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Resumen

Los objetivos de este trabajo fueron: i) determinar el efecto de la salinidad y la
alcalinidad sobre la germinacién final y el tiempo al 50% de germinacion (Tsg) de 4
cultivares de C. gayana y ii) estudiar las respuestas de plantas de C. gayana cv.
Finecut a la salinidad y alcalinidad. Las semillas se incubaron durante 21 dias en
soluciones que contenian (mM) 0, 100 y 200 de NaCl combinadas con dos niveles de
pH: 5,8 y 9,5. Las plantas se cultivaron en soluciones nutritivas que contenian (mM)
0 y 200 de NaCl y dos niveles de pH: 5,8 y 8,5. La combinacion 0 mM de NaCl-
pH=5,8 se consider6 el control en ambos experimentos. La germinacion final y el Ts
de todos los cultivares mostraron valores similares a los del control con 100 mM de
NaCl y pH 9,5. Todos los cultivares cuadriplicaron el Tso en 200 mM de NaCl
respecto del control, excepto Tolgar que sélo lo duplico. En las mismas condiciones,
el incremento del pH de 5,8 a 9,5 increment6 atin mas el Tsy de los cultivares Finecut,
Tolgar y Katambora. El cultivo de plantas de C. gayana en una solucion nutritiva con
200 mM de NaCl indujo la disminucion del peso seco del vastago (29 %) y la raiz
(49%), del contenido relativo de agua (6%), del contenido de K"y Ca®" y de la
relacion [K'] / [Na'] y el aumento de la relacién V/R y del contenido de Na* y CI', en
relacion a los valores de las plantas control. En cambio, el incremento del pH de 5,8 a
8,5 solamente indujo el aumento de la MFE (24%) y del contenido de Na" del vastago
de las plantas cultivadas en las soluciones sin agregado de NaCl. En conclusion, para
condiciones similares a las existentes en las zonas marginales de la Cuenca del Salado
(10 dSm™ y pH > 8,5), todos los cultivares de C. gayana evaluados mostraron
porcentajes de germinacion similares al control. La alcalinidad tuvo poco efecto sobre
el crecimiento de las plantas de C. gayana cv. Finecut, ya sea en ausencia o presencia
de NaCl en la solucion nutritiva (0 y 200 mM, respectivamente). Por lo tanto, desde
el punto de vista de la tolerancia a la alcalinidad, C. gayana podria mostrar un nivel
de crecimiento adecuado en los suelos salino/alcalinos de la Cuenca del Salado.
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1 INTRODUCCION

Segin la Fao/Unesco se estima que la superficie global afectada por la
salinidad y la alcalinidad supera las 900 millones de hectareas (Wicke et al., 2011).
Para el afio 2050, se calcula que la produccion de alimentos a nivel mundial debera
crecer un 57% para abastecer al mundo. Esto introducird en el contexto agropecuario
un intenso debate por la cantidad de superficie cultivable, al mismo tiempo que la
necesidad de un mejor aprovechamiento de los suelos que hoy sufren algun tipo de
degradacion, ya sea por salinidad/sodicidad y/o por erosion (Mahjoory, 2011).
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Figura 1. Suelos afectados por salinidad a nivel global, discriminados por tipo y
severidad. Adaptado de Wicke et al., 2011.
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En Argentina, solamente en la provincia de Buenos Aires, 7 Millones de ha
(24% de la superficie de la provincia) estan ocupadas por suelos con problemas de
hidrohalomorfismo (Miaczynski, 1995). La gran mayoria de estos suelos se ubican en
la Cuenca del Salado, donde también existen condiciones de alcalinidad, y su
aprovechamiento algunas veces representa todo un desafio (Sanmartino, 2010). Esta
region se caracteriza por un relieve llano con pendiente menor a 0,5 % y con sistemas
fluviales poco desarrollados (Damario y Pascale, 1988). Dentro de los suelos que
predominan en esta cuenca se encuentran los Natracualfes y Natralcuoles tipicos, que
a nivel provincial totalizan un 4rea de mas de 4,7 millones de ha (aproximadamente
un 16% de la superficie total). Estos suelos poseen tipicamente un horizonte arcilloso,
baja permeabilidad y alto contenido de sales sodicas (Miaczynski, 1995). El régimen
hidrico regional se caracteriza por un déficit de lluvias en verano y un exceso durante
el invierno. Esto, sumado a una pendiente reducida, un desagiie insuficiente y al
caracter alcalino-sodico de los suelos (Crescimanno et al., 1995), determina que sea
frecuente la alternancia de anegamiento y sequia. Los suelos salinos suelen presentar
distintas combinaciones de sales. Los iones mas comunmente encontrados son el CI°
y los sulfatos de Na', Ca”" y Mg”". Las sales mencionadas se consideran neutras
debido a que no alcalinizan el suelo. Por el contrario, la presencia de carbonato y




bicarbonato de Na" causa un incremento del valor del pH de la solucién edafica.
“Suelos halomorficos” es el término general para referirse a los suelos formados bajo
condiciones de exceso de sales neutras o alcalinas. La sodicidad o alcalinizacion se
desarrolla cuando en la solucion del suelo existe una concentracion elevada de sales
sodicas, de tipo carbonato y bicarbonato de sodio, capaces de sufrir hidrélisis alcalina
(Etchevehere, 1976). La salinidad de la solucion del suelo se cuantifica en términos
de conductividad eléctrica o de potencial osmoético. Cuanto mas alta es la
concentracion salina, mayor es la conductividad y menor el potencial osmético. La
alcalinizacion del suelo se produce si el porcentaje de Na' intercambiable (PSI,
porcentaje de Na' respecto a los demds cationes adsorbidos) supera el 15 %
(Miaczynski, 1995). Si bien existen diversas clasificaciones de los suelos afectados
por sales, comunmente se acepta la siguiente clasificacion: a) suelo salino (pH < 8,2;
PSI<15,CE. >4 dSm'l), sin carbonatos en el extracto de la pasta del suelo saturado,
y b) suelo alcalino (pH > 8,2; PSI > 15, CE. variable, frecuentemente < 4 dSm'l), con
presencia de bicarbonato y carbonato de Na' en el extracto de la pasta del suelo
saturado (Villafafie, 2000). Ademas, la salinidad y la alcalinidad o sodicidad pueden
afectar a los suelos en diversas combinaciones y niveles de severidad (Wicke et al.,
2011, Figura 1 y Tabla 1).

Tabla 1. Caracterizacion de diferentes tipos de suelos afectados por la salinidad
y sus niveles de severidad (promedio para 1 m de profundidad del suelo)
(adaptado de Wicke et al., 2011).

Tipo de suelo . Nivel de severidad
) Indicador
salino Leve Moderado Alto Extremo
PSI (%) 15-20 | 20-30 30 - 40 > 40
Sédico .
CEe (dSm™) <4 <4 <4 <4
PSI (%) <15 <15 <15 <15
Salino "
CEe(dSm™) | 2-4 4-8 8-16 > 16
0 -
PSI (%) 15:20/4- | 15-20/>25 222350/
15-20/4- 16 20-30/ 16- 30-40/
Salino-sddico 8 30-40/4-8 25
CEe (dsm’) 30408 | 405048 | o0
-16 B 40-50/ >8
>50/ >4

El contenido de sales en los suelos, especialmente cloruro y sulfato de Na’,




afecta el crecimiento de las plantas y modifica sus caracteristicas morfo-anatomicas y
fisiologicas (Kalaji et al., 1993). Tales alteraciones se deben a efectos osméticos y a
desbalances i6nicos inducidos por la salinidad (Rodriguez Pérez, 2006; Munns et al.,
2008).

