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RESUMEN 

 

Cenchrus ciliaris L. es una importante gramínea forrajera distribuida en regiones áridas y 

semiáridas del mundo para la alimentación de ganado vacuno. En Argentina, esta especie 

ha sido introducida en el noroeste del país. La falta de precipitaciones en esta zona es uno 

de los principales factores abióticos que provocan pérdidas de persistencia, rendimiento y 

valor nutritivo. La calidad del forraje está estrechamente relacionada con la anatomía foliar 

y sus tejidos constituyentes, las condiciones ambientales y la etapa de crecimiento. Los 

constituyentes de la pared celular representan la fibra del forraje, siendo la lignina el 

principal determinante en la disminución de la digestibilidad y cuya biosíntesis estaría 

modulada en respuesta al estrés. En esta investigación, proporcionamos un estudio integral 

sobre los mecanismos de adaptación involucrados en la tolerancia y/o susceptibilidad de 

dos genotipos contrastantes de C. ciliaris en su respuesta al estrés hídrico: "RN51" 

tolerante y "RN1" susceptible, la capacidad de recuperación de estos y las implicancias en 

el proceso de lignificación y la calidad forrajera. Ambos genotipos pudieron tolerar el 

estrés hídrico y se recuperaron de dicha condición. Sin embargo, difirieron en su respuesta, 

la cual se acentuó al incrementar el tiempo de exposición al estrés. El mejor 

comportamiento de RN51 estuvo dado por una mayor capacidad de mitigar el daño 

oxidativo y el mantenimiento de un balance hídrico favorable. Estos cambios, se 

acompañaron de características adaptativas foliares, como un gran desarrollo de células 

buliformes y una lignificación tisular pronunciada. Esto último, se correlacionó con la 

detección temprana de un aumento en la expresión de genes de enzimas clave en la 

biosíntesis de la lignina. El impacto del estrés hídrico en la producción de biomasa fue 

menor en el genotipo tolerante, a costa de procesos de lignificación y consecuentemente 

una menor digestibilidad. La comprensión de los mecanismos de adaptación involucrados 

en la tolerancia al estrés hídrico, y el impacto sobre el balance entre producción y calidad 

de la materia seca, contribuirá a los procesos tempranos de selección para el desarrollo de 

creaciones fitogenéticas que respondan a las demandas de la actividad ganadera.  

 

Palabras clave: Buffel grass; Déficit Hídrico; Estrategias adaptativas; Recuperación; 

Lignificación de tejidos; Calidad forrajera 
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ABSTRACT 

 

Cenchrus ciliaris L. is an important forage grass distributed in arid and semi-arid regions 

of the world for feeding cattle. In Argentina, this species has been introduced in the 

northwest of the country. The lack of rainfall in this area is one of the main abiotic factors 

that cause losses of persistence, yield and nutritional value in this species. Forage quality is 

closely related to leaf anatomy and its constituent tissues, environmental conditions, and 

growth stage. The forage fiber is represented by the constituents of the cell wall, among 

which lignin is the main determinant in the decrease in digestibility and whose 

biosynthesis would be modulated in response to stress. In this research, we provide a 

comprehensive study on the adaptive mechanisms involved in the tolerance and/or 

susceptibility of two contrasting genotypes of C. ciliaris in their response to water stress: 

"RN51" tolerant and "RN1" susceptible, the ability to recover and the implications in the 

lignification process and forage quality. Both genotypes tolerated drought stress and 

recovered from it. However, they differed in their response, which was accentuated by 

increasing the time of exposure to stress. The best performance of RN51 was given by a 

greater capacity to mitigate oxidative damage and maintenance of a favorable water 

balance. These changes were accompanied by adaptive foliar characteristics and 

pronounced tissue lignification. The latter was correlated with the early detection of an 

increase in the expression of genes of key enzymes in the biosynthesis of lignin. The 

impact of drought stress on biomass production was lower in the tolerant genotype, at the 

expense of lignification processes and consequently lower digestibility. The understanding 

of the adaptation mechanisms involved in tolerance to drought stress, and the impact on the 

balance between production and quality of dry matter, will contribute to the early selection 

processes for the development of phytogenetic creations that respond to the demands of 

livestock activity. 

  

Key Words: Buffel grass; Drought; Adaptive strategies; Water stress recovery; Tissue 

lignification; Forage quality 
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CAPÍTULO I 

 

 

INTRODUCCIÓN GENERAL 

 

 

Ganadería y limitaciones agroclimáticas 

 

En nuestro país podemos distinguir cinco regiones productivas ganaderas, la región 

Pampeana, Noroeste Argentino (NOA), Noreste Argentino (NEA), Semiárida Central y 

Patagónica. En cada una de estas regiones la dinámica de los sistemas ganaderos ha 

estado sujeta a cambios a través del tiempo que inciden en la oferta de animales. Esta 

variación se da en función de los precios de mercado, las oportunidades de 

comercialización, las políticas implementadas y las condiciones climáticas particulares de 

cada año (Rearte, 2011). Estos factores pueden llevar a cambiar de tipo de explotación 

(agrícola, ganadera o mixta). Sin embargo, existen otros cambios más profundos (no 

coyunturales) que ejercen acciones en los sistemas de producción. El avance de la 

agricultura debido a su mayor rentabilidad hizo que la superficie ganadera disminuyera 

en la región núcleo (Pampeana) (Rearte, 2011). Como contrasentido, se ve el incremento 

del stock ganadero en las provincias del Litoral y del Norte argentino, que comenzó a 

incorporar genética y tecnología en la aplicación de pasturas, complementando la forma 

extensiva de engorde en campos caracterizados en su mayoría por monte y pastizales 

naturales degradados (Milano, 2011). 

