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RESUMEN

En la provincia de Bs As existe una amplia zona de cria de ganado bovino
denominada “Cuenca del Salado”. Dentro de las especies forrajeras naturalizadas
en los suelos bajos y tendidos de la misma se destaca el Lotus tenuis, leguminosa
herbacea d e ciclo primavero-estivo-otofial. A diferencia d e los a nimales, las
respuestas in munologicas de las plantas frente a los d istintos tipos d e estrés se
basan en la respuesta de cada célula y sefiales de los sitios afectados. Gran parte
de estas resistencias se deben a sus paredes celulares. El objetivo de este trabajo
consistio en caracterizar la composicion quimica de las paredes celulares de tallos
de plantas de Lotus tenuis clasificadas como resistentes al estrés salino respecto a
la co mposicion de sus pecti nas ex traidas con Acido Ciclohexilenodinitrilotetra
Acético (CDTA) y a su contenido en Fibra Detergente Neutro (FDN). Para ello se
analizo el contenido en azucares totales y el contenido de acidos uroénicos de los
extractos de CDTA y también el porcentaje de FDN en tallos secos y molidos de
plantas cultivadas en maceta bajo invernaculo regadas con 0 mM NacCl (Testigos),
75 mM NaCly 150 mM NacCl. Se observé una disminucion en el contenido de
azucares totales y de acidos ur onicos a medida que aumento la concentracion de
sal en el agua de riego. Respecto al contenido de FDN se encontr6 una diferencia
significativa entre los tratamientos, dis minuyendo el mismo a medida que
aumentaba el estrés salino. Deberia profundizarse en el estudio de la composicion
de estas p aredes celulares ya que un menor con tenido d e FDN mejoraria e |
consumo vo luntario, pero un conten ido de acidos urdnicos inferior evidenciaria
una menor presencia de pectinas; y un menor contenido de azlicares totales podria
relacionarse con un aumento en componentes de la pared de menor digestibilidad
potencial para vacunos en pastoreo.
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INTRODUCCION

En la provin cia de Buenos Aires ex iste una zona de marcada importancia
para la produccion de ganado bovino denominada Cuenca del Salado o Pampa
Deprimida, que ocupa gran parte del Centro, Este y Sudeste de esta provincia. La
produccion ganadera de esta zona en los u Itimos afios esta siendo d esplazada por
la agricultura, que ut ilizalos mejores s uelos de loma, hacia s ectores mas
marginales que pres entan restricciones edaficas y riesgos hidricos (Bur kart et al.
1990; Casal et al. 2009; Castaiio 2001; Criado 2014; Vignolio & Fernandez 2006).
Estas tierras se caracterizan por ser suelos bajos, salinos y/o alcalinos, con escasa
provision en gener al d e f6 sforo disponible, alrededor de 10 partes  por millon
(ppm) o i nferior (Burkart et al. 199 0; Casal et al. 2009 ; Castafio 2001 ; Criad o
2014; Vignolio & Fernandez 2006). Los suelos méas comunes son los Natracuoles,
que forman asociaciones con Natracualfes y Natralboles. Estos tienen tipicamente
un horizonte arcilloso de baja permeabilidad. Los excesos de lluvi a invernales y
los déficits estivales, el drenaje lento, y el caracter salino y/o alcalino determinan
que sea frecuente la alternancia de anegamiento y sequia (Batista et al. 2005).

A raiz de laslim itantes que d ebe enfren tar p ara su crecim iento y
produccion, la vegetacion natural resulta pobre en calidad y presenta una menor
variabilidad de especies forrajeras posibles de ser cultivadas. Es por eso que estos
tipos de potreros son destinados para cria vacuna (Burkart et al. 1990; Casal et al.
2009; Castafio 2001 ; Criado 201 4; Vignolio & Fernandez 2006). Enell os
encontramos: pastizales de “bajo dulce”, que se desarrollan con un suelo alcalino
no salino, dentro de los cuales podemos mencionar “raigras” Lolium sp., “festuca
alta” Festuca arundin acea, “ trébol bl anco” Trifolium repens ,“ pasto miel”
Paspalum dil atatum, “ flechillas” Stipa sp ,“ arrocillo” Leersia h exandra,
“canutillo” Paspalidium paludivagu m, “ceb adilla de agu a” Glyceria mu ltiflora
(Burkart et al. 1990; Casal et al. 2009; Castafio 2001; Criado 2014; Vignoli o0 &
Fernandez 2006).

Por otra parte, se encuentran pastizales de "bajo salino" con alta pre sencia
de sale s (en algunos casos en porcentajes toxicos), con altos niv eles de sodio
intercambiable, con severos problemas de drenaje, y generalmente acompanados
de valores de pH de 8 a9. En estos sectores predomina el " pelo de chancho"
Distichlis sp., y en ciertas ocasiones “agropiro alargado” Thynopirum ponticum y
Sporobolus py ramidatus (Burkart e t al. 1990; Casal et al. 2009; Castafio 2001;
Criado 2014; Vignolio & Fernandez 2006).

Es en esto s casos desue los co nrestriccio nes en donde se vu elve
indispensable la utilizacion de plantas de mejor calidad forrajera adaptadas a estas
zonas par a optimizar su produccion y posterior aprovechamiento al ser
pastoreadas (Burkart et al. 1990; Casal et al. 2009; Castafio 2001; Criado 2014;
Vignolio & Fernandez 2006).

Existe una leguminosa naturalizada en la zona que por sus caracteristicas y
adaptacion a los bajos tendidos se destaca: Lotus tenuis.
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Caracteristicas de la especie Lotus tenuis

El género Lotus sp. es originario de Europa y Asia menor, en la Cuenca del

Mediterraneo, donde cuenta con alrededor de 2 00 esp ecies tanto p erennes como
anuales. Se cree que su introduccion en la Argentina se produjo al venir mezclada
con otras semillas, o en las heces de animales traidos d e Europa, propag andose
naturalmente en la Pampa Deprimida debido a su capacidad de establecimiento y
resiembra espontanea. Existen antecedentes de siembra desde el afio 1930 y ya en
1980 la especie Lotus tenuis se establece en la Cuenca del Salado (Criado 2014 ;
Mifion et al. 1990; Vignolio & Fernandez 2006).

La esp ecie, ta mbién conocida como Lotus g laber, o vulgarm ente ¢ omo
“trébol pata d e pajaro” o “ lotus d e hoja angosta”, pertenece a la familia de las
leguminosas. Es perenne, de ciclo pr imavero — estivo— otofal con 1 atencia
invernal. E s herbace a, con reproduccion sexual, alogama, sin 6r ganosd e
propagacion/multiplicacion veg etativa o ase xual, po linizada por insectos,
principalmente ab ejas, Apis m ellifera (Cam bareri et al. 2007 ; Criado 2014 ;
Escaray 2012; Mifion et al. 1990; Vignolio & Fernandez 2006).

De fo toperiodo corto y habito d e crecimiento postrado cuando no tien e
competencia por luz, yerectos i se en cuentra asoc iada a pasti zales altos. Su
crecimiento es indeterminado, porlo que durante la etapa reproductiva pueden
encontrarse ejes con primordios florales, umbelas de flores o umbelas de vainas en
diferentes estados d e maduracion y dehiscencia (Cam bareri et al. 2007 ; Criado
2014; Escaray 2012; Vignolio & Fernandez 2006).

Presenta raiz p ivotante, muy r amificada en los pri meros centim etros del
suelo. Hojas pentafolioladas, cuyos foliolos son lanceolados, dos en la base del
peciolo y tres en la par te terminal de la hoja (Mifién e t al. 19 90; V ignolio &
Fernandez 2006).

La floracién comienza en primavera y culmina hacia fines del verano. Las
flores son de color amarillo, pedicelo corto y estan dispuestas en umbelas (1 a 6).
La mayoria da frutos que producen sem illas. Existen dos pu Isos de produccion,
desde diciembre hasta mediados de febrero (70%), y mediados de febrero a fin de
marzo (30 %). La cantidad de semillas por fruto varia durante el ciclo (3 a 35)
dandose los valores maximos al comenzar dicho ciclo y m inimos al finali zar
(Cambareri et al. 2007; Criado 2014; Vignolio & Fernandez 2006).