En los ultimos afos se incrementaron los estudios sobre los efectos de la
alcalinidad sobre la germinacion y el crecimiento de las plantas. La alcalinizacion y
estabilizacion del pH de la solucién nutritiva normalmente se ha logrado mediante el
agregado del tampon Tris(hidroximetil)aminometano (lo cual permite independizar
completamente el pH de la concentracion de sal) (Singh et al., 2002) o mediante la
combinacion de diferentes proporciones y concentraciones de bicarbonato y
carbonato de Na' (lo cual genera soluciones con distintos niveles de alcalinidad y
salinidad) (Liu et al., 2014). Estas investigaciones, usualmente realizadas con
especies poaceas o leguminosas, han mostrado que las sales alcalinas producen un
efecto més perjudicial que las sales neutras sobre la germinacion y el crecimiento de
especies tales como Medicago sativa, Triticum aestivum, Oriza sativa, Vicia faba L.,
Panicum virgatum, Chloris virgata, entre otras (Li et al., 2010, Guo et al., 2010,
Wang et al., 2011, Radi et al., 2012, Liu et al., 2014, Yang et al, 2008). En Panicum
virgatum (Liu et al., 2014) y Chloris virgata (Yang et al., 2008) se comprobd que las
sales alcalinas (NaHCO; y Na,COs3) producen un efecto mas negativo que las sales
neutras (NaCl y Na,SO,) sobre parametros tales como la germinacion, el area foliar y
la fotosintesis neta. Al igual que en Setaria viridis (Guo et al., 2011) las sales
alcalinas son mas perjudiciales que las sales neutras en el porcentaje de germinacion,
el crecimiento relativo y el contenido de agua, y modifican las actividades ionicas
dentro de la planta (disminuye el contenido de K™ y aumenta el de Na").

En condiciones de estrés por salinidad, el mantenimiento de la homeostasis de
los iones K"y Na" es de vital importancia para la célula vegetal. Muchas de las
enzimas presentes en el citosol dependen de este equilibrio para mantener el potencial
de membrana, muy importante para el transporte de iones (Bartels y Ramanjulu,
2005; Muuns, 2002). Un nivel elevado de Na' en el suelo limita el suministro de K a
las células de la raiz y, a nivel celular, afecta las funciones enzimaticas (Tester y
Davenport, 2003; Shi et al., 2003). Algunos de los mecanismos responsables de
mantener niveles bajos de Na' citoplasmatico son la compartimentalizacién en la
vacuola (Munns, 2002), la exclusion del Na' a nivel de la raiz, la discriminacion
eficiente entre Na" y K, entre otros (Rodriguez Pérez, 2006). Los transportadores de
alta afinidad de K" o HKT, presentes en la membrana celular, contribuyen a la
absorcion del ion Na' en suelos salinos y, en presencia de niveles elevados de Na',
estos transportadores podrian tener mas importancia en el transporte de Na' que de
K" (Rus et al., 2004; Maser et al., 2002; Fu y Luan, 1998)

El Ca®" es un ion importante para la osmoregulacion, asi como también




cumple funciones estructurales y funcionales, tanto en las membranas como en la
pared celular (Kopittke & Menzies, 2005, Grattan and Grieve, 1999). La absorcion de
Ca®" desde la solucion del suelo disminuye en condiciones de salinidad debido a
interacciones idnicas, precipitacion e incremento de iones que disminuyen la
actividad del Ca®" (Grattan and Grieve, 1999).

La masa foliar especifica, expresada generalmente en g cm?, determina la
cantidad de biomasa por unidad de area foliar. A nivel de la hoja, junto con el
contenido de clorofila determinan la capacidad de intercepcion de la luz. El contenido
relativo de agua expresa la cantidad de agua que contiene un tejido vegetal en
relacion al contenido maximo posible para ese tejido (Taiz y Zeiger, 2006). Debido a
que la salinidad en primera instancia induce un estrés osmdtico, la respuesta de la
masa foliar especifica y del contenido relativo de agua, es cualitativamente la misma
que la inducida en condiciones de estrés hidrico (Taiz y Zeiger, 2006; Munns, 2002).
En diferentes especies del género Brachiaria (Trin.) se observo que el estrés hidrico
normalmente induce una disminuciéon del contenido de agua y de la masa foliar
(Guenni et al., 2006). Entre otros factores ambientales que también afectan la MFE se
encuentran la irradiancia, la temperatura y la disponibilidad de nutrientes (Munns,
2002). La disminucién del contenido relativo de agua de 100 % a 90 % estad
relacionada con la reduccion de la expansion celular y el cierre del poro estomatico
de la hoja, mientras que contenidos entre 90 % y 80 % estan relacionados con
modificaciones en la composicion de los tejidos y algunas alteraciones en las tasas
relativas de fotosintesis y respiracion (Gonzélez y Gonzalez-Vilar, 2001; Soares-
Cordeiro et al., 2009).

Chloris gayana Kunth. es una forrajera originaria del este de Africa, alogama,
perenne, la cual posee muchos ecotipos naturales que difieren en gran medida entre si
respecto a un rango de caracteristicas morfologicas, agronomicas y de calidad
nutricional. Esta especie, ampliamente cultivada en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo, se implanta facilmente, produce gran nimero de semillas y
resiste condiciones de sequia y salinidad (Boonman, 1993). Sin embargo, en un
estudio que compara C. gayana con Cynodon dactylon, Leptochloa fusca, Distichlis
spicata, Paspalum vaginatum y Medicago sativa, la clasifica como tolerante a
condiciones de salinidad intermedia (Pasternak et al., 1993). En Argentina, C. gayana
se introdujo inicialmente en Tucuman y actualmente presenta una amplia distribucién
en el pais debido a su gran adaptacion, tanto a climas subtropicales como climas
templados, sean éstos semidridos o subhumedos (Martin, 2010).

Los cultivares de C. gayana se clasifican en dos grandes grupos: diploides y
tetraploides (Boonman, 1993). Los cultivares Finecut, Katambora (Loch y Harvey,
1999) y Tolgar son diploides, y el cultivar Toro es tetraploide (Ribotta et al. 2013). El
cultivar Finecut, desarrollado a partir del cv. Katambora, se destaca por presentar




tolerancia a la salinidad y al anegamiento, por lo que su implantacién en ambientes
con problemas de hidrohalomorfismo (como es el caso de la Cuenca del Salado)
permitiria aumentar considerablemente la productividad de los mismos (Bertello,
2010). Taleisnik et al. (1997) encontraron una amplia variabilidad en las respuestas a
la salinidad en funciéon de los cultivares de C. gayana, asi como también en las
productividades de cultivares tetraploides. Las reducciones en los rendimientos de
estos cultivares bajo un estrés por salinidad se explican por disminuciones de la
germinacion y del peso seco del tallo y la raiz, y un aumento de la relacion
vastago/raiz (Céccoli et al., 2011). También se ha informado un mayor ntimero de
hojas senescentes, menor area foliar y menos estolones por planta (De Luca et al.,
2001).

Los niveles de incremento del Na' y disminucion del K™ en los tejidos
vegetales en respuesta a la salinidad dependen del genotipo. La presencia de NaCl en
la solucion del suelo en contacto con las raices induce un incremento del contenido de
Na" y una disminucién del contenido de K™ en hojas y raices, lo cual se traduce en
una disminucién de la relacion [K'] / [Na'], en comparaciéon con las plantas
cultivadas en ausencia de NaCl. La relacién [K'] / [Na'] de las hojas frecuentemente
se ha asociado con la tolerancia relativa a la salinidad en genotipos emparentados. Sin
embargo, especies o genotipos diferentes muestran distintos grados de asociacion
entre la tolerancia a la salinidad y la capacidad de mantener un nivel foliar de Na"
relativamente bajo (Munns y Tester, 2008). La relacion [K'] / [Na'] encontrada en C.
gayana esta dentro de las observadas en monocotiledoneas halofitas (Céccoli et al.,
2011).

Si bien existen numerosos estudios sobre los efectos de la salinidad en la
germinacion y el crecimiento de las plantas, los estudios sobre los efectos de la
alcalinidad son mucho mas limitados, lo cual podria explicarse por las dificultades
practicas que representa mantener valores altos de pH en el medio en contacto con las
raices (Singh et al., 2002).

Hasta hoy, la mayoria de los estudios para examinar los efectos de la salinidad
sobre la germinacion de las semillas y el crecimiento vegetativo de C. gayana se llevo
a cabo con sales individuales neutras (especialmente NaCl) (Keiffer y Ungar, 1997,
Khan et al., 2000; Taleisnik et al., 1997). Por lo tanto, hay poca informacion sobre el
efecto de la alcalinidad sobre la germinacion de las semillas y el crecimiento y
desarrollo de plantas de C. gayana. Evaluar la respuesta de C. gayana a condiciones
de salinidad y alcalinidad en los estadios de germinacion y crecimiento vegetativo
temprano aportaria informacion util para discriminar genotipos potencialmente ttiles
como fuente de forrajes para la region.




2 OBJETIVOS

Objetivo_general: Estudiar los efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre la
germinacion y el crecimiento vegetativo temprano de Chloris gayana Kunth.