La ganadería de la región del NOA se desarrolla principalmente en la gran llanura 

chaqueña semiárida, que, con centro en la provincia de Santiago del Estero, abarca el este 

de Salta, el Oeste de Chaco y Formosa, pequeñas fracciones orientales de Jujuy y 

Tucumán, el este de Catamarca y La Rioja y la fracción noroeste de Córdoba, según 
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información suministrada por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria  

(SENASA). En esta región, las condiciones de clima y suelo imponen restricciones 

naturales a la producción agrícola extensiva (Karlin et al., 2013) disminuyendo su 

competitividad. Así, la actividad ganadera predominante se caracteriza por la producción 

a base de pasturas en sistemas extensivos, con una baja carga animal, cuyo principal 

objetivo es hacer coincidir a lo largo del año la máxima demanda animal con la máxima 

oferta forrajera, esta última, altamente estacional. El suelo, las temperaturas y las lluvias 

son las principales características ambientales que limitan las posibilidades productivas 

de la región (Avila et al., 2014; Karlin, 2013). Más aún, la escasez de lluvias es uno de 

los principales factores abióticos que ocasionan graves pérdidas de rendimiento, 

persistencia y valor nutricional de las pasturas tanto naturales como implantadas (Ruiz y 

Terenti, 2012). La distribución espacial de las precipitaciones es muy irregular, 

consecuencia de la fuerte orografía de la región (Volante et al., 2005), con 

precipitaciones anuales que varían de 450 mm al Este (Noroeste de Córdoba) a 200 mm 

al Oeste (Este de San Juan), concentradas en los meses estivales (régimen de tipo 

Monzónico) (Tommasino, 2018). La gran mayoría de los suelos corresponden a entisoles, 

con escasa participación de aridisoles en zonas bajas, mientras que los suelos de 

piedemonte son sueltos, permeables, franco arenoso de arenas gruesas. Las temperaturas 

en verano son elevadas, con una media mensual del mes más cálido de 26 ºC. Suelen 

presentarse 20 a 25 días con temperaturas superiores a los 40 ºC y máximas absolutas que 

sobrepasan los 45 ºC (Tommasino, 2018). Teniendo en cuenta las características 

edafoclimáticas mencionadas, el balance hídrico del suelo como porcentaje de agua útil 

de la capa arable, de acuerdo con el balance hidrológico operativo para el agro (BHOA), 

suele ser negativo gran parte del año (Fernández Long et al., 2012). Asimismo, los 

escenarios climáticos registran y prevén más días con temperaturas más altas y 

precipitaciones más erráticas, lo que lleva a un aumento en la frecuencia de condiciones 

de sequía severa (Basu et al., 2016; IPCC, 2018). 

En este contexto, estudios realizados demuestran que la incorporación de pasturas 

cultivadas, como buffel grass (Cenchrus ciliaris L. Syn. Pennisetum ciliare Link), resulta 

ser una herramienta eficiente para incrementar la producción y calidad de forraje, 

permitiendo incrementar la receptividad animal por hectárea y mejorar los índices 

productivos y reproductivos. Más aún, complementa estratégicamente a la producción del 
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pastizal natural en el NOA (De León, 2004; Ferrando et al., 2003; Griffa et al., 2017; 

Namur et al., 2014).  

 

Cenchrus ciliaris L. (Buffel grass)  

 

Cenchrus ciliaris L. es una importante gramínea forrajera apomíctica (Kumar, 2017) 

originaria de África oriental y el sudeste asiático y ampliamente distribuida en regiones 

áridas y semiáridas del mundo para la alimentación del ganado bovino y ovino (Bowen y 

Chudleigh 2017; de Albuquerque et al., 2019). En el noroeste de Argentina, se ha 

introducido como alimento forrajero para el ganado bovino debido a su fácil 

implantación, buen valor forrajero para dichas regiones áridas (6-9% de proteína cruda y 

50% de digestibilidad) y conocida tolerancia a condiciones de estrés hidrico (Guevara et 

al., 2009; Arroquy et al., 2014). Es una pastura perenne con metabolismo fotosintético 

C4, que pertenece al complejo agámico de Cenchrus-Pennisetum, tribu Paniceae, 

subfamilia Panicoideae (Hanselka et al., 2004). Posee un hábito de crecimiento 

primavero-estival y alcanza una altura entre 50 y 150 centímetros según el cultivar 

(Namur et al., 2014). Prefiere suelos profundos de textura liviana, sueltos y no tolera 

inundaciones ni anegamientos prolongados (Avila et al., 2014). Su cultivo es posible 

hasta 2000 metros de altura sobre el nivel del mar, y el régimen de precipitaciones 

requerido varía desde 305 a 890 mm anuales. Tiene un buen comportamiento ante las 

sequías, pudiendo soportar algunos cultivares ambientes con solo 300-350 mm de 

precipitaciones anuales, con variabilidad en dicha tolerancia entre diferentes genotipos 

(Mansoor et al., 2002; Tommasino et al., 2018). La introducción del Buffel Grass en los 

campos ganaderos, ha permitido incrementar la producción de materia seca desde 800-

1500 kgMs/ha/año (producción de las pasturas naturales) a 2500-5000 kgMs/ha 

(producción de un lote de buffel ya implantado) (Giraudo, 2003). 

Cenchrus ciliaris es una especie tetraploide (4x=36), con manifestacion de aneuploidia 

y pseudogamia, siendo conocida su condicion de apomictica obligada (Snyder et al., 

1955; Hignight et al., 1991; Jessup et al., 2002; Ozias-Akins et al., 2003; Ozias-Akins, 
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2006). Esta condición de apomixis (modo asexual de reproducción a través de semillas) 

produce progenies genéticamente idénticas al progenitor femenino, mientras que los 

genotipos sexuales son raros (Burson et al., 2012). Diversos cultivares apomícticos de 

Cenchrus ciliaris fueron introducidos (Ayerza, 1981), siendo los más difundidos en la 

actualidad Texas, Biloela, Molopo y Americana (Pérez, 2005). 

El Instituto de Fisiología y Recursos Genéticos Vegetales (IFRGV) dependiente del 

Centro de Investigaciones Agropecuarias (CIAP) del Instituto Nacional de Tecnología 

Agropecuaria (INTA), dispone de una colección activa de diferentes genotipos 

apomícticos, la cual es utilizada en un programa de mejoramiento genético tendiente a la 

obtención de nuevo germoplasma con tolerancia incrementada a diferentes tipos de estrés 

abiótico. Con respecto al cv. Biloela, éste fue introducido a través de recolecciones 

realizadas en Dodoma, Tanzania, en 1937, por CSIRO, Australia (centro de introducción 

de plantas) y testeado en Rockhampton, Queensland (Lopez Colomba, 2009). Por otro 

lado, el INTA dispone además, de una estirpe sexual introducida, material proporcionado 

por el banco de germoplasma de Texas A&M University College Station (Quiroga et al., 

2013). Este germoplasma tetraploide sexual probablemente derivó del clon B-1s, la planta 

"fuera de tipo" originalmente estudiada por Bashaw y colaboradores (Bashaw y Hoff, 

1962), la cual constituye una de las dos únicas fuentes sexuales existentes a nivel mundial 

para para ser utilizada como parental femenino en cruzamientos controlados.  