Las se millas son de ta mafio p equefio (1,2— 1,65 m m del ongitud y
aproximadamente 1 mm de ancho), duras, lisas y de color marrén. El peso de mil
semillas oscila entr ¢ 0,65 gramos (g.) — 1,5 g. La disp ersion de las sem illas se
realiza principalmente por medio del ganado a través de sus hece s, teniendo una
alta viabilidad (cercana al 85 %) debido a su plasticidad fenotipica y tolerancia a
anegamientos. La dormicion fisica de la se milla, a causa de su dureza, hace que
posea bajo poder germinativo (PG), alrededor de un 60 %. El escarificado y/o las
bajas temperaturas (5 °C), gen eran unin crementodel PG hasta9 0%
aproximadamente, por lo que el mayor pulso de germinacion se da hacia la salida
del invierno (Cambareri et al. 2007; Criado 2014; Vignolio & Fernandez 2006).

Se desarrolla en ambientes te mplados (Escara y 2012; Vignolio &
Fernandez 2 006). Tolera temperaturas inferiores a 0°C, y el congelamiento de
agua en co ndiciones de an egamiento, presentando un a mejor p erformance d e
crecimiento en ¢ omparacion con otras legu minosas forrajeras co mo Lofus
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corniculatus, Trifolium sp. y Medicago sp. a bajas temperaturas. Lo mismo ocurre
ante a ltast emperaturas estivales, respectode Lotus ulig inosus, Trifolium
fragiferum, Trifolium h ybridum, Trifolium pratense y Trifolium r epens la tum
(Vignolio & Fernandez 2006).

Es sensible a lafaltade luz en los p rimeros estad ios d e d esarrollo. D e
pobre vigor y lento crecimiento d e p lantulas, por lo que su estab lecimiento es
vulnerable ante competencia. Debido a esto presenta baja persistencia en praderas
polifiticas (Criado 2014; Escaray 2012; Vignolio & Fernandez 2006).

Puede crecer con suelos de pH 5 a 9, y con valores minimos de fosforo de
hasta 3 ppm ( Criado 20 14; Stoffella etal. 1998; Vignolio & Fernandez 2006).
Tolera salinidad, tanto en g erminacion como en estadiodep lantulay mas
avanzados, disminuyendo su crecimiento con el incremento de la misma (Vignolio
& Fernandez 20006).

Tolera anegamiento, causante d e anoxia radical, para lo cual se indu cen
cambios an atobmicos como el in cremento de espacios a éreos (aerénquimas) en
tallos y raices, que facilitan el intercambio de gases entre los tejidos anegados y el
exterior. La planta es menos afectada al tener mayor biomasa y/o edad. A su vez,
si el suceso es invierno-primaveral, el perjuicio es menor que en el caso estival,
debido a queenesteultim o,sea fectalaetap areproductivade lapla nta,
produciéndose atraso d e la flor aciony merma enla produccion de frutos y
semillas (aborto) (Escaray 2012; Teakle et al. 2006; Vignolio & Fernandez 2006).

Establece i nteracciones si mbidticas para fijacion bioldgica de nitrégeno

atmosférico con las bacterias Rhizobium loti, Mesorhizobium loti, Mesorhizobium
huakuii y Bradyrhizobium sp . Esta fijacion es m ayor a inferior fot operiodo, con
frecuencia e int ensidad de pas toreo mas altas; y enlas e staciones in vierno —
primavera respecto de v erano — oto fio. Es cap az de continuar con la fijacion aun
en condiciones de an egamiento, pero con un a tasa menor debido a un niimero y
tamafio inferior de néd ulos en las raices (Escaray 2012; Vignolio & F ernandez
2006).
Ta mbién, presenta la caracteristica de asociarse con hongo s del g énero
Glomus sp. for mando m icorrizas vesiculos — arbusculares (MVA ), loque
aumenta la capacidad de absorcion de minerales en suelos de baja fertilidad (Diaz
et al. 2005; Escaray et al. 2012; Vignolio & Fernandez 2006).

Estas asociaciones las vuelven mas competitivas en suelos con deficiencias
de nu trientes y es porelloqu e usualmente se lasr econoce como “plantas
pioneras” (Escaray 2012). Al mismo tiempo mejoran las condiciones del suelo y el
nitrégeno atmosférico fijado puede ser utilizado por otras especies constituyentes de
la vegetacion (Teakle & Tyerman 2010; Vignolio et al. 2010).

Tiene la capacidad de sintetizar metabolitos secundarios como los taninos
condensados. Estos son polifenoles de estructura variable (Barry & McNabb
1999; Diaz et al. 20 05; Escaray et al. 20 07; Escaray 2012) que participan en la
defensa contra b acterias, hongos e in sectos (Vignolio & F ernandez 2006).
También evitan la formacion de espumas y gases en el rumen del ganado (Mifion
etal . 1990), debido asu in teraccion con las proteinas solubles d el f orraje
impidiendo asi la ocurren cia de timpanismo (Barry & McNabb 1999; Diaz et al.
2005; Escaray et al. 2007).

En cuanto a caracteristicas productivas, tiene en general una digestibilidad
promedio de 75 % en todo el ciclo vegetativo, con una caida menos acentuada a la
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madurez en co mparacion a especies como Lotus corniculatus y Medicago sativa,
también | eguminosas, principalmente explicado porun m enor co ntenidod e
ligninay de pared celular (Criado 2014; Mifion et al. 1990). Esto p ermite un
manejo mas elastico y repercute positivamente en la produccion de carne.

El contenido de protein a bruta varia entre 20 y 22 % de la MS . Puede
diferirse para uso invernal y muestra gran calidad nutricional y productividad aun
bajo condiciones d e sequia e i nundacion (A ndrés & Rosso 2007; Criado 2014 ;
Vignolio & Fernandez 2006).

“Estrés” y otros conceptos

Enel escenario planteado inicialmente, las plantas estan in mersas en un
medio con condiciones particulares que claramente incide en qué especies pueden
desarrollarse y la manera en que éstas lo hacen. En ciertas ocasiones, puede existir
un factor ex terno que ¢j erza una influencia desventajosa en la p lanta. A éste lo
denominaremos estrés (Taiz et al. 2002).

Tanto e n agricultura co mo en condiciones nat urales, las pla ntas so n
expuestas a ambientes desfavorables que resultan en algiin grado de estrés. Ciertos
factores ambientales, como la temperatura del aire, pueden resultar estresantes en
pocos minutos; otros, como el contenido de agua en el suelo, pueden tomar dias, y
ciertos otros, como el déficit de nutrientes edafico, meses (Taiz et al. 2002).

Taiz et al. (2002) sugieren que entender los procesos fisiologicos mediante
los cuales se producen dafios por estrés ylos mecanismos d e ad aptacion'y
aclimatacion de las planta s al estrés ambiental e s, tanto parala agricultura y
ganaderia, como para el medio ambiente, de vital importancia. En la mayoria de
los casos el estrés es cuantificado en torno ala supervivencia de la planta, el
rendimiento del cultivo, crecim iento (biomasa acu mulada), 0 procesos de

asimilacion (C Oz, nutrient es) r elacionados a este ultimo. El déficit h idrico, el
estrés calorico y el golpe térmico, el enfriamiento o el congelamiento, la salinidad
o el anegamiento, son los principales factores de estrés que restringen a las plantas
en lo mencionado an teriormente, e Xxpresando solo una fraccion de su  poten cial
genético.

La capacidad de | as pl antas p ara sobrellevar ambientes desfavorables se
conoce como resist encia. La ad aptacion d e la s plantas refiere aunnive lde
resistencia genéticamente d eterminado, adqu irido mediante un proce so de
seleccion a través de muchas generaciones. La aclimatacion, por su parte, implica
resistencia como resu Itado de ba jas e xposiciones previas al es trés, es d ecir, se
produce un aumento gradual. Estos términos muchas veces son incorrectamente
utilizados, aplicando el término aclimatacion para hacer referencia a la resistencia
determinada genéticamente (Taiz et al. 2002).