Objetivos especificos:

I. Determinar el porcentaje de germinacion final y el tiempo hasta el
50% de germinacion (Tso) de semillas de diferentes cultivares de Chloris gayana
Kunth. en condiciones de salinidad y alcalinidad.

II. Evaluar los efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre el
crecimiento, el desarrollo, el contenido relativo de agua, el contenido de cationes
(K", Na" y Ca®") y del ani6n CI” de plantas de Chloris gayana Kunth. cv. Finecut
cultivadas bajo condiciones controladas.

3 MATERIALESY METODOS

3.1 Material Vegetal

En los dos experimentos realizados se utilizd6 semilla comercial de C.
gayana, la cual estd compuesta por unidades de dispersion que comprenden el
cariopse encerrado en (de adentro hacia afuera) las glumelas, las glumas y una
cubierta agregada por la empresa que la comercializa. De aqui en adelante las
unidades de dispersion se denominaran semillas.

Chloris gayana cv. Finecut C. gayana cv. Katambora C. gayana cv. Toro C. gayana cv. Tolgar

Figura 2. Semillas de los cultivares de C. gayana utilizados en los experimentos.

Las semillas del cv. Finecut se obtuvieron de la empresa “Oscar Peman &




Asociados S.A.” cosecha del afio 2009, mientras que las de los cvs. Katambora,
Tolgar y Toro se obtuvieron de la compafiia “Premium Seeds-Agri & Turf Solutions”
de cosecha 2011 (Figura 2). Las semillas se conservaron en bolsas de polietileno en
heladera a 4°C hasta su utilizacion.

Para evaluar los efectos de la salinidad y alcalinidad sobre la germinacion de
C. gayana (objetivo 1) se utilizaron semillas de tres cultivares diploides (Katambora,
Finecut, Tolgar) y uno tetraploide (Toro) de C. gayana. La evaluacion de los efectos
de la salinidad y la alcalinidad sobre el crecimiento y desarrollo de C. gayana
(objetivo 2) se realizd en plantas del cv. Finecut.

3.2 Germinacion de C. gayana en condiciones de alcalinidad y
salinidad

3.2.1 Peso de las semillas

Para determinar el peso de las semillas se pesaron 6 repeticiones de 100
semillas de cada cultivar. Los valores obtenidos se multiplicaron por el factor 10 para
lograr el peso de mil semillas (P1000).

3.2.2 Viabilidad de las semillas y efecto del buffer Tris 10 mM sobre
la germinacion final.

Semillas de los cuatro cultivares de C. gayana se incubaron en una cdmara de
cultivo durante 10 dias bajo un fotoperiodo de 12 h. Las semillas (0,1 g por caja para
todos los cultivares y 6 repeticiones por tratamiento) se hidrataron con 2 ml de agua
destilada (Control) o solucion 10 mM del buffer Tris(hidroximetil)aminometano
(Tris). El pH del agua y la solucion 10 mM de Tris se ajusto a 5,8 utilizando HNOs o
KOH. Diariamente se registraron las semillas germinadas, las temperaturas (media +
EEM, en °C) méxima (25,7 + 0,26) y minima (24,3 + 0.23), y cada 48 h se
reemplazaron tanto la solucion de Tris como el agua.

Las semillas germinadas (aquellas que mostraban una radicula > 2 mm
longitud) se contaron y descartaron diariamente hasta los 10 dias después de la
siembra (DDS). Con el fin de evaluar el nivel de dormicion (semillas viables no
germinadas), se determind la viabilidad de las semillas incubadas en agua que no
habian germinado al final del experimento. Para esto se utilizé cloruro de 2,3,5-
trifeniltetrazolio al 1% en solucidn buffer. El buffer fosfato utilizado para disolver la




sal de tetrazolio fue constituido a partir de la mezcla en proporcion 2:3 de dos
soluciones que llamamos A y B. La solucién A, una dilucién de 9,078 g de KH,PO4
en 1000 ml de agua destilada, y la solucion B una dilucion de 11,876 g de Na,HPOy4
en 1000ml de agua destilada. Las mismas se mezclaron segin las proporciones
mencionadas anteriormente y luego a 100 ml de solucion buffer se le agrego 1g de sal
de tetrazolio para obtener la solucion al 1% (Peretti, 1994; ISTA, 2007). Las semillas
sin germinar de cada cultivar se enjuagaron 3 veces con agua destilada y se colocaron
en cajas de Petri limpias con doble papel de filtro. Luego se separaron las semillas
vanas de las que poseian cariopse desarrollado. Las ultimas se incubaron en agua
destilada bajo las mismas condiciones de temperatura y fotoperiodo durante otros 7
dias. Luego se retir6 el exceso de agua de las cajas, se agregaron 5 ml de solucion de
tetrazolio por caja de Petri y se incubaron 4 horas a 30°C. Luego se clasificaron como
semillas viables o no viables tomando como criterio positivo que % partes del
embrion estuviera tefiido de rojo. La viabilidad final se determin6 mediante la suma
de las semillas germinadas y remanentes viables.

3.2.3 Efecto de la salinidad y la alcalinidad

Para determinar los efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre diferentes
cultivares de C. gayana se utilizé un diseno factorial completamente aleatorizado
(DCA) de 3 niveles de NaCl (0, 100 y 200 mM), dos niveles de pH (5,8 y 9,5) y 4
cultivares (Finecut, Katambora, Tolgar y Toro) con seis repeticiones. El tratamiento 0
mM de NaCl y pH 5,8 se considero el control. Las semillas se colocaron sobre dos
discos de papel de filtro en cajas de Petri y se embebieron con 5 ml del tratamiento
correspondiente (Tabla 2). El pH se ajustd con soluciones de HNO3; 0 KOH.

Tabla 2. Contenido de NaCl, de Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) y pH en
las soluciones de imbibicién.

NacCl NaCl | Tris
Tratamientos (mM) | (@LY| (mMm) pH
NaCl 0 - pH=5,8 (Control) 0 0 10 5,8
NaCl 0 - pH=9,5 0 0 10 9,5
NaCl 100 - pH=5,8 100 5,85 10 5,8
NaCl 100 - pH=9,5 100 5,85 10 9,5
NaCl 200 - pH=5,8 200 11,7 10 5.8
NaCl 200 - pH=9,5 200 11,7 10 9,5




Durante el transcurso del experimento (21 dias desde el comienzo de la
imbibicion), las semillas se mantuvieron bajo un fotoperiodo de 12 h y temperaturas
maxima (a la luz) y minima (en oscuridad), al nivel de las cajas de Petri, de 26,6 °C +
0,24 y 24,2 °C + 0,23, respectivamente.

Las soluciones de imbibicion se reemplazaron por solucion fresca a las 24 h
del comienzo de la imbibicién y luego cada 48 h. Las cajas de Petri se cubrieron con
polietileno trasparente para evitar la evaporacion. Diariamente se contaron y
extrajeron las semillas germinadas (aquellas que mostraban una radicula >2 mm de
longitud).

3.2.3.1 Porcentaje de germinacion final

El porcentaje de germinacion final se calculo el dia 21 después del comienzo
de la imbibicion mediante la siguiente féormula:

Porcentaje de germinacion final = (NSGT;/ NSGA;) x 100
Donde,
NSGT; = Numero de semillas del cultivar i germinadas en un tratamiento
NSGA; = Numero de semillas del cultivar i germinadas en el control

3.2.3.2 Tiempo hasta el 50% de germinacion (Tx)

Para determinar el Tsy de cada cultivar se utilizé el modelo de regresion no
lineal. Este modelo estadistico trabaja con curvas de tipo sigmoideas. Debido a que la
germinacion no fue lineal para cada tratamiento, se consider6 que este modelo tendria
un ajuste mas preciso. Dentro de los modelos posibles en el programa estadistico
Infostat, se utiliz6 el de Gompertz.

El modelo utilizado en esta funcion fue:

Modelo Germinacion = a *exp(-p *exp(-y*Dia))

Para determinar el Tsy de la poblacion se utilizaron los datos de salida (a, 3, y
v) de cada repeticion y se aplicé la siguiente ecuacion:




Tiempo medio de germinacion (Tso) = +((In(B) — In(In(a/50) ))/y

Donde, Ts es el tiempo (en dias) de germinacion en el que germinaron el 50%
de las semillas de C. gayana en cada tratamiento.

