras internas a la raiz: Arbdsculos y
vesiculas. Estructuras externas a la raiz: hifas y esporas Fuente: Working with
Myecorrhizas in foresty and agricultura (1996).

Una vez establecida la simbiosis con la planta huésped, la HFM puede conferir
tolerancia contra patégenos radiculares (Pozo et al., 2002), y se ha observado que las
plantas micorrizadas son més tolerantes a diversas enfermedades de las raices. En cuanto
a la enfermedad de la podredumbre de la raiz blanca, Aguin-Casal et al. (2006)
observaron que la inoculacién de la vid con el HFMGlomus aggregatum dio como
resultado un indice de enfermedad reducido de A. mellea en varios porta injertos de vid.
Se ha demostrado que diversos mecanismos desempefian un papel en la proteccién de las
plantas debido al HFM, como por ejemplo la nutricion mejorada de las plantas, la
compensacion de dafios, la competencia por sitios de colonizacién y fotosintatos, cambios
en el sistema radicular, cambios en las poblaciones microbianas de la rizosfera y la
activacion de mecanismos de defensa de las plantas. Se ha observado que varios de estos
mecanismos pueden ser operativos simultaneamente (Azcon-Aguilar et al., 2002).
Ademas, la HFM podria 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 sefializadoras. El rol del acido
abscisico (ABA) en respuesta vegetal a estreses abioticos es bien conocido (Hirayama y
Shinozaki, 2007). El &cido jasménico (JA), una hormona vegetal perteneciente a la
familia octadecanoica, no solo esta involucrado en la respuesta de la planta a estreses
bioticos y abioticos, sino también en la regulacion del desarrollo vegetal (Wasternack y
Hause, 2013). JA es sintetizado por la oxigenacion de acido a-linolénico a través de una
serie de reacciones dentro del cloroplasto y el peroxisoma, siendo el cis 12 &cido
oxofitodienoico (OPDA) el principal intermediario de la biosintesis de JA. JA puede ser
convertido en numerosos conjugados y derivados, algunos de los cuales tienen actividad
bioldgica bien descripta, tales como el ester metilico del JA (JAMe), cis-jasmonico, y
conjugado JA-isoleucina (JA-lle) (Wasternack y Hause,2013).

Por otra parte, durante el estrés abidtico, se desacoplan diferentes rutas
metabolicas y los electrones son transferidos a oxigeno molecular formando especies
reactivas del oxigeno (ROS) tales como radicales superoxido (Oze—), peréxido de
hidrégeno (H202), o radicales oxhidrilos (OH¢) (Noctor et al., 2014). Estas ROS son
moléculas toxicas capaces de causar dafio oxidativo a proteinas, ADN, y lipidos (Miller
et al., 2010).Los sistemas antioxidantes eliminan el exceso de ROS producidas bajo tales
condiciones de estres (Gill y Tuteja,2010). La eliminacion de ROS se lleva a cabo a través
de la accion de diferentes compuestos enzimaticos y no enzimaticos, que incluyen
superéxidodismutasa /SOD), glutation reductasa (GR), catalasa (CAT),
ascorbatoperoxidasa, peroxidasastiol-dependientes y las enzimas del ciclo del glutation-
ascorbato. Los mecanismos no enzimaticos incluyen compuestos tales como é&cido
ascorbico, glutation, y a-tocoferol, capaces de eliminar directamente diversas ROS
(Scheibe y Beck 2011).

Los hongos micorrizicosarbusculares han sido usados y estudiados por su
influencia en las respuestas antioxidativas de las plantas de importancia agronémica, tales
como vid(Alarcon,2001), soja (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004), arroz (Ruiz-Sanchez et al.,
2010), trigo (AbdelLatef,2010), tomate (Dell’Amico et al.,2002; AbdelLatef vy
Chaoxing,2011), o lechuga (Aroca et al., 2008; Baslam y Goicoechea 2012) sometidos a
estrés abidtico. En plantas de tomate, la inoculacion con hongos AM causo un incremento
en las actividades de SOD, CAT, peroxidasa (POC) y ascorbatoperoxidasa (APX) en las
hojas afectadas por sales y redujo el dafio oxidativo a lipidos, como lo indican el
contenido de malondialdehido (MDA) (AbdelLatef y Chaoxing, 2011). A nivel
molecular, Aroca et al. (2007) encontraron que la simbiosis MA regula las propiedades
hidraulicas de la raiz y potencia la tolerancia de Phaseolusvulgaris a estrés por sequia,
frio y salinidad, siendo la regulaciéon estrechamente relacionada con la regulacion de
niveles de proteinas PIP2 y estado de fosforilacion. Ademas, 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 vastago de las plantas, llevando frecuentemente
a una tolerancia mayor a estreses abidticos que en aquellos de plantas no-micorrizicas
(no-MA). Por ejemplo, la simbiosis MA aumento la eficiencia fotosintética en mas del
40%, indujo la acumulacion de glutation antioxidante, y redujo la acumulacion de
peroxido de hidrogeno y dafio oxidativo a lipidos en plantas de arroz sometidas a estrés
por sequia (Ruiz-S&nchez et al., 2010)o bajo estres salino (Hajiboland et al., 2010). Se ha
encontrado que la mitigacion de las inhibiciones metabdlicas de la fotosintesis por
simbiosis MA esta relacionada a la estimulacion 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
fotosintesis 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 frio, sequia y salinidad. Para lograrlo, una
estrategia que vale la pena probar es el uso de hongos MA. La elucidacion de las
respuestas fisioldgicas y bioquimicas de una planta comunes a diferentes estreses
abioticos cuando se asocian con hongos MA nos ayudara a mejorar las caracteristicas de
esta especie para su crecimiento en habitats semiaridos.

MATERIALES Y METODOS

Disefio Experimental

El experimento experimental, consistio de un disefio de bloque completamente al
azar con diez réplicas por tratamiento. El experimento tuvo dos factores: (1) tratamiento
por inoculacion, con plantas de control no inoculadas (NM) y plantas inoculadas con el
hongo MA Rhizophagusirregularis (AM) y (2) aplicaciones de estrés abiotico. Esto
significa que un grupo de plantas fue cultivado bajo condiciones optimas durante la
totalidad del experimento, mientras que los otros grupos de plantas fueron sometidos a
estrés por sequia, por frio 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 biol6gico

Se recolectd un suelo arcilloso de los terrenos de la Estacion Experimental Zaidin
(Granada, Espafia). El suelo tenia un pH de 8.1 (medido en agua, 1:5 m/v)1.5% materia
organica; concentraciones de nutrientes (g kg™): N total, 1.9; P total, 1 (NaHCO3; — P
extraible); y K total, 6.9. EI P disponible en el suelo era 27 mg Kg*. 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 dias 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 contenian una mezcla esterilizada de suelo/arena (1:1, v/iv) y
reducidas a 5 plantulas por maceta luego de la emergencia. El indculo micorrizico 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 inéculo 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 in6culo micorrizicoautoclavado junto con 2 ml de filtrado de inéculo MA a
fin de proveer una poblacién microbiana general libre de propagulos de MA.