La adaptacion y aclimatacion resultan de eventos integrados en todos los
niveles d e organizacion, an atdmicos, morfologicos, celula res, b ioquimicos y
moleculares. La respu esta ¢ elular a es treses in cluye c ambios en el cicloy la
division celular, en el sistema de endomembranas, la vacuolizacion y en la pared
celular, conelob jetivode favorecer la tolerancia delas células. A n ivel
bioquimico, las plantas lo consiguen alterando el metabolismo de distintas formas,
como la osmoregulacion mediante la produccion de c iertos compuestos. (Taiz et
al. 2002)
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La mayoria de los factores se encuentran interrelacionados. Por eje mplo,
un déficit hidrico puede asociarse a salinidad en la rizésfera y con estrés calorico
en hojas. También, encontramos tolerancia cruzada, es decir, a un estrés inducido
por la aclimatacion a otro. Finalmente, debemos remarcar que un ambiente que es
estresante para una planta puede no serlo para otra. Por ejemplo, dos plantas que
crecen entre 20-30°C, a medida que la tem peratura aumenta, puede suceder que
una muestre signos de e strés mas tempranamente que la segunda. A si, nos
encontramos con dos plantas qu e si bien crecen en el mismo rango, en este caso
de temperatura, tienen distinta tolerancia al calor (Taiz et al. 2002).

En este estudio nos  centraremos en el es trés s alinor esultanted el a
acumulacion de sal en el suelo.

La salinidad y sus efectos en las plantas

La evaporacion y transpiracion remueven el agua pura del suelo en forma
de vapor, d ejando sus solutos en el mismo. En el caso en que el agua contenga
altas cantidades de solutos y no e xista la posibilidad de eliminar la acumulacion
de estos a un sistema de drenajes, se alcanzaran rapidamente niveles dafiinos para
ciertas especies. (Taiz et al. 2002)

Segun Taiz (2002), hay dos crite rios diferentes al hablar de salinid ad. El
primero es la salinidad “propiamente dicha”. Este se refiere a altas cantidades de
diferentes sales to tales, incl uyendo dis tintas co mbinaciones de aniones e iones
como calcio (Ca?"), magnesio (Mg?"), sodio (Na*), sulfatos (SO4%), cloruros (CI)
y nitratos (NO3%). A este conjunto de sales se las conoce como neutras, es decir
que no alcalinizan el suel o (Paz etal. 201 2; Rengasamy 2010; Rich ards et al.
1954). El segundo es la “sodicidad”, altas concentraciones de Na*, que otorgan al
suelo un pH elevado por hidrolisis alcalina de carbonatos y bicarbonatos (sales
que alcalinizan al suelo). Este implica un perjuicio directo para las plantas pero
ademas un a degrad acion del suel o, disminuyendo la porosidad y p ermeabilidad
(Taiz et al. 2002).

La sal inidad a cam po e s medida c omo conductividad eléctrica. Es ta
medicion se basa en los iones disueltos en agua de suelo. El agua pura es un pobre
conductor de electricidad. A medida que se incrementa la concentracion de sal en
el agua, en otras palabras, aumenta la cantidad de iones disuelt os, la conduccion
de electricidad es mas elevada. Por lo tanto, un suelo salino tendrda un a mayor
conductividad eléctrica resp ecto d e aqu el qu e no e s co nsiderado sali no. Se
considera salinoa un suelo cu ando presenta una condu ctividad eléctrica del
extracto de saturacion mayor o igual a 4 deciSiemen por metro (dS/m) (Munns &
Tester 2008; Rengasa my 2010; Rich ardse t al. 1954),1lo0 que equ ivale a 40
miliMoles (mM) de cloruro de sodio (NaCl) aproximadamente (Munns & T ester
2008).

Lasali nidad tam bién es analizad aco mo poten cial os motico. Este
representa la disminucion de la capacidad de desplazamiento del agua debida a la
presencia de solutos. Una masa de agua pura a presion normal (1 atmoésfera) tiene
un poten cial igual a cero. A m ayor ¢ oncentracion d e soluto, menor sera el
potencial, es decir g ue to ma v alores neg ativos. P or lot anto, conun a mayor
cantidad de sal el valor de potencial es menor. En caso de que la presion osmética
en el suelo sea menor que la presion osmotica en la planta, se originara una salida



TFG — Ing. Prod. Agrop. — Juan Martin Rompani

del agua de la planta hacia el suelo, causando deshidratacion (Parra Boronat 2012;
Pérez Garcia 1994; Taiz et al. 2002).

Las plantas pueden clasificarse de acuerdo a la posibilidad de desarrollo y
de su ciclo productivo en relacion a la salinidad en p lantas haldfitas y plantas
glicofitas. Las plantas halofitas son nativas de suelos s alinos, por ende altamente
tolerantes a la sal (Taiz et al.2002). Tienen la capacidad de poder completar su
ciclode vidaen concentraciones que oscilan desde 200 miliMoles (mM) hasta
700 mM de NaCl en los casos mas extremos, como por eje mplo Salicornia sp,
Suaeda sp, Limonium  sp, At viplex sp, Arthroc nemum sp, Hordeum marinum,
Distichlis palmeri (Munns & Tester 2008; Parra Boronat 2012). En otras palabras
soportan valores superiores 4 dS/m (Lavado 2012).

Las glicofitas son aquel las que no resisten de la misma manera que las
anteriores. Son sensib les a la salinidad, presentando un punto de concentracion a
partir del cual e mpiezan a tener perjuicios. Lo s dafos por salini dad involucr an
efectos os moticos y otros e specificos de los i ones presen tes (Taiz et al. 2 002),
como s on: re duccion de la expansion foliar, duracion media de las hojasy el
indice de area foliar (Heylar 1994; Manchanda & Garg Neera 2008; Munns 1993),
disminucion de la fot osintesis, clorosis y pérdida de materia s eca (Taizeta I
2002). Como consecuen ciase deprime el desarrollo, el crecimientoy Ia
supervivencia de las planta s (A rbona et al. 20 13; Munns 1993; Munns  2002;
Munns & Tester 2008).

El dafio por un lado es producto de la reduccion del potencial osmotico del
agua del su elo debido a los solu tos disueltos en él (alta concentracion idnica) y
por ende en la rizésfera. Se afecta asi el balance de agua en la planta, es decir su
absorcion. Esta deb e reducir el p otencial agua en ho japor debajo del que se
presenta en el s uelo, para mantener una diferencia de grad iente q ue p ermita el
transporte del agua entre el suelo y las hoj as. Este efecto es similar a un défici t
hidrico, difiriendo con este ltimo en el agua total disponible (Arbona et al. 2013;
Munns 2002; Munns & Tester 2008; Parida & Das 2005; Taizet al. 2002). La
concentracion de sales, la tex tura del suelo y el tipo de arcilla, d eterminaran en
gran parte la cantidad de agua que podran absorber las plantas (Rengasamy 2010).

Porotrap arte,se generan efectos de toxicidad d ebidosa elevadas
concentraciones de iones por acumulacion en los tejidos, particularmente Cl, Na*
y/0 SO4*. Se inactivan enzimas en las células y se inhibe la sintesis de proteinas
en el caso de altas sales totales y una relacion anormal de Na/K. La fotosintesis es
inhibida por a Itas concentracion es d e Na ™ y/ o C1-ac umulados en clor oplastos
(Arbona et al. 2013; Munns 2002 ; Munns & T ester 2008; Parida & Das 2005 ;
Taiz et al. 2002).

Las plantas presentan distintos mecanismos para contrarrestar el efecto de
la salinidad. Uno es excluir el exceso de iones de los meristemas de crecimiento y
hojas en expansion (Taiz et al. 20 02), controlando su ab sorcion tratando qu e
llegue la menor cantidad posible (Plett & Moller 2010). Para ello la planta recurre
a obstruir con suberina los haces del xilema de forma tal que la via de circulacion
disponible sea la simplastica a través de las membranas celulares, la cual ofrece
cierta resistencia al pasaje. El so dio ingresa en las raices de forma pasiva por lo
que las células de 1amisma d eben extraerlo activamente. El cloro en cambio
presenta una baja permeabilidad en las membranas celulares (Taiz et al. 2002).
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Algunas plantas resistentes no excluyen iones en la raiz sin o que tienen
glandulas de sal en la superficie de las hojas a donde transportan los iones y alli la
sal se cristaliza y deja de ser nociva (Taiz et al. 2002).

Otro m ecanismo es el ajuste osmoético. Para b ajar e I pot encial agua lo
hacen disminuyendo su poten cial de soluto mediante la acumulacion de iones en
la vacuola, evitando el dafio en enzimas sensibles (Taiz et al. 2002).