3.2.4 Cultivo de plantas de C. gayana cv. Finecut en condiciones
controladas

3.2.4.1 Preparacion del sustrato

El sustrato, mezcla de perlita-vermiculita (3:1), se lavd con agua corriente
durante 30 minutos, se traté con 15 mM de Ca(NOs), durante 2 horas, se enjuagd 2

veces con agua destilada y se sumergi6 durante otras 2 horas en la solucion nutritiva
basica (Tabla 3) al 10%.

Tabla 3. Concentracion de sales de la solucidén nutritiva basica (adaptada de la
solucién nutritiva N6, Chu et al., 1978).

Macronutrientes mg L™ mM
MgSO,4 7H,0 185 0,751
KH,PO, 400 3,476
KNO; 707,5 6,997
(NO;3),Ca 4H,0 1000 4,234
(NH,),SO4 463 3,505
Micronutrientes

H3BOs; 1,6 0,02
MnSO4 H,0O 33 0,02
/nS0, 7H,O 1,5 0,02

KI 0,8 0,02
FeSO4 7TH,0 27,8 0,1
Na,EDTA 37,3 0,1
Na,MoO, 2H,0 0,1 4,1x 10"
CuS0,4 5H,0 0,1 4,0x 10™
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CLCa 2H,0 20 0,136
Sodio
Na,HPO, 70,98 0,5

3.2.4.2 Obtencién de las plantulas y condiciones de cultivo

Previo a la siembra, las semillas de C. gayana cv. Finecut se sumergieron en
una soluciéon que contenia 2 mmol L' de KCI y 1 mmol L' de CaCl, y se
mantuvieron sobre un agitador orbital durante 4 horas. Luego se enjuagaron dos veces
con agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente.

Las semillas se sembraron en macetas de plastico de 1 L de volumen rellenas
con sustrato. Las macetas se cubrieron con polietileno negro y se mantuvieron en
oscuridad a una temperatura de 24 °C £ 1 °C durante 4 dias. Desde los 5 dias después
de la siembra (DDS) hasta los 30 DDS (finalizacion del experimento) las plantas se
mantuvieron bajo un fotoperiodo de 16 h con una densidad de flujo fotdnico
fotosintético (DFFF) de 300 pmol m? s al nivel superior de las plantas, un promedio
de temperaturas (media + EEM en °C) maxima y minima de 28,7 = 1,4 y 21,5 £ 0,32,
respectivamente, y la humedad relativa se mantuvo entre el 70 % y 80 % (Figura 3).
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Figura 3. Plantas de C. gayana cv. Finecut cultivadas en hidroponia, bajo 16 h de
fotoperiodo.

A los 5 DDS se realiz6 un raleo y otro a los 11 DDS. En el primer raleo se
dejaron en cada punto de siembra (4 puntos de siembra equidistantes por maceta) 2
plantas lo méas parejas posible en cuanto a altura y cantidad de hojas emergidas. En el
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segundo raleo se dejaron 4 plantas de 3 a 4 cm de altura por maceta, mas o menos
equidistantes.

3.2.4.3 Tratamientos y condiciones de cultivo

A los 13 DDS, las plantas con al menos dos hojas emergidas se pasaron a la
solucion de crecimiento (Tabla 4) y se comenzaron a aplicar los tratamientos. El
disefio experimental consistio en un factorial completamente aleatorizado (DCA) de
dos niveles de NaCl (0 y 200 mM) y 2 niveles de pH (5,8 y 8.,5), con seis
repeticiones. La solucion 0 mM de NaCl y pH = 5,8 se consider6 el control. La
concentracion final de NaCl se alcanzo en cuatro etapas (50 mM, 100 mM, 150 mM y
200 mM los dias 13, 15, 17 y 19 DDS, respectivamente).

Tabla 4. Concentracion de macro y micronutrientes de la solucion nutritiva
bésica de crecimiento (adaptada de la solucion nutritiva N6, Chu et al.,

1978).
Macronutrientes mg L' mM P.M (g)
N (Nitrato de potasio) 100,22 7,15 14,01
N (Nitrato de calcio) 118,63 8,47 14,01
N (Amonio) 98,22 7,01 14,01
P 91,15 2,94 30,97
S 48,1 1,50 32,066
K 297,36 7,61 39,09
Mg 18,25 0,75 24,30
Ca (del CaCl) 5,44 0,14 40,08
Ca (del Ca(NO3), 169,68 4,23 40,08
Micronutrientes
ClI (del ClCa) 9,66 0,24 40,08
Cl (del ClCocH»0) 0,0075 0,0002 40,08
Fe 5,6 0,10 55,85
B 0,28 0,03 10,81
Mn 1,07 0,02 54,94
Zn 0,34 0,01 65,39
I 0,612 0,00 126,90
Cu 0,025 0,00 63,55
Mo 0,02 0,00 95,94
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Na (del NaEDTA) 4,6 0,20 22,99
Na (del Na,HPOy) 22,99 1,00 22,99

La solucion de crecimiento control (Tabla 5) estaba compuesta por la solucion
nutritiva basica (N6 modificada, tablas 3 y 4) pero con la concentracion de los
macronutrientes reducida al 25 %, los micronutrientes al 50 % (excepto el Fe que se
mantuvo al 100%) y 5 mM de Tris. La concentracién de Na" en el tratamiento control
fue de 1,2 mmol L' debido al agregado de 0,5 mmol L de Na,HPO, y a la presencia
de 0,1 mmol L de Na,EDTA en la solucién nutritiva. El Na,HPO, se agreg6 para
cubrir los requerimientos minimos de Na' de las plantas, ya que C. gayana es una
especie con metabolismo fotosintético C4, en la cual el Na' cumple una funcion
metabolica critica. El pH se ajustd a 5,8 con soluciones de HNO; o KOH. La
salinidad de los tratamientos se obtuvo mediante el agregado de NaCl. En todos los
tratamientos se mantuvo la concentracion 10 mM de Tris desde el comienzo del
experimento hasta la cosecha. Las plantas se pulverizaron diariamente con FeSO,4 (0,2
%) y ZnSO4 (0,1 %) para evitar deficiencias de estos nutrientes. El recambio de
solucion se realizd cada 3 o 4 dias. El pH de las soluciones se ajustd con KNO; o
KOH en el momento de la preparacion de las mismas. Para evaluar si la presencia de
10 mmol L' de Tris en la solucién de cultivo afecté las plantas, un grupo de plantas
se mantuvo en la solucion nutritiva de crecimiento sin Tris y con un pH 5,8 (Tabla 5).

Tabla 5. Contenido de NaCl, pH y conductividad de los tratamientos aplicados a
plantas de C. gayana cv. Finecut.

. Conductividad
Tratamiento NaCl (mM) pH (ds m™)
Control sin Tris 1,20 5,8 £0,05 0,83 £0,10
Control 1,20 5.8 +£0,05 1,15+ 0,10
Alcalinidad 1,20 8,5+0,20 0,80 £ 0,05
Salinidad 200,00 5,8+ 0,05 10,30 £ 0,30
Alcalinidad + Salinidad 200,00 8,5+0,20 10,10 + 0,90

3.3 Determinaciones

3.3.1 Cuantificacion del peso seco y relacion vastago-raiz (V/R)

A los 30 DDS, las plantas intactas se removieron de las macetas. Las raices se
lavaron para eliminar restos del sustrato, se separaron de los vastagos y se registré el
peso fresco (mg) de ambas partes. Posteriormente, las raices y los vastagos, por
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separado, se secaron en estufa a 70 °C hasta peso constante, para tomar el peso seco.
La relacion vastago/raiz, surgié del cociente de ambos valores.