Condiciones de Crecimiento

Las plantas inoculadas (MA) y no inoculadas (NM) fueron cultivadas en
invernadero a 24:20 °C (dia/noche), con fotoperiodo 16:8, humedad relativa de 50-60%,
y una densidad promedio de flujo de fotones foto sintéticos de 800 umol m? s, segdn
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 dptimas
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durante 6 semanas. Luego de ese periodo, 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
sequia), (2) 4 °C durante 72 h (estres por frio), y (3) 24 °C y suelo irrigado con 200
mMNaCl durante 2 semanas (estrés salino). La duracion y niveles de estrés impuestos se
basaron en referencias bibliogréficas 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-plantula nacida en arena estéril, b- plantulas trasplantadas y c-plantas tratadas
en condiciones de medir los pardmetros. (Foto: Hilda Pedranzani)

Desarrollo micorricico y determinacion de produccion de biomasa vegetal

La colonizacidn se estimo por inspeccion visual de estructuras fangicas luego de
clarificar las raices en 10% KOH y fijar con 0,05% m/v azul tripan en &cido lactico segln
describen Philips y Hayman (1970). El porcentaje de colonizacion micorricica se calcul6
de acuerdo al método de interseccion de cuadricula (Giovannetti y Mosse, 1980).
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Fig. 8.7: Tratamiento de raices: Lavado (A) clarificado en 10% KOH (B y C) y fijado con 0,05%
m/v azul tripan en &acido lactico segin describen Philips y Hayman (1970). Observacion de
vesiculas e hifas de micorrizas en raices 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 raices y de hojas. El peso seco (DW) de hojas y de
raices fue medido luego de secado en estufa de aire caliente forzado a 70 °C durante 2
dias. El contenido de materia seca de los vastagos se calcul6 como 1 — (FW-DW) /fw
(Marulanda et al., 2007), y se expresé como gramo de peso seco por gramo de peso fresco
(gDW /g FW)

Conductancia estomatica y eficiencia fotosintética

La conductancia estomatica se midié 2 horas después del inicio de la luz usando
un sistema de porometro (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 Il (Qy) se midié utilizando Fluor Pen FP100
(PhotonSustems Instruments, Brno, CzechRepublic) que permite una evaluacion no
invasiva del desempefio fotosintético de la planta por medicion 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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Acumulacién de peroxido de hidrégeno y determinacién de dafio oxidativo a lipidos.

La acumulacion de peroxido de hidrdgeno en las hojas se determind utilizando el
método de Patterson (Patterson et al. 1984) con ligeras modificaciones segun describe
Aroca et al. (2003). 250 mg de peso fresco de hojas se homogeneiz6 con 5 ml 5% (m/v)
acido tricloroacético (TCA) conteniendo 0.1 g de carbon 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 pum). Se
adicionaron un volumen de 1.2 ml de 100 mM solucion buffer de fosfato potasico (pH
8.4) y 0.6 ml de reactivo colorimétrico a 130 pl 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 disddica). Las muestras fueron incubadas a 45 °C
por 1 hy se registré absorbancia a 508 nm. Se hicieron blancos reemplazando extracto de
hojas con 5% TCA. Los valores de concentracion fueron expresados como nmol H202 g
LFW.

Los perdxidos de lipidos se extrajeron por molienda de 500 mg de hojas y 6 ml de
100 nM solucion 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 formé el crom6geno mezclando 200 pL de sobrenadantes
con 1 ml de una mezcla de reaccion conteniendo 15 % (m/v) TCA, 0375 % (m/v) &cido
2-tiobarbitdrico (TBA), 0.1 % (m/v) butilhidroxitolueno, 0.25 N HCI, 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
utilizé para medidas espectrofotométricas a 532 nm. Se estimo la peroxidacion lipidica
como el contenido de sustancias reactivas al acido 2-tiobarbitarico (TBARS) y se expreso
como equivalentes de malondialdehido (MDA) de acuerdo a Halliwell y Gutteridge
(1989). La curva de calibracion se realizo utilizando MDA en un rango de 0.1 — 10 nmol.
Se prepar6 un blanco reemplazando la muestra por medio de extraccion, y controles para
cada muestra se prepararon reemplazando TBA por 0.25 N HCI. En todos los casos, se
incluyé 0.1 % (m/v) butilhidroxitolueno en todas las mezclas de reaccion para prevenir la
formacion artifactual de TBARS durante el paso del ensayo del calentamiento de acido.

Determinacioén de las actividades enziméaticas 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 solucion buffer de fosfato de potasio (pH 7.8) conteniendo 0.1 mM
EDTA para superdxidodismutasa (SOD), catalasa (CAT), y ascorbatoperoxidasa (APX).
Para extraccion dela glutationreductasa (GR), al buffer se le suministré 10 mM B-
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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 enzimaticos.

La actividad de SOD total (EC 1.15.1.1) se midi6 de acuerdo al método descripto
por Beyer y Fridovich (1987) que se basa en la habilidad del SOD para inhibir la
reduccion del nitroazul de tetrazolio (NBT) por parte de radicales superoxido producidos
fotoquimicamente. Una unidad de SOD ha sido definida como la cantidad de enzima que
se requiere para inhibir la tasa de reduccion de NBT al 50% a 25 °C. La actividad CAT
(EC 1.16.1.6) se midio como la desaparicion de H202 (Aebi, 1984). La mezcla de reaccion
(3 ml) contenia 10.6 mM H20>. La reaccion se inicio adicionando 25 pl del extracto y
monitoreando el cambio de absorbancia a 240 nmy 25 °C durante 3 min. La actividad de
APX (EC 1.11.1.11) se midi6 en una reaccion de 1 ml de volumen conteniendo solucién
buffer de fosfato de potasio 50 mM (pH 7.0), peroxido de hidrégeno 0.1 mM, y ascorbato
0.5 mM. La adicion del H20- inici0 la reaccion, y se registré el descenso de abosrbancia
a 290 nm durante 1 min para determinar la tasa de oxidacion dela ascorbato (Amako et
al. 1994). Finalmente, la actividad de GR (EC 1.6.4.2) se determind mediante el
procedimiento descripto por Carlberg y Mannervik (1985). La mezcla de reaccién (1 ml)
contenia HEPES 0.1 M pH 7.8, EDTA 1 mM, MgCl> 3 mM, glutation oxidado 0.5 mM,
NADPH 0.2 mM, y 150 pl de extracto de enzima. La tasa de oxidacion de NADPH fue
monitoreada por el descenso de absorbancia a 340 nm durante 2 min. Se utilizaron dos
blancos, uno sin el extracto de enzimay el otro sin el glutatién oxidado.