En evaluaciones previas de nuestro grupo de trabajo, los cultivares Americana y 

Biloela mostraron buen comportamiento frente a estrés salino en hidroponia (menor daño 

en caracteres morfológicos), mientras que el cultivar Texas 4464 y la fuente sexual, 

tuvieron comportamiento opuesto (susceptible) en iguales condiciones (Tomassino et al., 

2012). En términos de daño oxidativo, el mismo comportamiento fue observado en el 

genotipo Sexual y Biloela respectivamente, cuando fueron sometidos a estrés por sequía, 

estrés térmico y ambos estreses combinados (Tomassino et al., 2018).  

Sin embargo, falta conocimiento acerca de la vinculación de los mecanismos de 

adaptación implicados en la tolerancia y/o susceptibilidad en condiciones de estrés 

hídrico y recuperación de dichos genotipos, con la calidad forrajera, íntimamente ligada a 

la lignificación de los tejidos (Amiri, 2012; Grabber et al., 2004; Jung et al., 2012). 
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Estrés hídrico (general) 

 

El estrés hídrico causado por sequía es una forma fisiológica de déficit hídrico, donde 

la disponibilidad de agua del suelo es menor que la demanda de la planta, lo que resulta 

en un cambio negativo en el estado hídrico de la misma que se aleja de un estado de 

referencia (Kumar et al., 2018). Frente a las condiciones de estrés hídrico, las plantas 

tienen tres estrategias adaptativas principales, revisadas recientemente por Volaire 

(2018): escape, evitación y tolerancia a la deshidratación. Dichas estrategias a menudo se 

combinan de forma consecutiva o simultánea y son las más documentadas en la mayoría 

de las especies (Volaire, 2018). Las especies herbáceas perennes, como muchas 

gramíneas forrajeras, entre las que se menciona C. ciliaris, constituyen el tipo biológico 

posiblemente con la gama más amplia de estrategias. En este sentido, Siddiqui et al., 

(2016) mencionaron que esta especie tiene la capacidad de tolerar largos periodos de 

sequía en condiciones de suelo variables, lo que indica cierto grado de tolerancia a la 

deshidratación. 

Existe una amplia variedad de respuestas bioquímicas, fisiológicas, anatómicas y 

moleculares a nivel celular y de organismo que han sido descriptas como diferentes tipos 

de estrategias empleadas por las plantas en ambientes restrictivos (Basu et al., 2016; Liu 

et al., 2016; Kumar et al., 2018). La sensibilidad y el tiempo de respuesta varían según la 

especie, el genotipo y la duración e intensidad del estrés (Basu et al., 2016; Abid et al., 

2018). En general, se acepta que el estrés hídrico genera cambios fisiológicos en las 

plantas superiores, incluida la pérdida de turgencia, el ajuste osmótico y la reducción del 

potencial hídrico de las hojas para mantener un buen balance hídrico (Le Gall et al., 

2015). La respuesta inmediata al estrés hídrico es el cierre de estomas, que da como 

resultado cambios en las vías metabólicas, como la fotosíntesis y la respiración (Basu et 

al., 2016). 

El estrés hídrico causa, no solo daños importantes a los pigmentos fotosintéticos, sino 

que también conduce al deterioro de las membranas de tilacoides y la reducción del 

contenido de clorofila. Se cree que los pigmentos fotosintéticos presentes en los dos 

fotosistemas (PSI y PSII) son dañados por el estrés abiótico, lo que da como resultado 
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una reducción de la eficiencia de absorción de luz de ambos fotosistemas y, por lo tanto, 

una capacidad fotosintética reducida (Asharf y Harris, 2013). Además, el PSII, con su 

complejo generador de oxígeno (OEC), se considera el componente del aparato 

fotosintético más sensible al estrés hídrico mediante la reducción de la máxima eficiencia 

cuántica (Fv / Fm; Fracasso et al., 2016). 

En presencia de estrés hídrico, se inhibe la tasa de transporte de electrones y se 

incrementa la producción de especies reactivas de oxígeno (EAO) (Basu et al., 2016), lo 

que genera daño a los lípidos de la membrana, proteínas y ADN que resulta en la muerte 

celular (Waszczak et al., 2018). Las plantas poseen un complejo sistema antioxidante 

enzimático y no enzimático para regular los niveles de EAO producidos en los tejidos y, 

así, mitigar el daño oxidativo. Enzimas clave como superóxido dismutasa (SOD), 

ascorbato peroxidasa (APX), catalasa (CAT) y glutatión reductasa (GR) (You y Chang, 

2015; Kumar et al., 2018) se mencionan en el sistema enzimático y se han correlacionado 

positivamente en plantas con tolerancia al estrés abiótico (Laxa et al., 2019; Xie et al., 

2019). Estudios previos de nuestro grupo indicaron que los niveles más altos de actividad 

de la enzima antioxidante CAT podrían contribuir a una mejor tolerancia a la sequía al 

aumentar la capacidad de protección contra el daño oxidativo (Tommasino et al., 2018). 

Las plantas expuestas a déficit hídrico presentan cambios morfológicos como 

resultado de modificaciones en la pared celular (Hameed et al., 2010; 2012; Al-Maskri et 

al., 2014). La disminución del grosor de la lámina de la hoja, el aumento de la capa 

epidérmica, la reducción del área del metaxilema y el tamaño de los estomas se 

mencionan como las modificaciones más importantes en los tejidos de numerosas 

especies forrajeras bajo estrés hídrico (Hameed et al., 2010; 2012; Arias et al., 2018; 

Mustafa et al., 2019). En C. ciliaris, el grosor de las láminas y la deposición de cutículas 

acompañadas de una capa epidérmica gruesa se incluyeron como modificaciones cuando 

las plantas estuvieron expuestas a diversos regímenes de estrés hídrico (Nawazish et al., 

2006, Mansoor et al., 2019). 
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Lignina 

 

La lignina es un polímero polifenólico que constituye la pared celular y es necesario 

para reforzar las células vasculares. Desplaza la fase acuosa de la pared celular, que 

recubre la celulosa y los polisacáridos de la matriz y proporciona mayor resistencia 

mecánica y una barrera impermeable al agua (Liu et al., 2018; Chen et al., 2019).  