La exclusion de iones es critica para la aclimatacion y adaptacion al estrés
y tiene un menor costo energético que otros mecanismos. Hay que tener en cuenta
que la co mpartimentalizacion de los iones puede llegar a v olverse toxica (Taiz et
al. 2002). La s determinantes moleculares de los procesos de exclusion del sodio
son re guladas por genes deno minados SOS que se expresan indu ciendo la
produccion de proteinas en cargadas de la labor. Por Glt imo, otra respuesta es
reducir el area foliar y/o la caida de hojas (Taiz et al. 2002).

Podemos hablar entonces de dos fases de respuesta vegetal frente al estrés
salino segin Munns y Tester (2008). Primero una rapida llamada Fase Osmotica,
durante la cual se inhibe el crecimiento de hojas jovenes. Es independiente de la
tolerancia o susceptibilidad que presenta la especie a la salinidad e inicia una vez
que la ¢ oncentracion de sal es en la rizo sfera supera el umbral de 40 m M NaCl
para la g eneralidad d e las p lantas. S e produce entonces unaredu ccién de 1a
expansion celular en la punta de las raices desencadenandose una sefial hormonal
que fren a el crecimiento de brote s y hojas n uevas, redu ce la conductancia
estomatica en hojas maduras y produce el cierre de los estomas.

Segundo, una lenta llamada Fase Ionica, en la que se acelera la senescencia
de hojas adultas. Tarda mas en evidenciarse y es consecuencia de la acumulacion
de iones en las hojas maduras, alcanzando niveles toxicos debido a que se excede
su capacidad de almacenamiento en sus vacuolas, caus ando su s enescencia. Se
produce asi una reduccion del area fotosintética. Las plantas tolerantes a salinidad
tienen una tasa d e trans porte de sal es menor que las susceptibles y una mayor
capacidad d e co mpartimentar electroli tos (Munns & Teste r 2 008). El proble ma
ocurre ¢ uando la  tasade se nescencia foliar iguala alade expansion,
ocasionandose la muerte pre matura de la pla nta (Reng asamy 2010). En otras
palabras, si la diferencia de hojas viejas que mueren es mayor que la produccion
de hoj as nuevas, la cap acidad fotosin tética de la pla ntano podra cubrirl os
requerimientos de h idratos de carbono, lo qu e hard que frene en gran medida su
crecimiento y se produzca posteriormente su muerte (Munns & Tester 2008).

La Pared Celular y sus componentes. Implicancias en la alimentacion de
rumiantes

Como vemos el efecto que tiene un estrés sobre la planta implica cambios
anivel celular. A diferencia de los animales, las respuestas inmunologicas de las
plantas frente a los distintos tipos de estrés se basan en la respuesta de cada célula
y sefales de los sitios afectados (Dangl & Jones 2001; Jones & Dangl 2006). Gran
parte de estas resistencias se deben a sus p aredes ce lulares (Buxton & Casler
1993; Somerville et al. 2004).

La pared celular es una matriz extracelular dinamica con diversas formas,
funciones y capacidad de emitir respuestas. Es una mezcla compleja y variable de
polisacaridos que son secretados por la célula y se encuentran ensamblados en una
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red organizada c onectada tanto por enlaces ¢ ovalentes co mo no co valentes.
Ademas, s e e ncuentra formada por lign ina, pr oteinas es tructurales y minerales,
todo esto inmerso en una fase acuosa. En 6rganos aéreos las paredes exteriores de
las cél ulas epid érmicas pueden estar ¢ ubiertas con ceras, cutina y suberina
(sustancias hidrofobas en superficie que protegen de lesiones mecanicas, pérdida
excesiva de agua e invasiones patdogenas). La suberina se presenta en la corteza de
ciertos arboles y principalmente en tubérculos y raices. (Barceld Coll et al. 1988;
Ramirez Orduiia et al. 2002; Taiz et al. 2002).

Los princi pales poli sacaridos co mponentes d e lap ared son c elulosa,
hemicelulosa y pectinas. La celulosa es un polimero lineal, formado por unidades
de B-D-glucosa enlazados por la posicion 1 -4, es por lo g eneral el componente
principal de las paredes celulares. Varias cadenas de estos glucanos, interaccionan
por puentes de  hidrogeno formando microfibrillas rigidas e i nextensibles
(Cosgrove 1997). Estos enlaces de hidrogeno producen una disposicion cristal ina
regular de la cadena de unidades de glucosa, que controla las caracteristicas fisicas
y quimicas de la misma (Aman 1993).

El t¢ rmino “ hemicelulosa” comprende en re alidad una serie de
polisacaridos gener almente ra mificados, que se ext raen d e los teji dos vegetales
por medio de soluciones alcal inas, actu almente cono cidos co mo glicanos de
entrecruzamiento, ya que su funcionp rincipal consiste en fo rmar unared
tridimensional con 1 as microfibrillas d e celulosa unidas por enlaces pu ente
hidrogenos. Desde el p unto d e vista quimico, las he micelulosas pr esentan un a
gran variedad de estructuras, sin e mbargo, e stan c ompuestas en su mayoria por
una cadena lineal de un idades de B-D-glucosa, B-D-xilosa o -D-manosa unidas
por C-4, con diferentes cad enas laterales. La mayor parte de 1 as dicotiledoneas
contienen importantes cantidades de xiloglucanos, en cambio en las gram ineas
predominan los arabinoxilanos y los B-D-(1—3)(1—>4)-glucanos (Albersheim et
al. 2011).

Las p ectinas co mponen l a parte mas solub le de los pol isacaridos de la
pared celular. Estan constituidas por un grupo heterogéneo de po lisacaridos que
contienen azucares acidos, ricos en acido galacturénico y azucares neutros, tales
como r amnosa, galact osa y arabin osa. Estos polimeros s on m uy hidrofilic os,
absorben grandes cantidades de agua dando geles (Cosgrove 1997). Encontramos
tres grupos princip ales: Homogalacturonanos, formados por cadenas lineales de
acido galacturdnico; Ramnogalacturonanos-I con ca denas formadas por residuos
alternantes de aci do galact urénicoy ramnosa (6-desoxi-L-ma nosa), y cadenas
laterales de a rabinanos, galactanos, y /o arabinogalactanos;
Rhamnogalacturonanos-II, contiene once tipos di stintos de azlcaresy for ma
dimeros por enlaces entre residuos de apiosa de cadenas diferentes mediados por
iones bor o(Pali n& G eitmann 2012). L os mas abundantes sonl os
Homogalacturonanos y los Ramnogalacturonanos-1. Los grupos carboxilo de las
cadenas de ho mogalacturonanos varian en su grado de esterificacion con grupos
metilo, lo que influye en la h abilidad para formar un gel a través de la adicion de
agentes gelificantes como el i6n calcio (Ca®*) (Proseus & Boyer 2007). Aquellas
con un bajo grado es esterificacion pue den presentar enlaces cruzados con Ca?*
resultando en una matriz de mayor rigidez (Palin & Geitmann 2012).
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Figura I: Estructura esquematica de los principales tipos de pectinas: Homogalacturonas,
Rhamnogalacturonas-I1 y Rhamnogalacturonas-II (Palin & Geitmann 2012)

Las moléculas d e pe ctina s on sin tetizadas en el ap arato de Golgi e
insertadas en la matriz extra celular por e xocitosis de vesiculas tra nsportadoras
(Palin & G eitmann 2012). Se local izan en la lamina media de la pared celular
primariay son mas abundantes en dicotiledoneas que en monocotiledoneas.
Intervienen en el control de la por osidad, la adhesion de células continuas y en el
control del ambiente i6nico de la pared celular (Somerville et al. 2004). También
sirven como moléculas de reconocimiento que sefialan el desarrollo de respuesta s
a organismos simbidticos, patdogenos e insectos (McNeil et al. 1984).

Juntas, la hemicelulosa y las pectinas constituyen la matriz en donde las
microfibras de celulo sase encuentran ¢ mbebidas (Harholt et al. 2010) .
Dependiendo de la co mposicion molecular y la ¢ onfiguraciéon quimica, | as
matrices pé cticas pu eden modificar s u c omportamiento mecanico, as i como
también su i nteraccion ¢ on otros co mponentes de la pared celular (Palin &
Geitmann 2012).