3.3.2 Contenido Relativo de Agua (CRA) y Masa Foliar Especifica
(MFE)

El dia de la cosecha se cortaron 3 circulos de la quinta hoja (o de la ultima
hoja totalmente expandida) de cada planta, se tomd el peso fresco (Pf) y, a
continuacion, se sumergieron en agua destilada y se mantuvieron a 25°C y baja
intensidad de luz durante 6 horas, transcurridas las cuales se pesaron nuevamente para
determinar el peso turgente (Pt). Después se llevaron a estufa a 70°C hasta peso
constante para determinar el peso seco (Ps).Todas las unidades de peso se midieron
en mg. El contenido relativo de agua (CRA) medido en porcentaje se calculd
mediante la siguiente formula:

CRA = (Pf—Ps/Pt-Ps)x 100

Para calcular la masa foliar especifica (MFE) se cortaron 3 circulos (de
superficie conocida, medida en cm?) de la quinta hoja (o de la ultima hoja totalmente
expandida) y se llevaron a estufa a 70 °C hasta peso constante para determinar el peso
seco (Ps), medido en mg. La masa foliar especifica (MFE) se calcul6 mediante la
siguiente formula:

MFE = Masa Foliar / Superficie Foliar

3.3.3 Contenido de iones

Para la determinacién de las concentraciones ionicas (Na', K™ y Ca2+),
expresadas en mg g de peso seco, se digirieron 50 mg del material seco y molido
con 5 ml de HCl 0,1 N en un bafio térmico a 60 °C durante 2 horas. Luego de
enfriados a temperatura ambiente, los tubos se centrifugaron por 5 minutos a 10.000
rpm. El sobrenadante se recuperd en tubos Eppendorf y se mantuvo refrigerado en
heladera hasta el momento de la determinacion. Las concentraciones de Na™ y K se
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determinaron en un fotémetro de llama (Metrolab 315) y las de Ca’" en un
espectrofotometro de absorcion atomica (marca Metrolab, modelo AA250). Los
valores obtenidos se interpolaron en curvas de calibracion, correspondientes a cada
elemento.

Para la extraccion de los cloruros (CI') se agregaron 100 mg de materia seca y
molida, 1 ml de peroxido de hidrogeno 30% (100 volimenes), 1 ml de HNO;
concentrado y una gota de alcohol isoamilico en tubos pirex con tapa a rosca. La
mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 15 minutos, luego cada muestra se
diluy6 con agua destilada hasta alcanzar un volumen de 10 ml y se centrifugd durante
10 minutos a 10.000 rpm. El sobrenadante se recuperé en tubos de pléstico y se
mantuvo a -16°C hasta el momento de la medicion.

Una alicuota de 1 ml de cada muestra se analizd colorimétricamente por el
método del tiocianato de mercurio (II). En este método, un complejo del tiocianato
férrico rojo-amarillento se forma cuando los iones cloruro son secuestrados por los
iones mercurio del tiocianato de mercurio en presencia de nitrato férrico en exceso. El
color se midi6 mediante un espectrofotometro a una longitud de onda de 480 nm y los
valores obtenidos se interpolaron en una curva de calibracion. Todo el material de
vidrio utilizado para la preparacion de las muestras y las soluciones estandares se lavo
previamente con acido nitrico al 10% y se enjuagd con agua destilada.

3.4 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron con el programa estadistico InfoStat (DiRenzo et
al., 2008). Los resultados se analizaron mediante el analisis de la varianza (ANVA) y
cuando éste mostrd diferencias significativas las medias se separaron mediante la
prueba de LSD Fisher (p < 0,05).

4 RESULTADOS

4.1 Germinacion de C. gayana en condiciones de alcalinidad y
salinidad.

4.1.1 Peso de las semillas

Las semillas del cv. Finecut fueron las mas livianas, las del cv. Toro fueron
las mas pesadas y los cultivares Katambora y Tolgar mostraron pesos intermedios
(Tabla 6).
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Tabla 6. Peso de 1000 semillas de diferentes cultivares de C. gayana. Media *

EEM.
Cultivar |Peso de 1000 semillas (g)
Finecut 0,55+0,02 a
Katambora 1,06 0,05 b
Tolgar 1,24 £0,04 ¢
Toro 1,69+0,05 d

4.1.2 Viabilidad de las semillas y efecto de 10 mM de Tris sobre la
germinacion final.

Todos los cultivares evaluados mostraron 100 % de germinacion de las
semillas viables incubadas en agua, lo cual indica que las semillas no presentaban
dormicién al momento de comenzar los experimentos.

La presencia de 10 mM de buffer Tris no afectd la germinacion de las semillas
de los cultivares de C. gayana evaluados, con respecto a la de las semillas de cada
cultivar incubadas en agua (Figura 4).
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Figura 4. Efecto del buffer Tris sobre la germinacién de diferentes cultivares de
C. gayana. Barras £+ EEM.

4.1.3 Efectos de la salinidad y la alcalinidad

4.1.3.1 Porcentaje de germinacion final

Dos de los tres factores principales, el cultivar (p = 0,0084) y la salinidad (p <
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0,0001) produjeron diferencias significativas en el porcentaje de germinacion final
(figuras 5 y 6). La interaccion entre los factores analizados no fue significativa (p =
0,0903).

Los porcentajes de germinacion de los cvs. Katambora y Toro superaron al del
cv. Finecut, y el cv. Tolgar mostré valores intermedios (Figura 5).
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Figura 5. Efecto del cultivar (Katambora, Toro, Tolgar y Finecut) sobre el
porcentaje final de germinacion C. gayana. Barras = EEM.

Los porcentajes de germinacion final de las semillas incubadas en soluciones
que contenian 0 y 100 mM de NaCl no se diferenciaron estadisticamente. En cambio,
las semillas incubadas en 200 mM de NaCl germinaron un 34,3% menos que las
incubadas en la solucién control (Figuras 6).
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Figura 6. Efectos del contenido de 0, 100 y 200 mM de NaCl sobre el porcentaje
de germinacion de diferentes cultivares de C. gayana. Barras + EEM.
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4.1.3.2 Tiempo hasta el 50% de germinacion (Ts)
Los tres factores evaluados, cultivar (p = 0,006), salinidad (p < 0,0001) y pH (p
< 0,0001) afectaron significativamente el Tsp; y la interaccion entre los factores fue
significativa (p = 0,0001).
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Figura 7. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl (0, 100 y 200 mM) y
pHs (5,8 y 9,5) sobre la evolucién diaria de la germinacion de
diferentes cultivares de C. gayana cv. Finecut (A), Toro (B), Tolgar
(C) y Katambora (D). Media £ EEM.

Las semillas de todos los cultivares evaluados incubadas en soluciones con
100 mM y pH 5,8 6 sin el agregado de NaCl y pH 9,5 mostraron valores del Ts
similares a las incubadas en la solucion control (0 mM de NaCl-pH 5,8) (Figuras 7 y
8). Los valores de Tso no difirieron entre los cultivares evaluados en las condiciones
mencionadas arriba. En presencia de un nivel moderado de NaCl y pH alcalino (100
mM de NaCl-pH 9,5), los valores del Tsy tampoco difirieron entre los cultivares
evaluados. En el tratamiento mencionado, solamente el cv. Tolgar mostré un
incremento del Tsy con respecto al respectivo control (Figuras 7 y 8). Las semillas de
todos los cultivares incubadas en soluciones con salinidad elevada (200 mM de NaCl-
pH 5,8) mostraron un aumento del Tsy con respecto al control. En estas condiciones,
el incremento del Tsy con respecto al control fue menor para el cv. Tolgar (=3 veces),
que para los cvs. Finecut, Katambora y Toro (=4; 3,4 y 3,3 veces, respectivamente)
(Figuras 7 y 8). En presencia de una salinidad elevada (200 mM de NaCl), la
respuesta del Tso al incremento del pH de 5,8 a 9,5 difirid entre los cultivares
evaluados. El incremento del pH no produjo efectos en el cv. Toro pero incrementd
los valores de Tso 2,2; 1,7 y 2,4 veces en los cvs. Finecut, Katambora y Tolgar,
respectivamente (Figuras 7 y 8).

En condiciones de salinidad moderada y pH 9,5, (condiciones tipicas de los
suelos marginales de la Cuenca del Salado, provincia de Buenos Aires), los valores de
germinacion final no difirieron con los controles y los valores de Tsy no difirieron
entre los cultivares evaluados.

20



25 - All 25 - B
. 8
Finecut Toro
20 A 20 -
T 15 - 15 -
2 e
- 10 e 10 - e
cd
4 - abcd
5 b a ab:d abcd 5 abc abc 3
0 T - . . 0 T T .
0-58 09,5 100-5,8 100-9,5 200-5,8 200-9,5 058 0-9,5 100-5,8 100-9,5 200-5,8 200-9,5
Concentracion de NaCl (mM) y pH Concentracion de NaCl (mM) y pH
25 -+ E 25 + D
Tolgar Katambora
20 A 20 -
§ 15 1 f 15 - f
2
'_
10 1 10 - e
5 . bed d . | bed
a a2 ¥ abc abc 2f
0 T T T 0 i i i
0-58 09,5 100-5,8 100-9,5 200-5,8 200-9,5 0-58 09,5 100-5,8100-9,5200-5,8200-9,5
Concentracion de NaCl (mM) y pH Concentracion de NaCl (mM) y pH

Figura 8. Efectos de la concentracion de NaCl (0, 100 y 200 mM) y el pH
(5,8 y 9,5) sobre el tiempo al 50% de germinacion (Tso) de semillas de los
cultivares de C. gayana Finecut (A), Toro (B), Tolgar (C) y Katambora
(D). Barras £ EEM, letras diferentes indican diferencias significativas

entre tratamientos para cada cultivar.