El polímero de lignina se genera a través de la oxidación de principalmente tres 

alcoholes hidroxicinamílicos (monolignoles) que difieren en su grado de metoxilación, 

alcoholes p-cumarílico, coniferílico y sinapílico, cuya incorporación produce unidades de 

p-hidroxifenilo (H), guayacilo (G) y siringilo (S) (Cesarino, 2019). Se ha demostrado que 

varios estreses abióticos inducen la biosíntesis de un polímero de lignina más condensado 

que contiene una mayor proporción de enlaces C-C entre unidades y de unidades H. El 

enriquecimiento de lignina con unidades H podría ser consecuencia de una rápida 

inducción de lignificación en condiciones de estrés, favoreciendo la incorporación de un 

monómero de lignina cuya ruta biosintética requiere menos pasos catalíticos, lo que 

permite una respuesta más rápida (Cesarino, 2019). 

Debido a que la vía biosintética de la lignina parece estar altamente conservada entre 

las especies de plantas, muchas de las estrategias de ingeniería genética que demostraron 

ser exitosas en especies modelo, como Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum, 

también se han aplicado a materias primas lignocelulósicas. Sin embargo, varios estudios 

muestran que la modificación de la biosíntesis de lignina puede alterar el metabolismo de 

los fenilpropanoides y ocasionar cambios en la forma en que las plantas responden a 

estreses bióticos y abióticos (Baxter y Stewart, 2013). 

Algunas enzimas clave del proceso de lignificación incluyen ácido cafeico O-

metiltransferasa (COMT), 4-cumarato CoA ligasa (4CL), cinamoil CoA reductasa (CCR) 

y cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD) (Moura et al., 2010; Stabile et al., 2012; Baxter 

y Stewart, 2013). Varios estudios mencionaron que el metabolismo de la lignina se 

incrementó bajo diversos factores de estrés ambiental, como el estrés por sequía (Liu et 

al., 2018). En líneas endogámicas de maíz, los niveles de expresión de genes relacionados 
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con la biosíntesis de lignina (CAD y COMT) se correlacionaron significativamente de 

manera positiva con la tolerancia a la sequía (Moura-Sobczak et al., 2011). Además, en 

trébol blanco, el aumento de los sistemas de captación de ROS y el metabolismo de la 

lignina podrían estar asociados con mayor tolerancia a la sequía durante el estrés y la 

recuperación posterior a la misma (Li et al., 2013). Por otro lado, en las gramíneas, se ha 

demostrado que la expresión de genes que codifican enzimas de la vía fenilpropanoide 

participa en la modulación de la tasa de síntesis de lignina (Ralph et al., 2004), y su 

expresión se ha asociado negativamente con la degradabilidad de la pared celular (Fu et 

al., 2011; Stabile et al., 2012).  

Sin embargo, hasta el momento, la información disponible sobre las implicancias del 

estrés hídrico y la recuperación posterior en la expresión de genes relacionados con la 

biosíntesis de lignina en C. ciliaris es nula. 

 

Calidad Forrajera 

 

La calidad de una pastura está asociada con la anatomía foliar y sus tejidos 

constituyentes y el contenido de pared celular (determinante de la rigidez), que a su vez 

pueden variar según las condiciones ambientales y el estadio de crecimiento (Batistoti et 

al., 2012). Las paredes secundarias de las células de algunos tejidos cuentan con un 

predomino de lignina, hemicelulosa y celulosa, que contribuyen al basamento estructural 

de la planta y componen la fibra del forraje (Abideen et al., 2011). La fibra detergente 

neutro (FDN) caracteriza a la fracción de la materia seca del forraje compuesta por 

hemicelulosa, celulosa y lignina, mientras que la fibra detergente ácida (FDA) caracteriza 

el contenido de celulosa y lignina en el material vegetal. Las fracciones FDN y FDA son 

parcialmente digeribles, dependiendo de la especie forrajera y etapa de madurez. Sin 

embargo, un alto contenido de FDN y FDA no solo reduce la ingesta, sino que disminuye 

la eficiencia de conversión energética (Habermann et al., 2019). La lignina es el 

componente de la fibra que produce el mayor impacto en la digestibilidad (Batistoti et al., 

2012; Hugues et al., 2014). Al respecto, el entrelazamiento de la lignina con los hidratos 
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de carbono estructurales (hemicelulosa y celulosa) actúa como una barrera física para las 

enzimas microbianas que digieren los polisacáridos de pared (Jung and Casler, 2006; 

Giordano et al., 2014); debido a la asociación de la lignina con ácidos fenólicos (p-

cumárico y ferúlico), ésta no es fácilmente biodegradable; por lo que resulta ser menos 

eficiente en término de conversión de bioenergía y ganancias de peso para el animal 

(Abideen et al., 2011; Batistoti et al., 2012; Jung and Casler, 2006; Giordano et al., 

2014). Es por ello que se ha considerado a la lignina como uno de los factores que 

correlaciona negativamente con la degradabilidad de las paredes celulares (Barrière et al., 

2009; Fu et al., 2011; Stabile et al., 2012; Fukushima et al., 2015). 

El valor nutritivo de una pastura es altamente variable influenciado por la especie, 

variedad, época del año y prácticas de manejo (Juan et al., 2020). Aunque estos efectos 

son importantes para la producción, generalmente son de menor magnitud que el efecto 

sobre el rendimiento del forraje. La variación de factores ambientales como la 

temperatura, la radiación solar, los nutrientes del suelo y el déficit de agua, ejercen su 

mayor influencia en la calidad del forraje al alterar la relación hoja/tallo, pero también 

provocan modificaciones en el desarrollo de la planta y cambios en la composición 

química en los tejidos de la planta (Buxton, 1996). Esto puede alterar la etapa de madurez 

óptima para la recolección de forrajes de una determinada calidad. Asimismo, conocer el 

balance entre producción de materia seca y digestibilidad de la misma es importarte en 

términos de producción forrajera e impacto en la producción animal. Más aún, en 

condiciones de estrés hídrico, conocer el balance entre calidad-rendimiento-tolerancia 

contribuye a la toma de decisiones en la producción y manejo de pasturas. 