Para al canzar su forma funcional e indiv idual, 1a célula debe elongarse y
diferenciarse, lograndose esto a través de alteraciones de la estructura quimica de
los componentes de la pared celular y mecanicas de la forma celular (R amirez
Orduiia et al. 2002; Taiz et al. 2002). Las llamadas paredes celulares primarias se
modifican d urante el crecimiento c elular. Cuando las células dejan de ¢ recer y
adquieren la for ma d efinitiva, se puede formar e ntre 1 a pare d primaria y la
membrana plasmatica una pared secundaria, cuya composicion varia mucho segun
la funcién, pero generalmente tiene una proporciéon mayor de celulosa y de mayor
grado de cristalinidad.

Las funciones principales de la pared celular son:

- Interviene en la regulacion del volumen de la célula y la determinacion de su
forma.

- Fuerte estructura de sostén que permite el crecimiento en altura de la planta.

- Permite el con tacto entre células sin fusi onarse una con otra, pud iendo
desarrollar altas presiones de turgencia.

- Constituye una barrera para las distintas moléculas que ingresan a la célula,
asi como también para los patogenos dispuestos a invadirla.
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- Posee marcadores de superficie que predicen patrones de desarrollo y marcan
posiciones dent ro del veg etal, asi como co mponentes de sefialam iento y
comunicacion por la continuidad simpléstica mediante los plasmodesmos.

- Mantien e también conexiones y continuacion molecular con la membrana
plasmatica y el citoesqueleto.

Los ani males rumiantes, a diferencia de o tros ani males, poseenl a
habilidad de ali mentarse y sa tisfacer sus requerim ientos de mantenimiento y
produccion basandose en el consumo de plantas como tnica fuente de nutrientes,
por medio de la cap acidad d e los microorganismos que alojan en el r umen de
degradar los polisacaridos de las paredes celulares. La pared celular de las plantas
aporta alos animales en p astoreo entre el 30 al 40 % de la energia digestible
consumida. El contenido y las estructuras de las par edes ce lulares del forraje
afecta el consumo voluntario de los animales y la digestibilidad total del material
consumido (Ramirez Orduiia et al. 2002).

La digestibilidad v aria de acuerdo ala relacion e ntre la p roporcion de
pared celular y el contenido celular (hidratos de carbono solubles) en el material
ingerido. Un material forrajero con una menor proporcion de pared y un mayor
contenido celular tendria una digestibilidad superior comparado con aquel donde
se presente una rel acion inv ersa. La disp onibilidad energética aumentaria al
disminuir la cantidad de pared celular (Jung & Allen 1995; Ramirez Orduia et al.
2002). A su vez, la composicion de la p ared celular, es o tro factor qu e in cide
sobre la dig estibilidad ( Ramirez O rdufia et al. 2002). P or otra p arte, existe u n
efecto sobre el consumo voluntario de los animales. Al disminuir la proporcion de
pared celular y aumentar el con tenido celular se mejoraria la ingesta de forraje s,
es decir aumentaria el consumo (Jung & Allen 1995).

La estructura y funcion de la pared estan controladas por la composicion y
organizacion de los co mponentes individuales. La caracterizacion estructural es
fundamental para la det erminacion de lar elacion d e s us co mponentes y la
digestibilidad. La n aturaleza d el entrecruzamiento en tre estos co mponentes, la
ligninay los taninos condensados son fact ores im plicados en lad egradacion
(Ramirez Ordufia et al. 2002).

El a provechamiento dependera, co mo se m encioné dela composicion
quimica del material ingerido. P rimero, r especto a la disponibil idad del os
componentes de la pared celular y del contenido celular, y segundo, debido a Ia
presencia d e estructuras organica s e inhibidores que impidan o limiten la
disponibilidad de estos componentes con los que se encuentran asociados ( Van
Soest 1994).

Decimos entonces qu eel grado deli gnificaciony la formacion de
complejos li gnina — carbohidratos crea un impedi mento estérico que limita el
acceso de en zimas al os mismos. En otras palabras, la lign ina s e int erpone
fisicamente entre las enzimas de la hidrolisis y los polisacaridos (Jung & D eetz
1993; Ramirez Orduna et al. 2002).

Las pectinas son componentes de la pared celular que no tienen enlaces
covalentes con la lignina y estdn completamente disponibles a la fermentacion en
el rumen. S on soluble s pero resistentes a las en zimas de los mamiferos y son
constituyentes de la fibra soluble (polisacaridos no amilaceos) (Ramirez Ordufia et
al. 2002).
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Fibra Detergente Neutro

Como se menciond, existe una correlacion negativa entre la proporcion de
pared celular y el consu mo vo luntario (Van Soest 1994). Esto es explicado por
una demora en el paso a trav és del tracto gastrointestinal a causa del llenado del
mismo, producto de la fibra del alimento (Jung & Allen 1995).

Para que se produzca el pasaje de alimento a través del rumen se necesita
la reduccion del ta mafio de particula. Un alimento con mayor contenido de fibra
requiere mayor masticacion, rumiay digestion para re ducir dicho tamafio. Esto
implica mayor tiempo de permanencia en el rumen que produce una disminucion
del consumo voluntario por llenado fisico. P orlo tan to alimentos con menor
contenido de fibr a tend erian a aumentar el con sumo volun tario (Buxton 199 6;
Jung & Allen 1995; Mertens 1994; Mertens 2003).

La fibra esta formada por co mponentes del forraje de baja solubilidad en
un sistema especifico de solventes, los cuales son relativamente menos digestibles
que el almidon (Jung & Allen 1995). Van Soest (1994) desarrollé un método para
evaluar la calidad nutritiva de las especies forrajeras destinadas a alimentacion de
rumiantes. El mismo consiste en un proced imiento qu e deter mina la matriz
insoluble que c onstituye la pared ce lular y estima s us c omponentes. Con este
método se caracteriza la fraccion fibra con gran precision, difere nciando 1 os
constituyentes aprovechables por los animales poligastricos de los que no lo son.

La técnica implica el fraccionamiento de la pared celular y la obtencion de
un residuo de fibra libre de ciertas sustancias a través de la actividad combinada
de detergentes, neutro primero y acido luego. Los parametros obtenidos son: Fibra
Detergente Neutro (FDN) y Fibra Detergente Acido (FDA)).

Al tratar la muestra con el d etergente neutro, basado en soluciones de
sulfato lauril sdédico y ac ido etilendiaminotetraacético ( EDTA)al puntod e
ebullicion, se solubiliza el conten ido celular co mpuesto por azi cares, ac idos
organicos, al midones, proteinas s olubles, lipidosy ni trégeno no p roteico, y
también las p ectinas de la pared celular extrayéndose un residuo llamado F DN
compuesto por he micelulosa, celulosa, ligninay sil ice (Jung & Allen 1995;
McDonald et al. 2002; Van Soest 1994).

Al tratar la muestra con el detergente acido, dcido sulfarico 0,5 molar (M)
y bromuro de cetil trimetilamonio, se solubiliza la h emicelulosa y se obtiene un
residuo constituido por pr oteina in soluble (Nitrégeno Insoluble en Deterg ente
Acido - NIDA), celulosa y lignina (Jung & Allen 199 5; McDonald et al. 2002;
Van Soest 1994).

La pared celular tiene gran incidencia en la alimentacion de rumiantes. Si
las paredes celulares vegetales se comportan como una matriz dinamica frente a
distintos tipos de estrés, eso s ca mbios e n sus componentes podria n afectar su
digestibilidad al ser consumidas por rumiantes en pastoreo. Debido a esto, surgid
el interés e n des arrollar el s iguiente trabajo, que se centraen el estudio de las
paredes celular es de tallo de Lotus t enuis res pectoal a composicion de sus
pectinas y el contenido de fibra detergente neutro.
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OBJETIVOS

El objetivo princi pal de este tr abajo fu e caracterizar la co mposicion
quimica de la pared celular de tallos de Lotus tenuis al estado vegetativo respecto
a pectinas y a su cont enido en fibra detergente neutro en un cultivar resistente a
salinidad.

Objetivo 1 : Car acterizar la composicion qu imica d e las pectinasde | a
pared celular de tallos de un cultivar de Lotus tenuis resistente al estrés salino en
estado vegetativo, por medio del conte nido d e azi cares totales y d e aci dos
uronicos.

Objetivo 2: Determinar la variacion en el contenido de a zicares totales y
de acidos uronicos de las pectinas obtenidas de las paredes celulares de tallos de
un c ultivar d e Lotus tenuis tolerante al estrés sa lino cultivado con d iferentes
niveles de cloruro de sodio (NaCl) en el agua de riego.