Extraccion, purificacién y determinacién de jasmonatos.

Se extrajeron acido 12-cis-oxofitodienoico (OPDA), JA, se pre-purificaron y se
determinacion por GC-MS de acuerdo a Miersch et al. (2008) utilizando 0.5 g (FW) de
material de hoja. Se adicionaron (*Hg) JA, (*Hs) OPDA, en cantidades apropiadas, como
estandares internos.

Andlisis estadistico

Todos los datos fueron sometidos a analisis ANOVA de dos factores, con
tratamiento de inoculacion y estrés abidtico como fuentes de variacion. Post hoc, se
utilizaron comparaciones con la Prueba de Rango Multiple de Duncan (Duncan, 1955)
para determinar diferencias entre los grupos, con la ayuda del programa SAS
(Statistical Analytical Software), version 3.5 (1991).
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RESULTADOS
Desarrollo micorricico

En este estudio, no se observo colonizacion micorrizica en plantas de D. eriantha
a las que no se les administro un indculo MA. Las plantas inoculadas mostraron entre 68
y 72% de colonizacion micorrizica en las raices, bajo diferentes tratamientos (no se
muestran los datos). Sin embargo, no se detectaron diferencias luego de la aplicacion de
los estreses abidticos.

a-Control b-Sequia c-Salinidad d-Frio

Fig. 8.8: Raices de Digitaria eriantha, tefiidas mostrando vesiculas e hifas de la micorriza
Arbuscular Rhizophagus irregularis (AM), bajo los distintos tratamientos (Foto: Hilda
Pedranzani)

Conductancia estomatica, eficiencia fotosintética y produccion 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 hidratacion
de los tejidos y la fisiologia de la hoja (Augé, 2001). Por lo tanto, se determinaron
parametros que reflejaran la fisiologia de la hoja relacionada al agua, para elucidar el
impacto de la MA sobre las respuestas de D. eriantha al estrés.

La conductancia estomatica mostré un descenso significativo bajo todas las
condiciones de estrés en plantas MA como asi también en plantas NM, cuando se
compararon con las condiciones de Control. Bajo condiciones de no-estrés, sequia y
salinidad, sin embargo, las plantas MA exhibieron conductancia estomatica mas alta en
comparacion con plantas no-MA. Los valores mas bajos de conductancia estomética se
observaron bajo estrés por frio, tanto en plantas MA como plantas NM, mostrando valores
similares (Tabla 8.1). La eficiencia del Fotosistema Il in plantas NM fue similar tanto en
condiciones de no-estrés como de sequia, pero mostraron descenso bajo condiciones de
estrés por frio y por salinidad. En las plantas MA, la eficiencia fotosintética descendio
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significativamente bajo condiciones de sequia, mientras que, bajo estrés por frio, las
plantas MA incrementaron su eficiencia fotosintética cuando se las compard con plantas
NM (Tabla 8.1).

Tabla 8.1: Conductancia estomaética, eficiencia fotosintética (Photosystem I1) 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 sequia, salinidad, por frio o ningln estrés. (Pedranzani et al., 2015)

" Conductancia Eficiencia Materia seca de tallos

estomatica mmol m-2s- Fotosintética (9.

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

Sequia 11,55+0,55d  17,98+1,89c  0,69+0,0l1a 0,55+0,02d 0,24+0,01b  0,36+0,02a

Salinidad  7,78+0,46¢ 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 estandar que muestran diferentes letras son significativamente distintos (P < 0.05)
segun Prueba de Rango Mudltiple 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.

Perdxido de hidrégeno, dafio oxidativo a lipidos y actividad enzimatica antioxidante

Se sabe muy bien que el estrés por frio, por sequia y por salinidad inducen estrés
oxidativo en plantas (AbdelLatef, 2010; Garbero et al., 2010). Las células vegetales
poseen una gama de mecanismos de proteccion y de sistemas de reparacion que pueden
minimizar la ocurrencia de dafio oxidativo causado por especies reactivas del oxigeno
(ROS) (Abdel Latef, 2010). Ademas, 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, dafio oxidativo a lipidos y la
correspondiente actividad enzimatica en plantas NM y MA, control y sometidas a estrés.
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Fig. 8.9: Acumulacién de peroxido de hidrégeno(H20)en raices y hojas de plantas NM o MA
de D. eriantha, inoculadas con hongo MA R irregularis y cultivados bajo condiciones de estrés
por sequia, salinidad, por frio o ningln estrés. Las barras representan media + error estandar.
Los valores que muestran diferentes letras son significativamente diferentes (P < 0.05) segin
Prueba de Rango Mdltiple de Duncan (n = 5) (Pedranzani et al., 2015).

El nivel de peroxido de hidrogeno acumulado en las raices fue significativamente
mayor en plantas NM que en plantas MA, para todos los tratamientos, alcanzando
diferencias maximas de hasta 75 % bajo estrés por sequia (Fig. 8.9), mientras que en
plantas MA no se observaron diferencias entre tratamientos. En los vastagos de plantas
MA, el H202 se increment6 en un 95 % bajo condiciones de no-estrés y de estrés por
sequia, mientras que, en plantas MA sometidas a salinidad o frio, descendié 40 y 68 %,
respectivamente. La acumulacion de H,O> aumentd en plantas NM hasta un 40 % bajo
condiciones de estrés por frio en comparacion con condiciones de no-estrés.
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En las raices, el dafio oxidativo a lipidos se incremento significativamente en un
115 %, s6lo como consecuencia de la sequia en ambas, plantas NM y plantas MA, cuando
se compararon con plantas no estresadas (Tabla 9.2).Bajo salinidad, el estrés disminuy6
significativamente los niveles de MDA en ambas, plantas MA y plantas no-MA. En los
vastagos, los niveles de MDA descendieron en plantas MA bajo condiciones de estrés por
frio y de no-estrés. Por el contrario, bajo tratamientos de sequia y de salinidad, los niveles
de MDA fueron significativamente mayores en plantas MA en comparacion con plantas
NM.