La comprensión de algunos de los mecanismos de adaptación implicados en la 

tolerancia y/o susceptibilidad en condiciones de estrés hídrico y recuperación, y su 

relación con la calidad forrajera, proporcionará nuevas herramientas que asistan a los 

procesos de selección temprana y desarrollo de nuevas creaciones fitogenéticas de mayor 

tolerancia y calidad forrajera que respondan a las demandas del sector pecuario y, 

consecuentemente, contribuyan a transformar dicha actividad en un sistema eficiente y 

rentable (Stabile et al., 2012). 
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Por lo anteriormente expuesto se plantean las siguientes hipótesis y objetivos: 

HIPÓTESIS 

 

Hipótesis 1. El tiempo de exposición a estrés hídrico modula la expresión génica de 

enzimas que participan en el proceso de lignificación y acentúa cambios anatómicos y 

morfo-fisiológicos en genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris 

Hipótesis 2. En condiciones de estrés hídrico se observan cambios en la composición 

química del forraje, el contenido de fibra y la calidad nutricional de genotipos 

contrastantes de Cenchrus ciliaris  

Hipótesis 3. Existe asociación entre variables morfológicas, anatómicas y de calidad 

forrajera y tolerancia a estrés hídrico en genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris 

 

OBJETIVO GENERAL 

 

Determinar el efecto del estrés hídrico en la anatomía foliar, en el proceso de 

lignificación y su impacto en la calidad forrajera de genotipos contrastantes de Cenchrus 

ciliaris L en su respuesta a estreses abióticos. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Objetivo 1. Evaluar el efecto de tiempos cortos y prolongados de estrés hídrico a nivel 

anatómico, morfo-fisiológico y en la expresión génica de enzimas que participan en el 

proceso de lignificación en genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris  
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Objetivo 2. Determinar el efecto del estrés hídrico en parámetros relacionados con 

calidad forrajera: Fibra Detergente Neutra (FDN), Fibra Detergente Ácida (FDA), 

Lignina Detergente Ácida (LDA), Proteína Bruta (PB) y digestibilidad de la materia seca 

(DMS), en genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris 

Objetivo 3. Establecer asociaciones entre anatomía foliar, metabolismo de la lignina, 

calidad forrajera y tolerancia a estrés hídrico en genotipos contrastantes de Cenchrus 

ciliaris 
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CAPÍTULO II 

 

EFECTO DE TIEMPOS CORTOS Y PROLONGADOS DE ESTRÉS 

HÍDRICO Y RECUPERACIÓN EN CENCHRUS CILIARIS 

 

INTRODUCCIÓN 

 

En el contexto ambiental de campo, siempre hay un intervalo de ocurrencia de eventos 

de sequía y/o rehidratación y más aún, sus frecuencias se han incrementado frente a las 

actuales condiciones de cambio climático que se suscitan a nivel global (de la Casa y 

Ovando, 2014; Nasca et al., 2015). La adaptabilidad a la sequía se define como la 

capacidad integral que incluye tanto la resistencia a la sequía como la recuperación para 

la adaptación al estrés por sequía y la rehidratación (Chen et al, 2016). Al respecto, la 

recuperación rápida de las plantas dañadas y el retorno del crecimiento de nuevos tejidos 

después del estrés son de suma importancia en los pastos perennes (Bakhtiari et al., 

2019). Luego de la eliminación del estrés hídrico, la disponibilidad de incluso una 

pequeña cantidad de lluvia puede tener un efecto significativo en las funciones 

fisiológicas de la planta, que incluyen respuestas a nivel de planta entera, bioquímicas y 

moleculares (Vandegeer et al., 2020). La optimización de las relaciones hídricas de las 

plantas en condiciones de baja disponibilidad de agua y la posterior recuperación de la 

funcionalidad luego de dicho estrés, son los indicadores fisiológicos clave que 

contribuyen a la sostenibilidad del rendimiento en los escenarios de estrés por sequía, 

seguidos de la disponibilidad de agua, comúnmente denominados como “estrés cíclico 

por sequía” (Chen et al., 2016). Las plantas en sus hábitats naturales se adaptan al estrés 

hídrico a través de una variedad de mecanismos, que van desde respuestas transitorias a la 

baja humedad del suelo hasta importantes mecanismos de supervivencia de escape por 

floración temprana en ausencia de las lluvias estacionales. La resistencia al estrés hídrico 
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es un término amplio que se aplica a las especies de plantas con características 

adaptativas que les permite escapar, evitar o tolerar dicho estrés (Basu et al., 2016). 

La reducción del daño asociado al estrés hídrico en los sistemas fotosintéticos de las 

plantas es la base de una rápida recuperación luego de la rehidratación (Chen et al., 

2016). Por otro lado, el mantenimiento de un alto nivel de actividad enzimática 

antioxidante puede contribuir a la tolerancia a la sequía al aumentar la capacidad y 

mejorar los mecanismos de protección contra el daño oxidativo. Sin embargo, los 

cambios en la actividad enzimática antioxidante bajo estrés hídrico dependen de la 

especie de planta, el cultivo y la intensidad y duración del estrés (Bian and Jian, 2009). Al 

respecto, Abid et al., (2018), observaron en cultivares de trigo, que el estrés hídrico causó 

una disminución reversible en las relaciones de agua de las hojas, estabilidad de 

membrana y actividad fotosintética, lo que llevó a una mayor generación de especies 

reactivas de oxígeno (EAO), peroxidación de lípidos y daño de membrana. Por otro lado, 

las plantas exhibieron un ajuste osmótico a través de la acumulación de azúcares solubles, 

prolina y aminoácidos libres y un aumento de las actividades antioxidantes enzimáticas y 

no enzimáticas. Después de volver a regar, el potencial hídrico de las hojas, la estabilidad 

de la membrana, los procesos fotosintéticos, la generación de EAO, las actividades 

antioxidantes, la peroxidación de lípidos y el potencial osmótico mostraron una completa 

recuperación en las plantas con estrés moderado, mientras que, las plantas con estrés 

severo no se recuperaron. Por otro lado, Fu y Huang, (2001), trabajando en forrajeras 

perennes como Kentucky bluegrass y Festuca, encontraron que la actividad de enzimas 

del sistema antioxidante fue diferencial bajo distintas intensidades de sequía, aumentaron 

bajo condiciones prolongadas de secado superficial del suelo, mientras que disminuyeron 

con el aumento del período de estrés bajo secado completo del suelo. Hui et al., (2018), 

demostraron en Panicum virgatum que, si bien es un pasto tolerante a la sequía, cuando el 

estrés hídrico es severo, el crecimiento y la biomasa se reducen significativamente, y que 

las altas precipitaciones estimulan su fotosíntesis y crecimiento.  

El aumento de ROS va acompañado de un aumento de la acumulación de lignina 

principalmente alrededor de los haces vasculares. En genotipos contrastantes de Trifolium 

repens L., Li et al., (2013), estudiaron la tolerancia a la sequía y posterior recuperación 

asociada a la protección enzimática antioxidante y metabolismo de la lignina. Con 
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respecto a este último, la actividad de enzimas relacionadas con la lignificación, 

aumentaron simultáneamente con la duración del período de estrés hídrico, para luego 

disminuír hacia el final de este período y posterior recuperación. Sin embargo, falta aún 

profundizar sobre los mecanismos implicados en la relación entre la tolerancia a la sequía 

y recuperación con el metabolismo de la lignina en las plantas (Li et al., 2013). 