Objetivo 3 : Caracterizar la composicion quimica de la p ared celular de
tallos de un cultivar de Lotus tenuis resistente al estrés salino en estado vegetativo,
por medio del contenido en Fibra Detergente Neutro (FDN).

Objetivo 4: Determinar el contenido de Fibra Detergente Neutro (FDN) en
tallos deun cultivar de Lotus ten uis tolerante a | estr €s sal ino cul tivado con
diferentes niveles de cloruro de sodio (NaCl) en el agua de riego.

Hipotesis

a) Elestrés sal ino podria inducir cambios o mo dificaciones a nivel d e
pared celular del tall o de Lotus t enuis en estado veg etativo, que podrian verse
reflejados en la composicion de las pectinas que forman parte de la misma.

b) Ante estrés salino mas acentuado podrian observarse difere ncias en la
composicion quimica de las pectinas de | a pared celular de los tallos de Lotus
tenuis que podrian evidenciarse por una mayor concentracion de acidos urénicos y
un mayor contenido de azucares totales.

c) El estrés salino podria afectar el contenido de Fibra Detergente Neutro

en muestras deta llosde Lotust enuisen e stado vegetativo que podrian
evidenciarse por un mayor contenido de FDN al suftir un estrés mas severo.
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MATERIALES Y METODOS

El material utilizado en este proyecto proviene de semillas de Lotus tenuis
correspondientes a ensayos del Programa de s eleccion recurrente fenotipica de la
estacion Experimental INTA Pergamino. L as mi smas fuer on recole ctadas e ntre
los afios 2 004 y 200 6 de poblaci ones n aturalizadas en campos b ajos de la
Provincia de Buenos Aires, con un rango d e latitud de 33°47'Sa 37°39'S yde
longitud d e 59°02' O a 60°52' O, y caracterizad as p osteriormente morfo-
fisiol6gicamente (Franco 2011). Seguido de est 0, se seleccionaron genoti pos
tolerantes y s usceptibles a la salinidad, los cu ales fueron re-cul tivados en
condiciones de plantas aisladas. En el mes d e febrerod e 2008, se realizo1a
cosecha d e semillas de cad a plan ta, siendo € stas conse rvadas enla unidadde
Mejoramiento de forrajeras de INT A - Pergamino. L a es tacion Exp erimental
INTA Pergamino nos su ministr6 gentilmente | as semillas de esta fam ilia de
medios hermanos caracterizadas como tolerantes a salinidad (FMH 490) (Franco
2012).

Durante la segunda mitad del afio 2012 se 1l levo adel ante el cultivo del
genotipo de Lotus tenuis obtenido por el INTA, en condiciones de invernaculo en
las instalaciones de la Facultad de Ciencias Agrarias d e la Universidad Catodlica
Argentina (FCA-UCA), de acuerdo al habito de crecimiento de est a especie. El
proceso implico el escarificado de las semillas, la siembra en c ajas de Petriy la
utilizacion de estuf as de cultivo para la o btencion d e plan tulas. Estas luego se
trasplantaron en b andejas de germinacion sobre un sustrato de tie rra mejorada y
perlita (ver Anexo). Una vez obtenido un buen desarrollo radicular, las p lantas
fueron llevadas a macetas definitivas de 20 cm de diametro, que se encontraban
distribuidas en bandejas, en un planteo de cinco macetas por bandeja. Dentro de
cada maceta, en un sustrato con las mismas caracteristicas que el utilizado en las
bandejas de germinacion, se colocaron 5 plantas. Las p lantas fueron divididas en
tres grupos. Uno deno minado “testigo — c ontrol”, sin ap licacion d e cloruro de
sodio en el riego. Un grupo llamado “dosis 1”” que fue regado con una solucion 75
mM NaCl y un grupo llamado “dosis 2” que fue regado con una soluciéon 150 mM
NaClL

T ratamientos:

. Testigo — Control (sin NaCl): 20 m acetas (cinco plantas cada
una) en cuatro bandejas.

. Dosis 1 (75 mM NaCl): 45 macetas (cinco plantas cada una) en
nueve bandejas.

. Dosis 2 (150 mM NacCl): 45 macetas (cinco plantas cada una)
en nueve bandejas.

Las plantas fueron cosechadas al momento de 1a aparicion de la primera
flor. Se separd biomasa de tallo y hoja por un lado, y biomasa de corona y raiz por
otro. Ademas, se dividieron tallos y hojas ya que se trabajaron por separado. Para
los testigos se utilizaron tres bandejas, siendo la unidad experimental cada bandeja

17



TFG — Ing. Prod. Agrop. — Juan Martin Rompani

(3 réplicas). Re specto a dosis 1, utilizando las nuev e bandejas se realiz 6 una
separacion aleatoria (Excel fxaleat) para el armado de tres pooles (3 réplicas), de
la misma manera se procedié con las muestras correspondientes a la dosis 2. Los
tallos obten idos fu eron secados a 65°C  hasta peso constante en estufa a aire
forzado, y molidos en molinos tipo Willey a 2 mm.

Sobre los tal los secos y molidos se realizé por una p arte, las extracciones
secuenciales con solventes y agua caliente d el material correspondiente a pared
celularpa rae 1 estudiode la spe ctinase n el La boratorio d e Qu imica de
Biomoléculas, de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires
(FAUBA). Esto implic6 dos extr acciones con et anol, d os extr acciones con
acetona, una extrac cion con éter etilico y por ultimo dos extracciones con agua
destilada caliente. Sobre este ultimo material obtenido, y armando pooles con las
tres répl icas d e cada tratamiento, se realizar on dos ext racciones co n Acido
Ciclohexilenodinitrilotetra Acéti co (CDTA), arazond e 20 gr. muestra/litrod e
solucion C DTA (0.05M CD TA con A cetato de Sodio 0.05M neutralizada). El
material obtenido fu e diali zado, congelado y liofilizado separad amente, por un
lado los extractos (sobrenadantes) de cada extraccion, y por otro los residuos.

Imagen 1: Preparado de material para dialisis.

Imagen 2: Equipo liofilizador.
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Imagen 3: Extractos de CDTA en desecador, listos para ser utilizados en las
correspondientes determinaciones.

Sobre los extractos (sobrenadantes), se determiné el contenido de azicares
totales por espectrofotom etria U V por el método de fenol - aci do sulfurico
(Ahmed & Labavitch 1978; Dubois et al. 1956).

Imagen 4: Pesada en balanza de precision de extractos de CDTA (sobrenadantes) para
determinacion de azlcares totales.

Imagen 5: Determinacion de azlicares totales por espectrofotometria UV.
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Imagen 6: Enfriado con bafio de hielo.

Imagen 7: Muestras a bafio maria durante el preparado para posterior lectura en
espectrofotometro.
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Imagen 8: Confeccidn de curva de comparacion.
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Imagen 9: Determinacion de acidos urénicos por espectrofotometria UV.

Por otra parte, sobre los tal los secosy molidos sin tratar se real iz6 la
determinacion d e Fi bra Detergente Ne utro (FDN) mediante la metodologia
Ankom 200 (Ankom Filter Bag Technique) en el Laborato rio de Evaluacion de
Alimentos para uso animal (LEAA), FCA — UCA.

Los resultados para el contenido d e F ibra Deterge nte Neu tro (% FDN)
fueron an alizados mediante andlisis de la varianza en un disefio co mpletamente
aleatorizado (DCA) de 3 réplicas. El factor fue dosis de concentracion salina en la
solucion del agu a de riego con 3 niveles: Testigo — Control (sin NaCl); Dosis 1
(75 mM NacCl); Dosis 2 (150 mM NacCl).

Para hacer los distintos analisis estadisticos se comprobaron los supuestos
de nor malidad y ho mocedasticidad, t anto en for ma an alitica co mo gr afica (ver
Anexos). Las comparaciones entre tratamientos se efectuaron utilizando la prueba
de Tukey siguiendo el siguiente modelo estadistico:

yijk = pu+ ai + gijk
Donde:
- vyijk es la variable estudiada (FDN) de cada bandeja;
- peslamediageneral;
- ai es el efecto del factor dosis de concentracion salina en la solucién del
agua de riego;
- €ijk es el error aleatorio dentro cada bandeja.