Tabla 8.2: Malon di aldehido(MDA)Dafio oxidativo de lipidos en raices y follaje de plantas NM
0 MA de D. eriantha, inoculadas con hongo MA R irregularis y cultivados bajo condiciones de
estrés por sequia, salinidad, frio o ningun estrés (Pedranzani et al., 2015)

MDA (nmol g PF) MDA (nmol g PF) ‘
Raiz _ Follaje
NM AM NM AM
Sin Estres 0,70 b 0,69 b 1,70¢c 0,75¢e
Sequia 1,85a 1,82 a 2,01b 3,15a
Salinidad 0,55d 0,53d 1,67 c 2,10 b
Frio 1,10 b 1,07b 2,10 b 1,40d

Los valores que muestran diferentes letras son significativamente diferentes (P < 0.05) segin
Prueba de Rango Muiltiple de Duncan (n = 5)

Entre las enzimas conocidas por estar involucradas en la detoxificacion de ROS,
se e SOD, CAT, APX y GR y se determinaron sus actividades en las raices y hojas de
todas las plantas (Tabla 9.2). En las raices, la actividad de SOD fue significativamente
mas baja en plantas MA que en plantas NM bajo condiciones de estrés por sequia, por
salinidad y de no-estrés. Ademas, sequia y salinidad incrementaron la actividad de SOD
en ambas, plantas MA y plantas NM. Por el contrario, el estrés por frio disminuyé
drasticamente la actividad de SOD en plantas NM e increment6 esta actividad en plantas
MA a niveles similares a aquellos observados en plantas NM no estresadas. En los
vastagos, los niveles de actividad de SOD fueron méas bajos bajo condiciones de estrés
comparados con tratamientos de no —estrés. Sin embargo, las plantas MA mostraron
significativamente valores mas altos que para plantas NM bajo las diferentes condiciones
ensayadas (Tabla 8.3).

La actividad de CAT parecidé consistentemente mejorada en ambos, raices y
vastagos de plantas MA bajo condiciones de estrés y de no-estrés (Tabla 8.3). Este
incremento fue significativamente mas alto en raices sometidas a estrés por frio y en
vastagos sometidos a estrés por sequia. 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 més alta en plantas MA que
en plantas NM, en ambos, tejidos de raices y de vastagos bajo todos los tratamientos
(Tabla 9.3), especialmente bajo condiciones de sequia y de frio.

Tabla 8.3: Actividades de enzimas antioxidantes (SOD, CAT, APX, GR) en raices y hojas s de
plantas NM o MA de D. eriantha, inoculadas con hongo MA R. irregularis y cultivados bajo
condiciones de estrés por sequia, salinidad, frio o ningln estrés. (Pedranzani et al., 2015)

Enzimas asociadas a la mitigacion del estrés abidtico en follaje

Control Sequia Salinidad Frio
SOD NM - - - -
AM + + + +
CAT NM - - - -
AM + + + +
APX NM - - - -

Control Sequia Salinidad Frio
SOD NM + + + -
AM - - - n
CAT NM - - - -
AM + + + +
APX NM ) - - -
AM + + + +
GR NM + + + +
AM - - - -

La actividad de GR fue siempre significativamente mas alta en ambos, raices y
vastagos de plantas NM comparados con plantas MA. La actividad de GR en los vastagos
de plantas NM descendi6 alrededor del 43 % bajo condiciones de salinidad y de sequia
comparada con condiciones de estrés por frio y de no-estrés (Tabla 8.3).

Jasmonatos

Se sabe que las raices de plantas MA contienen niveles mayores de jasmonatos
(Wasternack y Hause, 2013). Sin embargo, las alteraciones en los niveles de jasmonatos
en vastagos de plantas MA en combinacién con estreses abidticos, son menos
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comprendidas. Por lo tanto, se determinaron los niveles de jasmonatos en los vastagos de
plantas MA y NM sometidas a estrés. Los niveles de Acido Oxo Phyto Dienoico (OPDA)
(precursor de JA) fueron significativamente mas altos en plantas MA que en plantas NM
para todos los tratamientos excepto bajo condiciones de estrés por frio, donde el
incremento no fue significativo (Tabla 8.4). En plantas NM, sélo el estrés salino causo
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 frio y por sequia no mostraron diferencias cuando
se los comparo6 con el tratamiento en plantas NM bajo ningun estrés.

El nivel de JA en las hojas de plantas NM no difirio entre tratamientos de estrés
en comparacion con condiciones de no-estrés (Tabla 8.4) Sin embargo, los vastagos de
plantas MA no estresadas exhibieron niveles de jasmonatos més altos que en los vastagos
de plantas NM, con D. eriantha mostrando un incremento en JA cuando hubo
micorrizacion. 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
frio y por sequia disminuyeron los niveles de JA en plantas MA con respecto a aquellas
plantas NM no estresadas.

Tabla 8.4: Variacion de jasmonatos en raices y hojas de plantas NM y MA de D. eriantha,
inoculadas con hongo MA R. irregularis y cultivados bajo condiciones de estrés por sequia,
salinidad, frio o ningln estrés. acido 12-cis-oxofitodienoico (OPDA) y &cido jasmdnico (JA)
(Pedranzani et al., 2015).

Control Sequia Salinidad Frio
OPDA NM - - - -
AM + + + -
JA NM - - - -
AM + + + -

Los + significan que son significativamente mayores a los (-) (P < 0.05) segun Prueba de
Rango Mdltiple de Duncan (n = 5).

DISCUSION

Los hongos MA han demostrado mejorar la tolerancia de las plantas a los estreses
abioticos (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 micorrizacién, produccién de
biomasa como asi también acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
jasmonatos. Para obtener un pantallazo de estos procesos, se aplicaron tratamientos que
resultaron en tres diferentes estreses: sequia, salinidad y frio.
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Para distintas especies de interés agronomico, hay abundante informacion en lo
referente al vinculo entre estrés abiotico y micorrizas. A la fecha, sin embargo, no hay
estudios que vinculen la regulacion a través de simbiosis MA de la fisiologia y
rendimiento vegetal de plantas bajo estreses abidticos con la alteracion de niveles de
jasmonatos y antioxidantes en la planta huesped, y pocos estudios han investigado
mecanismos comunes subyacentes a la tolerancia inducida por MA con los estreses
abioticos (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
colonizacién de alrededor del 70 % de colonizacion en sus raices. Dado este hallazgo, los
valores de colonizacion 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-Sanchez et al.,
2010), los cuales no fueron sometidos a estres y fueron inoculados con el mismo hongo.
En otros estudios que utilizaron diferentes especies de Rhizophagus, la colonizacién de
raices de vid no superd el 41 % (Alarcon et al. 2001). Los porcentajes de colonizacion en
las raices de D. eriantha no fueron afectados por tratamientos de estrés por frio, salinidad
0 sequia, en comparacion 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 colonizacion cuando las plantas fueron sometidas a estrés
hidrico (Dell’ Amico et al., 2002; Porcel y Ruiz-Lozano 2004; Ruiz-Sanchez et al., 2010)
0 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 abidtico estudiadas.