4.2 Efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre plantas de C.
gayana cv. Finecut bajo condiciones controladas

4.2.1 Peso seco del vastago (PSV), peso seco de la raiz (PSR), y
relacion peso seco vastago-raiz (V/R)

La salinidad afectd6 negativamente el PSV y el PSR de las plantas de C.
gayana (p = 0,0001; p < 0,0001, respectivamente). La alcalinidad no afect6 el PSV (p
= 0,1115) ni el PSR (p = 0,3228). La interacciéon entre ambos factores no fue
significativa para el PSV (p = 0,1549) ni para el PSR (p = 0,0764). En presencia de
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200 mM de NaCl, el PSV y el PSR mostraron disminuciones del 29,26 % y 48,85 %,
respectivamente, con respecto al control (Tabla 7).

La salinidad y el pH afectaron significativamente la relacion V/R (p < 0,0001,
p = 0,0090, respectivamente). La interaccion entre ambos factores fue significativa (p
=0,0128). Bajo condiciones no salinas, la relacion V/R de las plantas cultivadas con
pH 8,5 no fue estadisticamente diferente al de las plantas control (3,31 £ 0,15 y 3,29
+ 0,15, respectivamente). En cambio, bajo condiciones salinas, la relacion V/R
aumentd mas con pH 5,8 que con pH 8,5 (43,50 % y 19,63 % con respecto al control,
respectivamente) (Tabla 7).

Tabla 7. Peso seco del vastago (PSV), raiz (PSR) y relacion V/R de plantas de C.
gayana cv. Finecut cultivadas en soluciones nutritivas con diferentes
concentraciones de NaCl (0 y 200 mM) y pHs (5,8 y 8,5). Media + EEM.

Cultivar NaCl (mM) | pH Peso Seco (mg)
PSV PSR V/R
Finecut 0 5,8 1417,50+31,90 | 138,59+ 14,89 | 3,31 +0,15a
8,51333,39+31,44 | 109,26 + 11,28 | 3,29+ 0,15 a
200 5,81267,94+£2372 | 59,19+598 |4,75+£0,16¢
8,51263,18+18,96 | 67,57+4,64 |3,96+0,15b
Significacion
NaCl kk ksk kK
pH NS NS x
pH*NaCl NS NS *x
(p<0,05)
NS: No significativo **: Significativo

4.2.2 Contenido relativo de agua (CRA), masa foliar especifica
(MFE)

El CRA de las plantas de C. gayana cultivadas en presencia de 200 mM de
NaCl disminuyo el 6,65 % con respecto al de las plantas control (p < 0,0001). El pH
no afectd el CRA (%) (p = 0,3336) y la interaccion entre la salinidad y el pH no fue
significativa (p = 0,5170) (Tabla 8).

El incremento del pH de 5,8 a 8,5 indujo un incremento del 24,2 % de la MFE
con respecto al control (p < 0,0001) (Tabla 8). La salinidad no afect6 la MFE (p =
0,2180) y la interaccion entre salinidad y pH no fue significativa para este factor (p =
0,0529)(Tabla 8).
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Tabla 8. Variacion del CRA y la MFE de plantas de C. gayana cv. Finecut
cultivadas en soluciones nutritivas con diferentes concentraciones de
NaCl (0y 200 mM) y pHs (5,8 y 8,5). Media + EEM.

Cultivar | NaCl |pH | CRA (%) | MEFE (mg cm®)
Finecut
0 mM 5,8 93,54 + 0,86 1,95+0,11
8,5 91,83 + 1,00 2,66 £ 0,06
200 mM 5,8 86,69 + 0,95 2,28 +0,07
8,5 86,35+ 1,30 2,59+0,10
Significacion
NaClI(S) ok NS
pH NS *x
pH*NaCl NS NS
(p: 0,05)
NS: No significativo **#: Significativo

4.2.3 Contenido de iones

4.2.3.1 Contenido de Na*

Ambos factores, la salinidad y el pH, afectaron el contenido de Na' del
vastago (p < 0,0001 y p = 0,0181, respectivamente). La interaccion entre los factores
no fue significativa (p = 0,5553) (Figura 9). La salinidad (200 mM de NaCl) indujo
un incremento de =5,2 veces el contenido de Na' del véstago, con respecto el control
y el incremento del pH lo redujo un 16,07 % (Figura 9).

El contenido de Na" de la raiz (mg Na" g Ps) aument6 casi seis veces (p <
0,0001) en presencia de 200 mM de NaCl, en relacion al control (media £ EEM en
mg g PS) (39,49 + 2,49 vs 7,27 + 2.61) (Figura 9), pero no vari6 por efecto del pH
(p = 0,7548). La interaccion entre salinidad y pH no fue significativa (p = 0,3536).
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Figura 9. Contenido de Na* del vastago y la raiz de plantas de plantas de C.
gayana cv. Finecut cultivadas en soluciones nutritivas con diferentes
concentraciones de NaCl (0 y 200 mM) y pHs (5,8 y 8,5). Barras + EEM.

4.2.3.2 Contenido de K*

La salinidad indujo la disminucién del contenido de K™ (mg K g™ Ps)
tanto del vastago como de la raiz (p < 0,0001 y p < 0,0001). La concentracién
de K" disminuy6 un 40% en el véastago (10,34 £ 0,45) y un 43% en la raiz
(14,94 + 1,23), con respecto a los controles (17,31+ 0,48 y 26 + 1,29,
respectivamente) (Figura 10).

El pH no afect6 el contenido de K™ del vastago (mg K™ g” Ps) (p =
0,9282) ni de la raiz (p = 0,5356). La interaccion entre salinidad y pH no fue
significativa para el contenido de K" del vastago (p = 0,4003) ni de la raiz (p =
0,3975).
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Figura 10. Contenido de K" en vastago y raiz de plantas de C. gayana cv. Finecut
cultivadas en soluciones nutritivas con diferentes concentraciones de
NaCl (0y 200 mM) y pHs (5,8 y 8,5). Barras + EEM.

4.2.3.3 Relacion [K']/ [Na']

Ambos factores, la salinidad y el pH, afectaron la relacion [K'] / [Na'] del
vastago (p < 0,0001 y p = 0,0099, respectivamente) y la interaccion entre factores fue
significativa (p = 0,0162). En 0 mM de NaCl y pH 8,5, la relacion [K'] / [Na']
aument6 un 155% con respecto al control, mientras que en 200 mM de NaCl_y ambos
pHs (5,8 y 8,5) los descensos fueron similares (87,31 y 85,14%) (Tabla 9).

La salinidad produjo una disminucion del 93,90% (Tabla 10) de la relacion
[K']/ [Na'] de la raiz (p < 0,0001) pero el pH no tuvo un efecto significativo (p =
0,06). La interaccion entre los factores no fue significativa (p = 0,0668).

Tabla 9. Variacion en la relacion [K*] / [Na'] en vastago y raiz de plantas de C.
gayana cv. Finecut cultivadas en soluciones nutritivas con diferentes
concentraciones de NaCl (0 y 200 mM) y pHs (5,8 y 8,5). Media + EEM.

Relacion [K*]/ [Na']

NaCl pH Viastago Raiz

0 mM 5,812,76+0,30 a|6,07+0,76 a
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8,51429+0,27 b |3,25+£0,70 a

200mM | 5,8 | 0,35+0,27 ¢ |0,24+0,70 b

8,51041+0,27 ¢|037+0,70 b

4.2.3.4 Contenido de Ca**

El contenido de Ca*" del vastago disminuyd =60% por efecto de la salinidad
(p <0,001), pero no vari6 por efecto del pH (p = 0,2390). La interaccion entre ambos
factores no fue significativa (p = 0,5651) (Figura 11).

El contenido de Ca*" de la raiz, no se modificé por efecto de la salinidad (p =
0,6907), ni el pH (p = 0,2598) (Figura 11).
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Figura 11. Variacion del contenido de Ca?* en vastago y raiz en de plantas de C.
gayana cv. Finecut cultivadas en soluciones nutritivas con diferentes
concentraciones de NaCl (0 y 200 mM) y pHs (5,8 y 8,5). Barras + EEM.