Se consideraron signif icativas aquellas prueb asconp < 0,05 (nivel de
significacion). Todos los analisi s estadisticos fueron efectu ados u tilizando el
programa estadistico “Infostat”, Fa cultad de Ci encias Agrarias, Uni versidad
Nacional de Cordoba.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Azlcares Totales y Acidos Urdnicos

En funcion de los resu Itados obtenidos de los analisis por
espectrofotometria UV se observd que a m edida que aumentaba el contenido de
sal en el ag ua de riego disminuy¢ el contenido de azucares totales (%) para las
fracciones extraidas con CDTA 1y 2 (Ver Grafico 1 y Anexo).

Azlcares totales (%)
55
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[63]

mCDTA1 CDTA 2

Grdfico 1: Contenido de azucares totales (%) de tallos de Lotus tenuis resistente a
salinidad en funcion de la dosis de sal en el agua de riego.

Por otra parte, s ¢ observd que el conten ido total de acidos urénicos (%)

disminuy6 a m edida que se i ncrementaba la cantidad de sal e n el agu a de riego
para ambas fracciones extraidas con CDTA (1 y 2) (Ver Grafico 2 y Anexo).
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Acidos urdnicos (%)
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Grdfico 2: Contenido de acidos urdnicos (%) de tallos de Lotus tenuis resistente a
salinidad en funcion de la dosis de sal en el agua de riego.

Las paredes celulares primarias de las plantas se componen principalmente
de pectinas, hemicelulosa y celulosa (Reiter 2002). La pectina abarca una gama de
polisacaridos ricos en acido galacturonico (Willats et al. 2001). Por lo tanto, el
contenido de &cidos urd nicos y aztlicares totales en la fraccion de pectina puede
indicar la composicion funcional de la misma.

En base a los resultado s obtenidos se observo que el estrés salino indujo
cambios o modificaciones a nivel de la pared celular en tallos de Lotus te nuis
caracterizado como resistente a la salinidad en estado vegetativo. Estos se vieron
reflejados en la composicion de las pectinas que forman parte de la misma. Ante
distintos niveles de cloruro de sodio (NaCl) en el agua de riego la co mposicion
varid, en concordancia con la hipotesis “A”.

Barbosa de Lima et al. (2014) realizaron un estudio en hojas de plantas de
Coffea ara bica “café” so metidasae strés s alino ei ndicaron también ha ber
observado alteracion en la composicion de las pectinas de la pared celular.

El contenido total de azicares y de ac idos urdnicos de las pec tinas de la
pared celular de los segmentos 0-5 mm (de punta de la raiz) y 5-10 mm de la raiz
de plantas de “soja” Glycine max, su ceptibles as alinidad, también presen to
variaciones en funcion de la concentracion de sal en la solucion del agua de riego
(An et al. 2014).

Por otra parte, los resultados indicaron que el contenido de azucares totales
disminuy6 a medida que aument6 la concentracion de sales en agua de riego, asi
como también sucedi6é con el contenido de acidos urdnicos. La dis minucién de
ambos parametros indicé un menor contenido de pectinas solubles en CDTA de la

23



TFG — Ing. Prod. Agrop. — Juan Martin Rompani

pared celular de tallos de Lotus tenuis ante estrés salino, en contraposicion a la
hipotesis “B” planteada en este trabajo.

Barbosa de Lima et al. (2014) por el contrario, en su estudio de hojas d e
plantas de Coffea arabica “café”, so stuvieron que la cantidad de acidos uronicos
aumentd en p lantas so metidas a estrés sali no, indicando un au mento en el
contenido de p ectinas d e la p ared celular. Por otra p arte, dete rminaron que el
estrés en general, no alter6 significativamente la cantidad de azicares observados
a diferencia de | os resultados de este ensayo donde se observo una disminucion
del contenido de aztcares totales.

Carillo etal .(2011) propusieron que lapr esenciad e polisacari dos
sulfatados p odria aumentar el poten cial de Donnan en la célula debido a la gran
carga negativa asociada con estos polimeros. Esto aumentaria la densidad de iones
en lavecindadde lapared celular de la planta, fa cilitando de es ta manera el
transporte de ion esa altas concentraciones de sal. Segln estos a utores, un
mecanismo similar puede explicar 1 a funcién del as pectinas en las pared es
celulares de | as plantas expuestas a condiciones de alta salinidad. Por otro lado,
también es posible que el au mento de los polisacaridos cargados neg ativamente
contribuya a reducir la v elocidad del movimiento de Na™ hacia las células. En
otras palabras, an te estrés sal ino las pectinas juegan un pap el fundam ental en
mecanismos de d efensa por lo que su con centracion tenderia a aumentar (Carillo
etal. 2011).

En otro estudio, An et al (2014) trabajaron con dos genotipos de plantas de
Glycine max expuesta sa estrés salino, uno sensibley  unot olerante, en
concentraciones de hasta 80 mM de sal en solucion de agua de riego. Evaluaron el
contenido total de azlicares y de acidos urénicos de las pectinas de la pared celular
de los segmentos 0-5 mm (de punta de la raiz) y 5-10 mm de la raiz, obteniendo
disminuciones considerables para ambos pardmetros a medida que aumentaba la
salinidad. El genotipo tolerante se mostré mas estable obteniéndose solamente una
ligera dis minucion. L as con clusiones d el estudio ind icaron que las pectin as
regulan el cre cimiento celular, yaqu e disminuyeron c onsiderablemente en
cantidad en la s zonas de elongacion celular de aquellas plan tas susceptibles, que
redujeron y detuvieron su crecimiento de ra ices ante estrés salino. Lo contrario
ocurrio en plantas to lerantes dond e los contenidos de azi cares totales y acidos
urénicos se mantuvieron rela tivamente estables en co mparacion al tratamiento
testigo, es decir que se mantuvo el nivel de pectinas, y las raices continuaron con
su crecimiento. Esto puede deberse a que las pectinas, polisacaridos que presentan
uniones con radicales carbox ilo libres, tienen un potencial considerable parala
interaccion con iones y compuestos de bajo peso molecular (Willats et al. 2001).
Los radicales c arboxilo de las pectinas de la pared celular podrian evita r que
ingrese Na * (principal ion toxico para las p lantas b ajo la sali nidad) en el
citoplasma celular, manteniendo asiun metabolismoy c recimiento nor males
(Popper & Fry 2003; Proseus & Boyer 2006b; Proseus & Boyer 2006a).

Paliny Geitmann (2012) afirmaron también que las pectinas de la pared
celular son uno de  los co mponentes implicados en el proceso de expansié n
celular. Al modificarse la composicion de las mismas se alteran sus propiedades y
funciones. Por otra parte, se ha sugerido que los cambios en la composicion de la
pared celular ante estrés salino, en particular la de los poli sacaridos pécticos,
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pueden deberse a una deficiencia de Ca?" inducida por la salinidad (Bernstein &
Kafkafi 1996).

Fibra Detergente Neutro

En funcién de los resultados obtenidos de los analisis quimicos realizados,
se observo que existen diferencias significativas entre los tratamientos respecto al
contenido de Fibra Neutro Detergente (%FDN) (p=0,0002). A mayor dosis de sal
en el agua de riego el contenido de FDN de tallos de Lotus tenuis caracterizado
como resistente a salinidad al es tado vegetativo disminuyo (Ver Gr afico 3). Este
resultado c ontradice a la hi pdétesis “C” plantead a inicialm ente que propone un
aumento en el parametro en cuestion.
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Tratamiento

Grdfico 3: Contenido de Fibra Neutro Detergente (%FDN) en funcion del tratamiento de
dosis de concentracion salina en la solucion del agua de riego. Letras iguales no presentan
diferencias significativas entre si (p > 0,05).

Un aumento de la fraccion insoluble lignoceluldsica de la pared celular en
hojas de “café” Coffea arabica fue observado ante estrés salino (Barbosa de Lima
et al. 2014), debido a asociaciones mas fuertes entre los poli meros, en genotipos
tolerantes a  salinidad. El estr ¢és in dujo ca mbios enla organizacion de los
polimeros. El ~ contenido d e h emicelulosade 1 a pared celular de plantas
susceptibles disminuy6 o en ciertos casos (menor estrés) se mantuvo. Lo contrario
ocurri6 en plantas tolerantes a la salinidad donde continu6 estable o aument6 ante
el estrés. A su vez la determinacion del contenido de celulosa indico estabilidad o
disminucién para el gen otipo susceptible y aumento en el tolerante. Esto sug iere
que, ante estrés salino, aquellas plantas con capacidad de tolerar el mismo tienden
a in crementar s us cont enidos d e h emicelulosa, cel ulosay ligninaporloqu e
deberia observarse un valord e FD N superior respecto de plantas que no son
expuestas al estrés.
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El contenido total de azucar en la pared celular puede reflejar la cantidad
de par ed cel ular. En plan tas sen sibles, el tra tamiento con sa 1 dism inuyo el
contenido total de azicares de la pared celular de manera significativa pero no se
encontrd ningiin cambio en el genotipo tolerante (An et al. 2014).