Las plantas MA mejoraron el contenido de materia seca en vastagos en
comparacion a las plantas NM bajo todas las condiciones testeadas excepto para salinidad.
No obstante, salinidad y bajas temperaturas causaron una disminucion en los cocientes de
biomasa de vastago/raices de plantas MA. Esto puede ser debido al descenso en la
conductancia estomatica y la eficiencia del Photosystem 11 (PSII), dada la inhabilidad de
las plantas para contrarrestar el efecto toxico de NaCl (Evelin et al., 2009), representando
una deshidratacion que causa un desorden fisiol6gico comun a los estreses hidricos, por
salinidad y por frio (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 simbiética de dos cepas Glomus con adaptacion diferencial a
salinidad, se encontré que el mecanismo utilizado por Glomus sp. para proteger plantas
de lechuga de los efectos perjudiciales de la sal estd basado en la estimulacion del
desarrollo radicular, mientras que Glomus deserticola llevd a una mejora en la nutricion
vegetal (Ruiz-Lozano y Azcon, 2000). Entonces, en este estudio de D. eriantha y R.
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irregularis, el hongo también estimul6 el desarrollo radicular en la planta huésped bajo
condiciones salinas (datos no mostrados), lo cual resulté en una reduccion significativa
en el cociente vastago/raiz de estas plantas.

La colonizacion micorrizica de las raices ha tenido un efecto marcado sobre el
comportamiento estomatico de las hojas de la planta huésped, lo cual también favorece el
intercambio de CO- (Goicoechea et al., 1997; Augé et al., 2007; Ruiz-Lozano y Aroca,
2010). Cuando la conductancia estomatica de plantas MA difiere de aquella de plantas
no-MA, la simbiosis en las raices causa un cambio fundamental en la fisiologia de la hoja,
incluyendo alteraciones en sus propiedades hidraulicas y bioquimicas intrinsecas (Augg,
2000). Las plantas colonizadas por R. irregularis presentaron valores mas altos de
conductancia estomatica que en plantas NM(Augé, 2001). En este estudio, plantas MA
no estresadas y plantas MA sometidas a sequia y salinidad mostraron valores de
conductancia estomatica significativamente mas altos (30 % en promedio) que en plantas
NM de control, un resultado similar al reportado por Augé et al. (2014) en un meta-
analisis del efecto de la micorrizacion sobre la conductancia estomatica. En contraste, los
valores obtenidos bajo condiciones de estrés por frio, no difirieron entre tratamientos,
indicando que la micorrizacidén no mitigo el efecto de las bajas temperaturas.

La eficiencia Photosystem Il de D. eriantha se evalu6 utilizando clorofila como
fluorescencia. Se ha reportado previamente que las plantas micorrizadas muestran valores
mas altos bajo sequia (Ruiz-Sanchez 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 relacion a plantas no estresadas cuando se sometieron
a estrés. Sin embargo, la sequia caus6 una reduccién en la eficiencia fotosintética de
plantas MA en comparacion con plantas NM, mientras que las bajas temperaturas
resultaron en un incremento significativo en la eficiencia fotosintética de plantas MA en
comparacion con plantas NM. Estos resultados sugieren que los estreses abidticos
evaluados afectaron el sistema fotosintético reduciendo la eficiencia fotosintética de
plantas MA y NM y que el dafio al Photosystem Il fue mas severo en plantas sometidas a
sequia y salinidad.

Se ha demostrado una correlacion positiva entre tolerancia a estreses abioticos en
plantas MA y el mantenimiento de la eficiencia del Photosystem 11, lo cual, a su vez,
mantiene (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004) o incluso incrementa (Ruiz-Sanchez et al., 2010;
Evelin et al., 2009) la productividad de la planta.

El estrés oxidativo, temperaturas extremas, salinidad y sequia, son acompafados
por la formacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) tales como radicales superoxido
(O2¢—) y H202 que dafian 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 toxicos. EI mejoramiento de las defensas antioxidantes incrementa la
tolerancia a los estreses ambientales (Fuentealba, 2014). En este estudio, las plantas MA
redujeron los niveles de peroxido bajo todos los tratamientos de estrés, demostrando asi
su habilidad para contrarrestar el dafio, lo cual esta alineado con lo observado en plantas
de soja y ryegrass sometidas a sequia (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 raices fueron similares en plantas MA y NM para cada
tratamiento de estrés. La sequia incrementd la acumulacion de MDA en ambas, plantas
MA y NM, mientras que la salinidad redujo su acumulacién en relacion a plantas de
control no estresadas. La reduccién en los niveles de H2O> bajo diferentes condiciones e
estrés podria ser explicada por el incremento significativo en la actividad de enzimas APX
y CAT de plantas MA en comparacion 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 mas bajos en plantas MA en comparacion con plantas
NM. No obstante, estas dos enzimas no estan directamente involucradas en la remocién
de H202. SOD dismuta radicales superoxido en peréxido de hidrdgeno, que luego es
convertido en agua y oxigeno molecular por las CATs en los peroxisomas, mientras que
GR reduce el dehydroascorbato a ascorbato en el ciclo ascorbato-glutation (Estrada et al.,
2013). El contenido de H2O> en las hojas de plantas NM fue incrementado s6lo por estrés
por frio, mientras que la simbiosis MA disminuyé significativamente H2O bajo estrés
por frio 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 disminuy6 en
plantas MA cuando se sometieron a bajas temperaturas, lo cual esta 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 sequia (Porcel y Ruiz-
Lozano, 2004; Ruiz-Sanchez et al., 2010). Sin embargo, bajo condiciones salinas y de
sequia, los niveles de MDA permanecieron altos en comparacion con plantas NM. El
comportamiento erratico del dafio oxidativo a lipidos observado en D. eriantha podria ser
explicado por los hallazgos de Porcel y Ruiz-Lozano (2004) quienes sefialaron que H20:
esta involucrado en casi todas las areas de la bioquimica aerdbica de la planta, tales como
transporte electrénico y la respiracion y la fotosintesis, como asi también en la oxidacion
de la glucosa y se produce en grandes cantidades por varios sistemas enzimaticos incluso
bajo condiciones dptimas. Ademas, bajo ciertas condiciones de estrés, H.O, puede ser
utilizado por las plantas como un mecanismo de defensa (Quan et al., 2008).