4.2.3.5 Relacion de los contenidos de Ca?* del vastago y la raiz

Ni la salinidad ni el pH modificaron la relacion entre los contenidos de Ca**

del véstago y la raiz (p = 0,0881 y p = 0,1105, respectivamente). La interaccion entre
salinidad y pH, no fue significativa (p = 0,0881).
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4.2.3.6 Contenido de CI

La salinidad y el pH afectaron el contenido de C1” del vastago (mg Cl" g Ps)
(p < 0,0001, p = 0,0083, respectivamente), y la interaccion entre ambos factores fue
significativa (p = 0,0137). Las plantas cultivadas en soluciones que contenian 200
mM de NaCl mostraron un contenido de Cl° del doble del control (Tabla 10).
Variaciones en el pH de 5,8 a 8,5 en presencia de 200 mM de NaCl, no modificaron
significativamente el contenido de CI' del véstago. En cambio, las plantas que
crecieron en soluciones sin el agregado de NaCl mostraron un valor intermedio
(incremento del 60%) del contenido de C1” por efecto del aumento del pH de 5,8 a 8,5
(Tabla 10).

El contenido de Cl de la raiz aumento casi 3 veces (8,13 £ 0,56) en presencia
de 200 mM de NaCl, con respecto al control (p<0,0001), pero no se modifico por
efecto del pH (p = 0,2990). La interaccion entre los factores no fue significativa (p =
0,1011) (Tabla 10).

4.2.3.7 Relacion de los contenidos de CI” del vastago y la raiz

La relacion entre el contenido de Cl™ del vastago y de la raiz no se modifico
por efecto de la salinidad (p = 0,1296), ni por la alcalinidad (p = 0,1693). En
promedio, dicha relacion fue de =1,45 (Tabla 11).

Tabla 10. Variaciones de los contenidos de CI” del el vastago, la raiz, y la relacién
de concentraciones entre el vastago y la raiz de plantas de C. gayana cv.
Finecut cultivadas en soluciones nutritivas con diferentes concentraciones
de NaCl (0 y 200 mM) y pHs (5,8 y 8,5). Media + EEM.

Tratamiento | Contenido de cloruros (mg Cl g Ps)
NaCl | pH Véstago Raiz V/R
0 5,8 | 3,20£0,42 a | 1,60+0,97 a | 3,01+0,76 a
8,5 |5,124¢0,31 b | 4,00+0,86 a | 0,97+0,68 a
200 | 5,8 | 6,54+0,32 ¢ | 8,42+0,79 b | 0,87+0,62 a
8,5 | 6,61£0,36 ¢ | 7,85£0,79 b | 0,96+0,62 a
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5 DISCUSION

La solucion edéfica de los suelos salino/alcalinos de la zona de la Cuenca del
Salado en general muestra valores muy altos de pH (9 a 9,5) y moderados de CE. (4 a
5 dS m™) (Myazinsky, 1995). Sin embargo, la concentracion de sales de la solucion
edafica por cambios en el estado hidrico, hace que los valores de conductividad sean
mayores a los medidos en el extracto saturado del suelo. Cuando las semillas de los
cultivares de C. gayana se expusieron a condiciones similares a las decriptas (pH 9,5
y 100 mM de NaCl), la germinacién final no difirid6 de la situacion control. Con
respecto al Tso, bajo las mismas condiciones, tres cultivares mostraron un
comportamiento similar al control, excepto Tolgar, cuyo Tsy aumentd 127% con
respecto al control.

En presencia de 200 mM de NaCl todos los cultivares cuadruplicaron sus
Tso con respecto al control, excepto Tolgar que sélo lo duplicéd. El incremento del pH
de las soluciones salinas increment6 atin més el Tsy de los cultivares Finecut, Tolgar
y Katambora (8,41d vs. 18,57d; 7,90d vs. 13,44d y 4,92d vs. 11,86d,
respectivamente), mientras que el cultivar Toro (8,89d vs. 8,32d) no mostrd
diferencias. En varias especies se ha demostrado que la alcalinidad (pH 8,5 - 10) de la
soluciéon de incubaciéon inhibe fuertemente la germinacion de las semillas. Por
ejemplo, la alcalinidad indujo disminuciones de la germinacion del 50% en trigo
(Yang et al., 2010), 70% en arroz (Wang et al., 2011), y la inhibicion total en alfalfa
(Li et al., 2010). En otros trabajos se ha informado que la velocidad de germinacion,
disminuye cuanto mayor es la salinidad (Debez et al., 2004; Taleisnik et al., 1997) y
la alcalinidad del medio (Derakshan y Herekhloo, 2013; Liu et al., 2014).

Las plantas de C. gayana en condiciones de salinidad (200 mM de NaCl)
mostraron disminuciones de los PSV y PSR del 29,3% y 48,8%, respectivamente, con
respecto al control. Céccoli et al. (2011) obtuvieron resultados similares en plantas de
C. gayana cv. Boma. Estos autores informaron que en presencia de 250 mM de NacCl,
los PSV y PSR disminuyeron 32,6% y 50% del control, respectivamente. Plantas de
Panicum antidotale Retz cultivadas en hidroponia bajo condiciones de salinidad (20
dS/m = 200mM de NaCl) mostraron disminuciones del PSV y del PSR del 65% y
58% con respecto al control, respectivamente (Rasul et al., 1994). La relacion de los
pesos secos del vastago y de la raiz (V/R) de C. gayana en condiciones de salinidad
(200 mM de NacCl), aument6 un 43% respecto al control, mientras que en condiciones
combinadas de salinidad con pH alcalino, el incremento fue solo del 20%. Céccoli et
al. (2011) determinaron que la disminucion de la relacion V/R de C.gayana podria
estar relacionado con un menor efecto de la salinidad sobre el mecanismo encargado
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del crecimiento del vastago en contraste con el responsable del crecimiento de la raiz.
En presencia de 250 mM de NaCl las relaciones V/R de C. gayana cv. Boma (Céccoli
et al. 2011) y Panicum antidotale Retz (Rasul et al., 1994) aumentaron en un 32% y
30%, respectivamente, con respecto al control. Las diferencias encontradas en la
relacion V/R de C. gayana entre condiciones de salinidad y condiciones combinadas
salinidad y alcalinidad, se asemejan a lo informado para plantulas de Panicum
virgatum L. (Liu et al., 2014), donde el largo de la radicula disminuyé mas en
condiciones de salinidad (160 mM de mezcla de sales neutras) o de pH elevado
(9,95), que bajo el efecto combinado de ambas restricciones. Sin embargo, en un
ensayo realizado sobre plantines de Aneurolepidium chinense (Shi y Wang., 2005), se
demostr6 que la reduccion de la tasa de crecimiento relativo es mayor en condiciones
combinadas de salinidad y pH, que cuando los factores se presentan en forma
individual.

El contenido relativo de agua es una medida del estado hidrico de la planta y

en este trabajo, C. gayana en presencia de 200 mM de NaCl mostr6 una disminucioén
del CRA del 6% en relacion al control. Segun Taleisnik et al. (1997), C. gayana en
condiciones de mayor salinidad (400 mM de NaCl) disminuy6 dicho porcentaje en un
=10%, con respecto al control. Normalmente, disminuciones del CRA en las plantas
de 0 a 10% indican un estrés hidrico leve, solamente afectan la reduccion de la
expansion celular y pueden inducir el cierre parcial del poro estomatico en la hoja
(Gonzalez y Gonzalez-Vilar, 2001; Soares-Cordeiro et al., 2009).
La MFE de C. gayana cv. Finecut en este trabajo se increment6 25% cuando el pH
del medio de incubacion se incrementd de 5,8 a 8,5; y no vario bajo condiciones de
salinidad. Sin embargo, en otras especies se ha informado un incremento similar por
efecto de la salinidad, por ejemplo Vigna unguiculata (Lacerda et al., 2006), Glicine
max (Wang et al., 2002) y Flaveria sp. (Apel et al., 1995). La MFE varia en gran
medida en funcion de la especie (Poorter et al., 2009), el estadio fenoldgico y del
desarrollo del 6rgano, su ubicacion dentro de la arquitectura de la planta (Drouet et
al., 2005), asi tambien de condiciones ambientales tales como la irradiancia, la
temperatura y la inmersion. Otros factores ambientales, tales como la concentracion
de CO,, el aporte de nutrientes y el nivel hidrico, afectan moderadamente la MFE y el
resto de los factores ambientales solo tienen un efecto marginal sobre la MFE
(Poorter et al., 2009). Particularmente en plantas hal6fitas, el incremento de la MFE,
es menor al experimentado por plantas glicofitas, debido a que tienen la capacidad de
compartimentalizar el NaCl en la vacuola y esta es una respuesta adaptativa
especifica de las plantas halofitas al estrés salino (Poorter et al., 2009).