Comprender cómo responden las plantas a los episodios de sequía y rehidratación y el 

mecanismo subyacente, es muy útil para implementar prácticas de manejo de la 

vegetación en el contexto de cambio climático (Xu, 2010). 

Si bien existe alguna evidencia de adaptaciones morfofisiológicas de C. ciliaris en 

condiciones de estrés hídrico (Siddiqui et al., 2016; Amari et al., 2017; Mansoor et al., 

2019) como base para mejorar la producción y la calidad del forraje, no hay antecedentes 

de un estudio integral sobre las respuestas bioquímicas, fisiológicas, anatómicas y 

moleculares frente a condiciones de estrés hídrico y el proceso posterior de rehidratación, 

así como también, falta información sobre la relación entre la lignificación de tejidos y la 

tolerancia a dicho estrés. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Evaluar el efecto de tiempos cortos y prolongados de estrés hídrico y recuperación 

sobre aspectos anatómicos, morfo-fisiológicos y en la expresión génica de enzimas que 

participan en el proceso de lignificación en genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris 

L. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Material Vegetal 
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En estos experimentos se utilizaron dos genotipos de Cenchrus ciliaris L., cuyos 

números de registro son 51 (RN51; cv. Originario de Dodoma, Tanganika, África) y 1 

(RN1; una fuente sexual introducida de Texas, EE.UU.). En estudios previos del grupo de 

genotecnia del IFRGV-CIAP-INTA, estos materiales han presentado respuestas 

contrastantes a diferentes estreses abióticos, siendo RN51 el genotipo tolerante y RN1 el 

genotipo sensible (Lanza Castelli et al., 2010; Tommasino et al., 2012, 2018). 

 

ENSAYO A TIEMPO CORTO DE ESTRÉS 

 

Condiciones generales de crecimiento y tratamientos 

 

El ensayo se realizó en cámara de crecimiento bajo condiciones controladas: 

temperatura de 28 ºC ± 2 ºC, fotoperíodo (16/8 h luz/oscuridad), humedad (60%) y 

densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PAR) (250 μmol m− 2 s− 1) (Fig. 2.1). Para 

todos los tratamientos, se sembraron 0,2 g de semillas de cada genotipo en macetas 

(cantidad equivalente a 250 semillas aproximadamente, con un 52% de poder 

germinativo, trilladas previamente garantizando la eliminación del involucro, el cual 

posee inhibidores, y garantizando un 100% de pureza). Las macetas (25 cm de diámetro × 

15 cm de profundidad) contenían 3 kg de sustrato de arena y suelo (1:1) previamente 

secado en estufa a 105 °C durante 48 h para eliminar el contenido de humedad. El 

contenido hídrico del suelo (CHS) se determinó por método gravimétrico. Previamente se 

determinaron las constantes hídricas del sustrato, para lo cual las macetas se regaron 

hasta la saturación y una vez que se completó el drenaje del agua, se registró el peso (3,87 

kg). Este peso se consideró como capacidad de campo (CC), es decir la cantidad máxima 

de agua capaz de ser retenida por el sustrato, la cual representa el 100% del contenido de 

agua del suelo (CHS) y teniendo en cuenta el peso seco del sustrato (3 kg), se calculó el 

contenido de agua a CC (29%). Posteriormente se suspendió el riego de las macetas y 
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luego que las plantas mostraran síntomas de marchitéz, se las colocó 24 horas en un 

ambiente saturado de humedad (cámara). Al no mostrar recuperación, se pesaron (3,14 

kg) y teniendo en cuenta el peso seco del sustrato (3 kg), se determinó el contenido de 

agua al punto de marchitéz permanente PMP (4,66%). 

Se realizó un diseño completamente al azar con seis repeticiones (donde cada maceta 

se considera una unidad experimental) por genotipo y tratamiento en tres eventos 

independientes para garantizar la reproducibilidad de los experimentos. 

 

Fig. 2.1. Imágenes del ensayo de estrés hídrico a tiempo corto en cámara de cría. A. Macetas con plantas de los 
genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51- Biloela y RN1- Sexual) en cámara de cría. B. Macetas con plantas 

de RN51- Biloela y RN1- Sexual bajo condiciones de control y de estrés hídrico, respectivamente. 

 

Tratamiento de estrés hídrico 

Los ensayos de estrés hídrico se aplicaron siguiendo el protocolo descrito por 

Tommasino et al., (2018) con modificaciones menores. Luego de la siembra de las 

plantas, las macetas se regaron diariamente al 80% de CHS. Las plántulas emergieron 

después de 10 días de la siembra y se realizaron raleos sucesivos dejando 35 plántulas en 

cada maceta. Treinta días después de la siembra, cuando las plantas alcanzaron 20 cm de 

altura y al estadío de cinco hojas desplegadas, las macetas se dividieron en dos grupos 

uniformes: 1) plantas control: las plantas se regaron diariamente al 80% CHS durante 
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todo el período experimental y 2), plantas en tratamiento de estrés hídrico: se suspendió 

el riego de las macetas hasta alcanzar el 20% de CHS y se mantuvieron durante 20 días 

en esta condición. Con la finalidad de evaluar parámetros bioquímicos y moleculares, se 

tomaron cinco plantas de cada tratamiento, a las 24 y 72 h luego de haber alcanzado el 

20% de CHS. Los parámetros fisiológicos, anatómicos y morfológicos, se evaluaron 

cumplidos los 21 días de estrés hídrico (Fig. 2.2). 

 

Tratamiento de recuperación 

El tratamiento de recuperación se llevó a cabo siguiendo el protocolo descripto por 

Beloni et al., (2017). Cumplidos los 20 días de estrés hídrico, la mitad de las macetas de 

plantas en tratamiento de estrés hídrico se volvieron a regar para llegar al 80% del CHS, 

condición hídrica que se mantuvo durante 15 días. A fin de evaluar parámetros 

bioquímicos y moleculares, se tomaron cinco plantas de cada tratamiento, control y 

recuperación, a las 24 y 72 h luego de haber iniciado el tratamiento de recuperación. Los 

parámetros fisiológicos, anatómicos y morfológicos, se evaluaron cumplidos los 15 días 

de recuperación (Fig. 2.2). 