Con respecto a la actividad enzimética en hojas, Car, APX y SOD mostraron
incrementos significativos en plantas MA comparadas con plantas no-MA, mientras que
la actividad de GR disminuy6 en plantas MA bajo todas las condiciones de estrés
estudiadas. Investigacion 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). Ademas, se han reportado disminuciones en la actividad de GR en las raices y
tallos de plantas MA de soja sometidas a estrés por sequia (Porcel y Ruiz-Lozano, 2004).
Las actividades de APX y CAT ambas estan involucradas en la eliminacién del peréxido
de hidrégeno, aunque APX tiene una afinidad por el peroxido mucho mayor que CAT
(Estrada et al., 2013). La actividad CAT es menor en los vastagos 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 peroxido de hidrogeno podria 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 estres.

La intervencion de los jasmonatos en la formacion y desarrollo de simbiosis
micorrizica es ampliamente aceptado (Wasternack y Hause, 2013; Bucher et al., 2014).
Se ha mostrado que incrementos en JA estan correlacionados con la activiacion de genes
para enzimas de la biosintesis de esta hormona (Hause et al., 2007). Ademas, se ha
encontrado que plantas de tomate defectuosa en sintesis de JA, exhiben una menor tasa
de colonizacion MA de raices que en plantas silvestres (Leon-Morcillo et al., 2012).
También se encontrd que la aplicacion de JA o reduce (Ludwig-Muller et al.,2002;
Herrera-Medina et al., 2008) o incrementa (Landgraf et al., 2012) la colonizacion MA de
raices. Entonces, el rol de JA en la simbiosis MA es alin materia de debate. Ademas, no
hay informacion 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 abidticos.
Nuestros resultados muestran que los niveles de JA en vastagos de plantas NM sometidas
a diferentes estreses abidticos no difieren que aquellos en plantas control no estresadas.
Sin embargo, en plantas MA, los niveles enddgenos de JA se incrementaron
significativamente cuando fueron sometidas a estrés salino y por sequia, mientras que
bajo estrés por frio, su comportamiento fue mas irregular. Los niveles de JA y su precursor
OPDA en plantas control fueron significativamente mas altos en plantas MA que en
plantas NM, lo cual esté alineado con los resultados obtenidos para las raices micorrizicas
de muchas plantas por Hause y Schaarschmidt (2009). Los mayores valores de OPDA in
relacién a JA en todos tratamientos de plantas MA podrian ser explicados por el rol
especifico de OPDA en la expresion de algunos genes involucrados en las respuestas a
estrées (Wasternack y Hause, 2013). El tratamiento de estrés por frio se comporto de
distinto modo respecto a los otros estreses, a todos los niveles de jasmonato medidos.
Siguiendo el tratamiento por frio, los niveles de JA, OPDA no difirieron entre plantas
NM y MA. Si el nivel reducido de JA en plantas estresadas por frio contribuye a
respuestas a estrés incrementadas o reducidas, ain permanece sin determinar.

En resumen, los resultados presentados muestran que D. eriantha cv. Sudafricana
es sensible a estres por sequia, salinidad y frio, y que la inoculacién con hongos MA
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regula su fisiologia y rendimientos bajo tales de condiciones de estrés. Los efectos de la
simbiosis MA sobre las respuestas antioxidantes de la planta y acumulacion de
jasmonatos dependen de las caracteristicas intrinsecas del estrés aplicado. En general, el
nivel de JA y sus precursores fue mayor en plantas MA bajo diferentes condiciones de
estrés, lo que podria ayudar a estas plantas a mitigar las condiciones de estrés.
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CAPITULO 9

Lombricompuestos y modulacion de la germinacién y crecimiento en Digitaria
eriantha cvs. Sudafricana y Mejorada INTA.

Ada GIULIETTI, Hilda PEDRANZANI, Olga RUIZ.

Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones de
lombricompuestos a partir de estiércol de cabra en la produccién, el crecimiento y la
biomasa de las plantas de Digitaria 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 biolégicos: germinacion, longitud foliar-
radicular y peso seco. Existieron diferencias significativas entre tratamientos y cultivares;
el CV. Mejorada INTA se consider6 mas susceptible a los cambios bioldgicos y
nutricionales del sustrato. Las mezclas de lombricompuesto y suelo resultaron
beneficiosas para todos los indicadores fisioldgicos evaluados. EI CV. Mejorada INTA
respondi6 favorablemente a concentraciones de 10 -100% de lombricompuesto; mientras
que el CV. Sudafricana solo manifest6 incrementos con sustratos mas enriquecidos (40-
100%). Existio una correlacion directa entre la concentracion del lombricompuesto y la
respuesta bioldgica, y la mezcla 7 (100%) fue la mejor opcién para ambos cultivares.

Palabras claves: Digitaria eriantha, germinacién, 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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INTRODUCCION

En los altimos afios el ambiente natural ha recibido un creciente aporte de residuos
de los més variados origenes y composicion, 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 produccion a partir de los materiales
biodegradables (Atiyeh, et al, 2000b; Alvarez et al., 2001). Por otra parte, y debido a que
las reglamentaciones parala aplicacion y disposicion del estiércol se hanvuelto cada vez
mas rigurosas, en los altimos afiosha crecido el interés por utilizar las lombrices detierra
(Eisenia foetida Sav.) como un sistemaecologicamente seguro para manejar el estiércol,
ya que diversos estudios han demostrado lacapacidad de algunas lombrices para utilizar
unaamplia gama de residuos organicos, 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 degradacion biologica de
los desechos orgéanicos que mejoran la formacién y el crecimiento de las plantas sin
efectos secundarios negativos (PrasadyMaher, 2001; Alvarez et al., 2001; Arancon y
Edwards, 2005; Belda et al., 2013). Ademas, los vermicompuestos pueden desempefiar
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 parametros de
calidad de plantas comerciales y de aquellos parametros relacionados con la resistencia
al estrés por sequia y estrés por bajas temperaturas (Landiset al., 2010; Santagostiniet al.,
2014).

Por su parte, la lombricultura es una actividad centrada en la cria y produccion de
lombrices y el tratamiento de residuos organicos para su reciclaje, dando como resultado
humus de lombriz o lombricompuesto. Es una actividad de importancia econémica y
social, ya que a nivel mundial existe la necesidad de eliminar los residuos urbanos y
agroindustriales. Una solucién podria ser una correcta seleccion de basura que con la
ayuda de las lombrices es posible transformarla en su totalidad en fertilizante organico
(Mirabelli, 2008).