Normalmente, en presencia de salinidad, los elevados niveles de Na" y Cl” en
la planta causan la muerte prematura de tejidos jovenes y producen clorosis marginal
de las hojas adultas. Esto modifica el area fotosintética efectiva de la planta, el
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crecimiento del vastago y la raiz, y el contenido de iones en la planta (Rodriguez
Pérez, 2006). En el presente trabajo, el contenido de Na" en el vastago de C. gayana
en presencia de 200 mM de NaCl aument6 5,2 veces con respecto al control, y en
condiciones no salinas, el aumento del pH de 5,8 a 8,5 disminuy6 (16%) dicho
contenido con respecto al control. El contenido de K" en el vastago en presencia de
salinidad disminuyo6 un 40% respecto del control, y no se modificé por el incremento
del pH. Las variaciones de los contenidos de Na" y K" en la raiz inducidos por la
salinidad fueron similares a las observadas en el vastago. Las plantas de otros
cultivares de C. gayana (Callide, Pioneer, Katambora, Bell y Boma) en presencia de
200 mM de NaCl, mostraron un incremento de aproximadamente 2 veces el
contenido de Na™ y una disminucién del 20% del contenido de K, respecto al control
(Taleisnik et al., 1997). En plantas de Chloris virgata, condiciones de salinidad de
200 mM, produjeron un aumento del contenido de Na' en el vastago de
aproximadamente 4 veces con respecto al control; y en condiciones de salinidad
(200mM) y alcalinidad (pH 9,95), el contenido de Na" del vastago aumentd 16 veces,
con respecto al control (Yang et al., 2010). Diversos trabajos demuestran que el dafio
de la alcalinidad (>8,3) es mayor que el producido por la salinidad (Yang et al., 2008;
Liu et al., 2014), y que en plantas sensibles, el contenido de Na" en condiciones de
pH (8-10) se incrementa, al contrario de lo observado en nuestro trabajo (Guo et al.,
2010; Lietal., 2010; Wang et al., 2011).

La relacién [K'] / [Na'] en el vastago de plantas de C. gayana, en condiciones
de salinidad y en combinacion con pH alcalino, disminuy6 en forma similar (88% y
85%, respectivamente). En el caso de la raiz, la relacion [K'] / [Na'] afectada
unicamente por la salinidad, disminuy6 en forma similar a como lo hizo el véstago.
En plantas de arroz (especie sensible a la salinidad), cultivadas con salinidad
moderada (50 mM de NaCl), el contenido de Na™ de la raiz aumenté = 3 veces y la
relacion [K'] / [Na'] disminuyd = 4 veces, con respecto al control; mientras que el
contenido de K" en las mismas condiciones disminuyé un 50%, con respecto al
control (Liang et al., 2013). En condiciones de estrés por salinidad se produce un
desbalance en la homeostasis de los iones Ky Na” en las plantas, afectando las
funciones de las enzimas presentes en el citosol, responsables de mantener el
potencial de membrana (Bartels y Ramanjulu, 2005; Munns, 2002, Tester y
Davenport, 2003; Shi et al., 2003) y afectando la relacion K"/ Na'" de la planta
(Rodriguez Perez, 2006; Munns, 2002).

En el presente trabajo la salinidad indujo una disminucion del 60% del
contenido de Ca*" en el vastago pero no afecté el de la raiz, ni la relacién entre los
contenidos de Ca®" del vastago y la raiz. En plantas de C. virgata cultivadas en
soluciones salinas de 200 mM y pH 9,95, el contenido de Ca®" del véstago se
incremento 3 veces con respecto al control mientras que las cultivadas con salinidad y
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pH neutro disminuyeron dicho contenido un 30% en relacion al control (Yang et al.,
2010). La absorcion de Ca®" desde la solucién del suelo disminuye con la salinidad
debido a interacciones i0nicas, precipitacion e incremento de iones que disminuyen la
actividad del ion Ca®" (Grattan and Grieve, 1999). Aun en soluciones de suelo con
niveles adecuados de Ca”", cuando el pH es elevado (8-10) la competencia en la
absorcion de iones afecta la selectividad de la membrana de la raiz para absorber Ca>"
por sobre Na', produciendo un déficit del mismo (Kopittke & Menzies, 2005).

Las plantas de C. gayana cultivadas en soluciones con 200 mM de NaCl, y en
combinacion con pH 8,5, mostraron un aumento del contenido de CI” del vastago del
100%, respecto del control. El contenido de CI" de la raiz, aumentd 5 veces con
respecto al control y la relacion entre los contenidos de Cl del vastago y la raiz no fue
afectada por la salinidad, ni la alcalinidad. Se ha demostrado que en plantas de
Lathyrus quinquenervius, Triticum aestivum y Panicum antidotale cultivadas en
condiciones de salinidad moderadas a elevadas (80 a 200 mM de NaCl) el contenido
de CI' del vastago con respecto del control, aument6 trece (Zhang y Mu, 2009), cinco
(Guo, et al., 2010) y tres veces (Rasul et al., 1994), respectivamente; al contrario de
lo de lo observado en condiciones combinadas de salinidad y pH (8 a 9), donde no se
modifico el contenido de Cl" (Zhang y Mu, 2009) o este disminuy6 levemente (Guo,
et al., 2010). Normalmente, la acumulacion de aniones inorganicos, tales comos el CI°
, SO4%, NO5 v la sintesis de aniones organicos es vital para mantener el balance de
iones en la planta. Cabe destacar, que no se encontraron antecedentes del efecto de la
alcalinidad sobre los contenidos tisulares de CI" en C. gayana ni en especies
emparentadas.

Aunque es amplio el conocimiento del comportamiento de C. gayana en
condiciones de salinidad, aun no hay suficiente informacion de su comportamiento en
condiciones de alcalinidad. Existen diversas especies para suelos con problemas de
hidro-halomorfismo y por lo tanto, conocer en mayor detalle el comportamiento de C.
gayana y sus cultivares, permitiria diferenciar aquellos que poseen mayor tolerancia a
la salinidad y alcalinidad. Esto permitiria una mayor difusién de la especie, que posee
potencial agrondmico para las zonas de Cuenca del Salado.

6 CONCLUSIONES

Una concentracion de 200 mM de NaCl (= 20 dSm™) en la solucién de
incubacion indujo la disminuciéon de la germinacion y el incremento del Tso de las
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semillas de todos los cultivares evaluados de C. gayana. Ademas, en las soluciones
que contenian 200 mM de NaCl, el incremento del pH de 5,8 a 9,5 indujo un
incremento adicional del Tso. En condiciones similares a las existentes en las zonas
marginales de la Cuenca del Salado (10 dSm™ y pH > 9), todos los cultivares de C.
gayana evaluados mantuvieron el porcentaje y la velocidad de germinacion con
respecto a un medio no salino y de pH neutro.

El incremento de la concentracion de NaCl de 0 a 200 mM indujo una disminucioén
moderada del peso seco del vastago (29%) y una disminucién marcada del peso seco
de la raiz (49%). La disminucion del contenido (6 %) relativo de agua inducido por la
salinidad fue leve. La salinidad no afecté la MFE, lo cual es consistente con la
respuesta de una planta haléfita. En cambio, la alcalinidad indujo el incremento de la
MFE (24%). La alcalinidad tuvo poco efecto sobre el crecimiento de las plantas de C.
gayana cv. Finecut, ya sea en ausencia o presencia de NaCl en la solucion nutritiva (0
y 200 mM, respectivamente). Por lo tanto, desde el punto de vista de la tolerancia a la
alcalinidad, C. gayana podria mostrar un nivel de crecimiento adecuado en los suelos
salino/alcalinos de la Cuenca del Salado. Sin embargo, se requiere mas investigacion
para determinar el efecto de niveles mas severos de alcalinidad (>8,5), combinados
con condiciones moderadas de salinidad, lo cual puede lograrse con el agregado de
sales de Na alcalinas (carbonato y bicarbonato de Na) a la solucidn nutritiva.
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