 

 

Fig. 1.2. Esquema representativo de los tiempos de muestreo correspondientes al ensayo a tiempo corto de estrés 

hídrico y la posterior recuperación. 
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ENSAYO A TIEMPO LARGO DE ESTRÉS HIDRICO 

 

Condiciones generales de crecimiento y tratamientos 

 

El ensayo se realizó en invernadero bajo condiciones controladas de: temperatura de 

28 ºC ± 2 ºC, fotoperíodo (16/8 h luz / oscuridad), humedad (60%) y densidad de flujo de 

fotones fotosintéticos (PAR) (250 μmol m− 2 s− 1). Se sembraron 0,2 g de semillas de cada 

genotipo en almácigos (las propiedades físicas del lote de semillasfueron similares a las 

descriptas en el ensayo anterior), y cuando las plantas alcazaron los 15 cm de altura y un 

estadío de tres hojas desplegadas fueron trasplantadas. 

Para todos los tratamientos, se trasplantaron tres plantas de cada genotipo en macetas 

(20 cm de diámetro × 30 cm de profundidad) que contenían 4 kg de sustrato de arena y 

suelo (1:1) previamente secado en estufa a 105 °C durante 48 h para eliminar el contenido 

de humedad (Fig. 2.3). El contenido hídrico del suelo (CHS) se determinó por método 

gravimétrico. Después del trasplante, las macetas se regaron hasta saturación y una vez 

que se completó el drenaje del agua, se registró el peso. Este peso se consideró como 

capacidad de campo (CC), es decir la cantidad máxima de agua capaz de ser retenida por 

el sustrato, la cual representa el 100% del contenido de agua del suelo (CHS). 

Se realizó un diseño completamente al azar con diez repeticiones (donde cada maceta 

fue considerada como unidad experimental) por genotipo y tratamiento en dos eventos 

independientes para garantizar la reproducibilidad de los experimentos. 
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Fig. 2.2. Imágenes del ensayo de estrés hídrico a tiempo largo en invernadero. A. Almácigos con plantas de los 

genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1) en invernadero. B. Macetas en condiciones control 

(izquierda) y en condiciones de estrés hídrico (derecha). 

 

Tratamiento de estrés hídrico 

Luego de la siembra de los almácigos, los mismos se regaron diariamente al 80% del 

CHS. Las plántulas emergieron 10 días después. A los treinta días de la siembra, cuando 

las plantas alcanzaron 15 cm de altura (altura medida con hoja extendida) y un estadio de 

tres hojas desplegadas, se realizó el trasplante de tres plantas por maceta las cuales se 

dividieron en dos grupos uniformes: 1) plantas control: las plantas se regaron diariamente 

al 80% del CHS durante todo el período experimental y 2), plantas en tratamiento de 

estrés hídrico: en este tratamiento se suspendió el riego de las macetas hasta alcanzar el 

20% del CHS y se mantuvieron durante 50 días en esta condición. 

Con la finalidad de evaluar parámetros bioquímicos, fisiológicos y moleculares, se 

tomaron muestras de plantas de cada tratamiento, control y estrés hídrico, a las 24 y 72 h 

luego de haber alcanzado el 20% de CHS. Los parámetros fisiológicos, anatómicos y 

morfológicos se evaluaron a los 50 días después de haber alcanzado el 20% de CHS (Fig. 

2.4). 
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Tratamiento de recuperación 

El tratamiento de recuperación se realizó siguiendo el protocolo descripto por Beloni 

et al., (2017) con pequeñas modificaciones: las macetas con plantas en tratamiento de 

estrés hídrico se regaron al 80% de CHS durante un total de 30 días para el tratamiento de 

recuperación. 

A fin de evaluar parámetros bioquímicos y moleculares, se tomaron muestras de 

plantas de cada tratamiento, control y recuperación, a las 24 y 72 h luego de haber 

alcanzado la condición de recuperación. Los parámetros morfológicos, fisiológicos y 

anatómicos se evaluaron cumplidos los 30 días de recuperación (Fig. 2.4). 

 

Fig. 2.4. Esquema representativo de los tiempos de muestreo correspondientes al ensayoa tiempo largo de estrés hídrico 

y la posterior recuperación. 

 

Evaluación de parámetros fisiológicos 

Determinación del Contenido Relativo de Agua 

Contenido Relativo de Agua (CRA): se determinó siguiendo el modelo de Barr y 

Weatherley, (1962), con algunas modificaciones. Para ello, la tercera y cuarta hoja de dos 

plantas por maceta se cortaron en fragmentos de 7 cm de largo, estableciéndose el peso 

fresco (PF). Luego, los fragmentos se sumergieron en agua destilada durante 24 horas y 

se registró el peso de turgencia (PT). Finalmente, las muestras se secaron a 60 °C en 
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estufa de aire forzado hasta alcanzar peso seco constante (PS). El CRA fue estimado 

mediante la ecuación propuesta por Turner (1986): CRA = [(PF - PS) / (PT - PS)] * 100. 

 

Evapotranspiración 

El agua perdida por evapotranspiración (ET) se calculó como la cantidad de agua 

(g/día) necesaria de ser repuesta para el mantenimiento diario del contenido de agua del 

suelo de las macetas teniendo en cuenta cada tratamiento (80% y 20% CHS). Para lo cual, 

antes y después de los riegos, se pesaron las macetas para determinar la tasa de ET 

promedio diaria (Lo Bianco et al., 2017). 

 

Fluorescencia de la clorofila y parámetros JIP test 

Las mediciones de los parámetros de fluorescencia de la clorofila a se tomaron 

utilizando un fluorómetro portátitl Pocket PEA (Analizador de eficiencia de plantas, 

Hansatech Instruments Ltd., King's Lynn), entre las 10:00 y las 14:00 h.  

Antes de la medición, las hojas se adaptaron completamente a la oscuridad durante 30 

minutos para lograr la oxidación completa de los transportadores de electrones primarios 

(F0). Luego, se procedió a medir cinco plantas por genotipo, tratamiento y repetición. La 

inducción de la fluorescencia de la clorofila fue provocada por un pulso de luz roja de 3 s 

(longitud de onda máxima de 637 nm) emitido por una lámpara LED filtrada por un filtro 

NIR. Este pulso se emitió con una irradiancia de saturación máxima de 3500 μmol m−2 

s−1. 

Es posible diferenciar elementos individuales durante el aumento de fluorescencia. 