El humus de lombriz es un fertilizante organico (Larinket al., 2001) y se obtiene
de deyecciones de lombrices; de ellas las méas utilizadas son las rojas californianas
(Ferruzzi, 1987; Fuentes-Yague, 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
manipulacion. Sus propiedades fisicas, quimicas y microbiologicas varian
considerablemente segun el alimento con que se nutran las lombrices (Medina et al.,
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2003). Presenta entre 25-55% de materia organica y nutrientes esenciales: nitrogeno,
fosforo, potasio, calcio, magnesio, hierro, cobre, cinc y molibdeno (Medinaet al., 2001).
Por otra parte, el nitrdgeno y elfésforo organico se transforman facilmente en formas mas
asimilables (Agramonte et al., 1998). Ademéas de ser un excelente fertilizante, se
caracteriza por presentar un alto porcentaje de acidos humicos y fulvicos, que permiten
una entrega inmediata de nutrientesasimilables y un efecto regulador de la nutricion, cuya
actividad residual en el suelo llega hastacinco afios; posee ademds una alta
cargamicrobiana (40 mil millones por gramo seco) querestaura la actividad bioldgica y
mejora laestructura del suelo, lo que incrementa laretencién 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 ningun riesgo de quemar las plantas (Raveraet al., 2003). Es un
productoinofensivo para la salud, por no ser transmisorde ningin agente patogeno (Diazet
al., 2002; Medina et al., 2003; Diaz et al., 2004).

En el presente estudio se utiliz6 la especieDigitariaerianthaSteudel subespecie
Eriantha,en dos tipos de germoplasma: uno provenientede Sudafrica, 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 germinacion, el estrés abidtico porbajas temperaturas y el
estrés osmotico (Quiroga, 2003; Di Giambatista, 2006). También se observaron
diferencias en los indicadores de produccion, tales como la longitud de las plantas y
elpeso seco en condiciones normales de crecimiento y bajo estrés abidtico (Di
Giambatista, 2006).

En laactualidad el cultivo organico y las nuevas biotecnologias son utilizados para
mitigar losefectos del estrés ambiental. EI reemplazo desuelo por sustratos provenientes
de estiércolestransformados por la accion de las lombrices, presenta una posibilidad de
mitigacion del estrés abidtico 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 METODOS

El sustrato utilizado consistio en unlombricompuesto originado a partir de
estiercol de cabra en concentraciones crecientes, combinado con tierra de jardin 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 consistio en 100 g de sueloy ausencia de
lombricompuesto (tratamiento 1).

Para la obtencion del humus de lombriz setrabajo con la lombriz roja californiana
y comoalimento se utiliz6 estiércol de cabra previamente descompuesto por un periodo
de tres meses.La produccion del material se realizé encajoneras de 0,40 m por 0,60 m de
largo, cubiertas conmedia sombra, para evitar la exposiciondirecta al sol. Se extrajo el
humus a los tres meses de iniciada la diseminacion de las lombrices.La composicion
quimica de este lombricompuestofue la siguiente: N: 0,090%; P: 35,99 mg/kg™*; MO:
1,88%, pH: 7,75. Los sustratos se obtuvieron con distintas proporciones de tierra
medanosa, cuyas caracteristicas principales son: N: 0,0004%; P: 10,02 mg/kg!; MO: 0,01
1%; pH: 6,50.

El material vegetal consisti6 en semillas de D. eriantha cvs. Sudafricana y
Mejorada INTA,loscuales se sembraron en una dosis de 0,25 gpor bandeja. Para cada
tratamiento se realizaron tres repeticiones y las bandejas se colocaronen camara de
germinacién 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 nimero 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 raices. Los datos se analizaron separadamente por variedad, por el
método estadistico SAS General Linear ModelsProcedure ylos rangos multiples de
Duncan. Este test controla errores de tipo | donde 4=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

Numero de semillas germinadas

En la tabla 9.1 se observa el comportamientode ambos cultivares con relacién al
numero desemillas germinadas por gramo de semilla sembrada. En el cv. Sudafricana los
tratamientos 5 y6 difirieron significativamente del testigo (tierracomdn), el sustrato 6
mostro el mas alto numerode semillas germinadas y el sustrato 5 ocupé 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 combinacion 5 (40:60) y la 6 (50:50)
fueron las 6ptimas para amboscultivares en este indicador.

Tabla: 9.1: Namero promedio de semillas germinadas en sustratos con diferente concentracion
de lombricompuesto de cabra (Giulietti et al., 2007)

Tratamiento Numero 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 760,0a*
5 446,7 ef * 625,3 bc *
6 640,0 bc * 805,3a*
7 396,0 efg * 706,7 ab *

a, b,c def, g, h,i. Valores con indices 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 incremento6 en el cvSudafricana en todos los tratamientos
delombricompuesto, con diferencias significativas respecto al testigo. EI 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 manifestd diferencias significativas en los

tratamientos 2, 3 y7. En los otros tratamientos hubo un bajo desarrollo de las plantulas,
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ya que germinaron, pero elincremento en la altura fue poco significativo (Tablal0.2). En
este cultivar el mejor sustrato también fueel 7, intermedio el 2 y menor el 3. El sustrato
7(100% de lombricompuesto) resulté el mejor parael indicador crecimiento foliar en
amboscultivares (Tabla 9.2).

El contenido de materia organica y saleshumicas de los sustratos, por estar en contactocon
las raices y ser la via directa de ingreso a laplanta, podria incidir en sucrecimiento. Al
medirla longitud radicular el cv. Sudafricana no present6 diferencias significativas con
respecto altestigo. El cv. Mejorada INTA, en cambio, manifestd 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 concentracion
de lombricompuesto de cabra (Giulietti et al., 2007).

Tratamiento Longitud foliar promedio Longitud radicular promedio
(cm) (cm)
cv cv Mejorada cv cv Mejorada
Sudafricana INTA Sudafricana 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 25,667¢c * 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,ef g, h,i. Valores con indices 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 produccién de los doscultivares y su respuesta a la nutricion
mineral y organica de los lombricompuestos, se tomd el pesoseco de las hojas y las raices
como una medidade los procesos de crecimiento, acumulacion debiomasa v activacion de
la fotosintesis.