Cosgrove (2005) determind la cantidad de hemicelulosa en la pared celular
ap artir de 1 cont enido tot al d e azucaresen esta fraccion. Inf ormo quel a
hemicelulosa puede unirse a la celulosa mediante enlaces hidrogeno y también a
las pectinas por union cov alente. La composicion y 1 aest ructura de la
hemicelulosa se relacionan con los mecanismos de extension dela paredy la
elongacion celular. En consecuencia, la hemicelulosa cumple un rol esencial en el
crecimiento de la célula y el mantenimiento de la pared celular. Se cree también
que genera moléculas de sefial que controlan la expansion mencionada, regulada
por auxina de crecimiento (Zablackis et al. 1996). Por lo tant o, una disminuciéon
en el con tenido d e h emicelulosa origina inestabilidad en lap ared celulary la
pérdida de moléculas de sefial, inhibiéndose el crecimiento celular. Por ende, ante
estrés salino, el crecimiento d isminuye en plan tas sus ceptibles debido a que s e
reduce el contenido de hemicelulosa de la pared celular.

Al crecer, el tamafio de las células de la pl anta es determinado por sus
paredes que se extienden tipicamente 10 ~ 100 veces (Roberts 1994). Las células
vegetales deben depositar nuevos sustratos de pared que se integran perfectamente
en la vieja p ared para evitar que se vuelva mas delgada y débil (Cosgrove 2005;
Proseus & Boyer 2006b; Proseus & Boyer 2006a). An et al. 2014 ind icaron una
reduccion de los componentes de la pared celular, principalmente hemicelulosa y
celulosa, por efecto del estrés salino en plantas sensibles, y afirmaron que podria
estar asociado con los efectos inhibidores de la salinidad sobre el crecimiento de
larai z. A demas, el mantenimiento de estos co mponentes podria co ntribuir al
crecimiento de la misma bajo estrés en pl antas to lerantes y a que s e sostienen
cantidades integrales de matriz evitando el adelgazamiento de la pared celular.

Enre lacioncon losre sultados de esteensay o,las afirmaciones
mencionadas sugieren que el m aterial ev aluado de tallos de Lotus tenuis , que
sufrio modificaciones negativas en los componentes de la pared celular a caus a
del estrés salino, es decir que ante tratamientos con mayores niveles de cloruro de
sodio (NaCl) en agua deriego mostraron disminuciones signif icativas en el
contenido d e Fibra Neutro D etergente (%F DN), p arametro que contempla el
contenido de hemicelulosa, celulosa y lignina de la pared celular, actudé como un
genotipo sensible a la salinidad y no respondié como se esperaba inicialmente.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a las dete rminaciones quimicas realizadas se observé que las
plantas gen eraronu nares puestaant eele stréss alino evid enciadae n la
modificacion dela  composicion de s us pe ctinas ext aidasc on CDTA. La
disminucidén observada e nlos valores de acidos urdnicosy azucar es totales
encontrados entre los testigos ylasdosis 1 y2 mencionados, muestran una
reduccion en el contenido de p ectinas solubles en CDTA de la pared celular. Por
otra parte, el analisis quimico de Fibra Detergente Neutro indicé una disminucion
en el % FDN en las plantas estudiadas. Esta disminucion en el contenido de FDN
podria deberse a una disminucion en el contenido de hemicelulosa, celulosa y/o
ligninao auninc rementoenlas fraccion es solubles q ue ¢ orresponden al
contenido celular o a pectinas.

Deberia profundizarse en el estudio de la composicion de estas par edes
celulares ya que u n menor contenido de FDN mejoraria el consumo voluntario,
pero un contenido de 4cidos urdnicos inferior evidenciaria una menor presencia de
pectinas; y un menor contenido d e aziicares totales pod ria relacion arse con un
aumento en co mponentes de la pared de menor digestibilidad po tencial p ara
vacunos en pastoreo. Seria interesante realizar otras d eterminaciones quim icas
como el % de Fibra Detergente Acido y de lignina para saber si varia el contenido
de hemicelulosa, celulosa y/o lignina. Por otra parte, una profundizacioén en las
extracciones realizadas sobre la p ared utilizando c arbonato de so dio, permitiria
extraer las pectinas un idas p or enlaces covalentes ( no i6ni cos) qu e podrian
explicar esta variacion si esta fraccion fuera significativa.
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ANEXOS

Resultados determinacion de azucares totales y acidos urénicos

Tallos de
Lotus tenuis | % Azucares % Acidos
tolerante a totales Urdnicos
salinidad

CDTASI-TT | 51,2+0,37 | 42,6+0,69
CDTAS1-D1 | 42,5+0,68 | 32,9+1,92
CDTAS1-D2 | 45,5+1,59 | 30,8+1,32
CDTAS2-TT | 41,1+2,19 | 31,7+4,98
CDTAS2-D1 | 27,8+3,18 | 15,0%+1,68
CDTAS2-D2 | 30,0£0,57 | 25,6+0,47

Tabla 1: Contenido de azucares totales (%) y de acidos urdnicos (%) de tallos de Lotus
tenuis resistente a salinidad.

Analisis Estadistico Fibra Detergente Neutro

Medidas resumen

Tratamiento Variable n Media D.E. cv Min Max
dosis 1 % FDN 3 48,51 0,83 1,72 47,77 49,41
dosis 2 % FDN 3 41,95 1,76 4,19 40,66 43,95
testigo % FDN 3 55,03 1,89 3,43 53,13 56,90

Tabla 2: Medidas resumen

Grafico de caja (Box plot)

Box plot
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Grdfico 4: Box plot
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Supuestos

A) Normalidad

Q-Q plot - Normalidad

1,584 n=9r=0,978 (RE_% FDN) °
0,791

0,001

-0,791

Cuantiles observados(RE_% FDN)

-1,58- 1 T T T T
-1,58 -0,79 0,00 0,79 1,58

Cuantiles de una Normal(-4,9343E-016,1,125)

Grdfico 5: Analisis de la Normalidad (Q-Q plot).
Shapiro-Wilks

Variable n Media D.E. W*  p(Unilateral D)

RE_% FDN 9 0,00 1,06 0,92 0,4931

Tabla 3: Estudio analitico de la Normalidad (test de Shapiro-Wilks).

B) Homocedasticidad

Gréfico de dispersion - Homocedasticidad
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Grdfico 6: Analisis de la Homocedasticidad (grafico de Dispersion).
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Prueba de Levene

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV
RABS % FDN 9 0,22 0,00 70,94

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I111)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 0,98 2 0,49 0,86 0,4710
Tratamiento 0,98 2 0,49 0,86 0,4710
Error 3,44 6 0,57
Total 4,42 8

Tabla 4: Estudio analitico de la Homocedasticidad (Prueba de Levene).

ANOVA

Analisis de la varianza

Variable N R2 R2 Aj CV

% FDN 9 0,95 0,93 3,23

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo I11)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 256,63 2 128,32 52,46 0,0002
Tratamiento 256,63 2 128,32 52,46 0,0002
Error 14,68 6 2,45

Total 271,31 8

Test:Tukey Alfa=0,05 DMS=3,91814
Error: 2,4460 gl: 6

Tratamiento Medias n E.E.

testigo 55,03 3 0,90 A

dosis 1 48,51 3 0,90 B

dosis 2 41,95 3 0,90 C

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0,05)}

Tabla 5: Estudio analitico de la varianza entre tratamientos (test de Tukey).

Preparacion de sustrato

La mezcla de tierra se prepard con 2 macetas llenas de perlita (2,56 litros
cada maceta) y una bolsa de 25dm? del compost organico (Bertinat, Bella Vista,
Buenos Aires, Argentina). El compost presenta las siguientes caracteristicas:

- Materia Organica: 20-25%
- Ph:5-5,5

- Relacion C/N: 19,8

- Cenizas: 20-25%

- Humedad: 45-50%