En ambos cultivares el peso seco foliar se incrementd 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 aumento en el sustrato 4 (Tabla 9. 3). En el
cv. Sudafricana el mejor sustratoresulto el 7 y en segundo término las mezclas 5y 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 incrementd en forma significativa con respecto al testigo solo en la mezcla 7; en
cambio, para el cv. Mejorada INTA el PS aumento en las mezclas 4, 5,6y 7.
El lombricompuesto 7 resulto 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 concentracion de
lombricompuesto de cabra. (Giulietti et al., 2007)

Tratamiento Peso Seco Foliar Promedio (g) Peso Seco Radicular Promedio

cv cv Mejorada cv o cv Mejorada
Sudafricana INTA Sudafricana INTA
1 0,006fgh 0,005i 0,026 0,011
2 0,005fgh 0,003fg 0,008 0,006
3 0,005fgh 0,006% 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)

Comparacion entre cultivares para cada mezcla de lombricompuesto y su accion
en los distintos indicadores evaluados

Se establecio una comparacion estadistica de los indicadores fisiologicos entre los
cultivares ypara cada tratamiento. En el nimero de semillas germinadas se observaron
diferencias significativas en todos lostratamientos, excepto en el testigo. En todos
loscasos fue superior el cv. Mejorada INTA y mostré una gran sensibilidad ante el nivel
nutricional de los sustratos (Tabla 9.1). En relacion con la longitud foliar se encontraron
diferencias significativas en los tratamientosl (testigo), 2 (10:90), 4 (30:70) y 6 (50:50).
Enlas mezclas con mayor proporcion de humus, como la 4y la 6, el cv. Sudafricana tuvo
un mejor crecimiento que el cv. Mejorada INTA, y en aquellos con menor proporcion de
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humus la diferencia fue positiva para el cv. Mejorada INTA. El crecimiento foliar en el
cv. Sudafricana fuemaés 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 varia segun
el genotipo del cultivar.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el estudio de dos cultivares de una forrajeraintroducida en Argentina, D.
eriantha, y su respuesta al lombricompuesto de cabra como enmienda orgéanica, en
diferentes concentraciones,se observaron notorias diferencias entre tratamientos y
cultivares.

En la germinacion de las semillas se demostrd que los mayores porcentajes de
lombricompuesto (incluso puro) resultaron beneficiosos en ambos cultivares; sin
embargo, el cv. Mejorada INTA incrementd la germinacion con la concentracion de 20%
(Tabla 9.1) y mostrd superioridad conrelacion al cv. Sudafricana, e incluso en algunos
casos lo duplic6 (Tabla 9.1). El efecto benéfico de los &acidos humicos del
lombricompuesto tambiénha sido reportado en plantas de tomate, pimentdn y fresa,
cultivadas tanto en vivero como enel campo (Arancon et al., 2004).

Como factor de crecimiento v desarrollo se midié la longitud foliar y radicular, se
observoque, a diferencia del indicador anterior, la longitud de las hojas es muy sensible a
la composicion del sustrato, ya que ambos cultivares respondieron positivamente ante
pequefias 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
dependid 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 proporcion de abono organico en el sustrato. Atiyeh et al., 2000a,
concluyeron que la aplicacion de lombricompuesto a lossustratos en invernadero, tiene
un gran potencialpara favorecer el crecimiento de diversos cultivos horticolas.

En C. papaya se ha descrito el efecto positivo del lombricompuesto en el
desarrollo del &reafoliar de las plantas, con una dosis de 25% (Acevedo y Pire, 2004).

En el crecimiento radicular el cv. Sudafricanano fue sensible a la composicion del
sustrato; encambio, el cv. Mejorada INTA evidencioé incrementos a partir de un 30% de
lombricompuestoen el sustrato. Canellas et al., 2000, plantearon que los &cidos
himicospresentes en cantidades apreciables en ellombricompuesto, pueden estimular el
crecimientotanto de las raices como de la parte aérea en lasplantas de maiz. Diaz et al.
(2004) demostraronque el humus de lombriz, como componente delsustrato utilizado en
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invernaculo en la aclimatacion de la cafia de azucar, favorecio 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
incrementoPS en las concentraciones altas de lombricompuesto, en cambio el cv.
Mejorada INTA, massensible, respondié positivamente a bajas concentraciones. Hubo
diferencias significativasentre cultivares cuando se evaluo el PS foliar, que se manifesto
favorable al cv. Mejorada INTA, el cual alcanz6 el doble del PS en concentraciones de 50
y 100%. En estudios comparativos delefecto del lombricompuesto y la fertilizacion conN
a largo plazo (90-180 dias) en C. papaya L., el primer tratamiento superd al del
fertilizantequimico para todas las variables de crecimientode la planta, en especial el PS
(Acevedo y Pire, 2004).

Existen antecedentes relacionados con la mejora en la produccion y desarrollo de
plantascultivadas con el empleo de lombricompuestos, pero se ha encontrado poca
informacion para las especies forrajeras.

Las causas de dicha mejora en las plantas son variadas. Kale et al., 1992, sefialaron
que el efecto del lombricompuesto no es inmediato, sino que la respuesta de la planta
puede tomar cierto tiempo, ya que hay inmovilizacion 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) describid 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
biol6gicos en las plantas. Pérez (1994) menciond lapresencia de microorganismos con
propiedades biofertilizantes en el lombricompuesto, los cuales actian de manera similar
a los biofertilizantes a base de bacterias y micorrizas (Rani y Sathiamoorthy, 1997), o a
la inoculacion por micorrizas realizada en vivero, que favorecio eldesarrollo de las
plantas, redujo la cantidad de biofertilizante utilizado (Gasparotto et al., 1998) e
incremento la resistencia al estrés durante el trasplante. Eneste sentido, Toyota y Kimura
(2000) encontraron un predominio de estas bacterias asociadas al lombricompuesto, lo
cual podria 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
jévenes, entre cuyas propiedades se destaca el aporte de sustancias (de naturaleza quimica
0 biologica) capaces de estimular el crecimiento.
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Las mezclas de lombricompuesto y suelo fueron beneficiosas para todos los
indicadores fisioldgicos evaluados.

El cv. Sudafricana incremento la germinacion, la longitud foliar y el PS foliar y
radicular en lossustratos que contenian de 40 a 100% delombricompuesto.

El cv. Mejorada INTA respondié positivamente a la composicion del sustrato, a
pequefias y altas concentraciones de humus de lombriz (10 y 100%, respectivamente),
mediante el incremento del porcentaje de geminacion, la longitud foliar, la longitud
radicular y el PS de las hojas y las raices.

También se observo correlacion entre el aumento de la concentracion del
lombricompuestoy la respuesta bioldgica. La mezcla 7 (100%) represento la mejoropcion
para ambos cultivares.
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