Los picos de la cinética de la curva de inducción se indican con las letras O, J, I, P; donde 

O es la fluorescencia mínima (Fo), P es la fluorescencia máxima (Fm) y J e I son puntos 

de inflexión intermedios (Strasser et al., 2004). A partir de estos dos valores absolutos, el 

parámetro Fv (fluorescencia variable) puede calcularse como la diferencia entre dichos 

puntos y el valor de Fm puede observarse como función del parámetro Fv para establecer 

el parámetro Fv/Fm (eficiencia cuántica máxima; Maxwell y Johnson, 2000; Ploschuk et 
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al., 2014; Rasouli y Kiani-Pouya, 2015). Para obtener más detalles sobre los términos 

utilizados por la prueba JIP, se presenta la tabla complementaria en la sección Anexo. 

 

Evaluación de parámetros bioquímicos 

 

Determinación del contenido de malondialdehído (MDA) 

La peroxidación de lípidos de membrana en hojas se estableció a través de la medición 

del contenido de MDA, según lo descripto por Heath y Packer, (1968), con 

modificaciones menores para C. ciliaris (Tommasino et al., 2018). Alrededor de 100 mg 

del material congelado en nitrógeno líquido se molió en 1,5 ml de ácido tricloroacético 

(TCA) al 0,1% seguido de centrifugación a 12.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Una 

alícuota de 0,5 ml del sobrenadante se mezcló con 0,5 ml de TCA al 20% que contenía 

ácido tiobarbitúrico al 0,5% (TBA) y se incubó durante 20 min a 90 ° C. Después de eso, 

la mezcla resultante se centrifugó a 12.000 rpm durante 10 min a 4 ºC. La absorbancia del 

sobrenadante se midió a 532 nm. Las mediciones se corrigieron por turbidez inespecífica 

restando la absorbancia a 600 nm. Cada muestra tenía un control sin TBA (Hodges et al., 

1999). El contenido de MDA se calculó usando un coeficiente de extinción de 155 mM-

1cm-1. Los resultados se expresaron como nmol MDA por g de peso fresco. 

 

Poder reductor total mediante la medición de la capacidad reductora férrica del ensayo 

de plasma (FRAP) 

Este parámetro se midió utilizando el método descripto por Benzie y Strain, (1996), 

con modificaciones propuestas para C. ciliaris (Tommasino et al., 2018). Dicha técnica 

permite determinar el poder reductor total a través de la medición de la reducción de ión 

férrico a la forma ferrosa en presencia de componentes antioxidantes. El reactivo FRAP 

consistió en 525 ml de buffer de acetato (300 mmol/L pH 3.6), 50 ml de 2,4,6-Tris (2-

piridil) -s-triazina (10 mmol/L) y 25 ml de FeCl3•6H2O (200 mmol/L). Aproximadamente 



 

45 
 

100 mg del material congelado en nitrógeno líquido se molieron en 1 ml de alcohol 

etílico al 95% seguido de centrifugación a 12.000 rpm durante 10 min a 4 ºC. Se mezcló 

una alícuota de 30 μl del sobrenadante con 270 μl de reactivo FRAP y luego de 40 min se 

registró la densidad óptica a 600 nm. Los resultados se expresaron como μmol Fe (II)/g 

por g de peso fresco. 

Determinación de actividades enzimáticas 

La actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) se estimó de acuerdo con el 

método descripto por Beauchamp y Fridovich, (1973), que se basa en la capacidad de esta 

enzima para inhibir la reducción del nitro blue tetrazolio (NBT). Las muestras se 

procesaron siguiendo el protocolo descripto por Tommasino et al., (2018). La mezcla de 

reacción (1 ml) consistió en 30 μl de extracto enzimático y buffer fosfato (50 mM, pH 

7,4) que incluyó metionina 13 mM, NBT 75 μM y EDTA 1 μM. La reacción comenzó al 

agregar 4 μM de riboflavina a la mezcla y colocándola debajo de lámparas UV durante 

9min. Una mezcla de reacción completa sin extracto enzimático, que dio el color 

máximo, sirvió como control de la reacción. La reacción se detuvo manteniendo los tubos 

en una habitación oscura. La absorbancia de la mezcla de reacción se registró a 560 nm, y 

una unidad de actividad enzimática se consideró como la cantidad de enzima que reduce 

la densidad óptica al 50% del control (falta la mezcla de reacción enzima). La actividad 

enzimática específica se expresó como unidades SOD (USOD) por mg de proteína. El 

contenido de proteínas en los extractos enzimáticos se cuantificó de acuerdo con el 

método de Bradford, (1976). 

La actividad de la enzima catalasa (CAT) se midió a través del consumo de H2O2 a 

240 nm (Aebi, 1984). Las muestras se procesaron siguiendo el protocolo descripto por 

Tommasino et al., (2018). El procedimiento consistió en moler 100 mg de muestras de 

hojas congeladas en nitrógeno líquido para obtener un polvo fino y se homogeneizaron en 

1,5 ml de buffer fosfato de potasio 50 mM (pH 7,4), que contiene Ácido 

etilendiaminotetraacético (EDTA) 1 mM y 1% (25 mg) polivinilpolipirrolidona (PVPP). 

Esto fue seguido por centrifugación a 12.000 rpm a 4 ° C durante 30 min. Luego, el 

sobrenadante se utilizó para determinar la concentración de proteínas y la actividad 

enzimática antioxidante. Una unidad de actividad de CAT se definió como la cantidad de 

enzima requerida para catalizar la conversión de 1 μmol de H2O2 en agua por minuto. Los 
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resultados se expresaron como μmol de H2O2 extinto por minuto por mg de proteína. El 

contenido de proteínas en los extractos de enzimas se determinó según el método descrito 

por Bradford, (1976). 

 

Con la finalidad de medir la actividad de la enzima ascorbato peroxidasa (APX), se 

maceraron muestras de hojas congeladas (0.1 g) en nitrógeno líquido. Posteriormente, se 

agregó medio de extracción que contenía KH2PO4 50 mM (pH 7.4), EDTA 1 mM, 

polivinilpirrolidona al 5% (PVPP) y ascorbato (AsA) 1 mM (Mizuno et al., 1998). La 

actividad APX se analizó después de la reacción del extracto en presencia de buffer de 

fosfato de potasio 50 mM (pH 7,4) y AsA 0,5 mM. La reacción se inició mediante la 

adición de 0,1 ml de H2O2 30 mM, y la absorbancia decreciente a 290 nm se controló 

durante 30 s (Nakano y Asada, 1981). La actividad APX se estimó considerando el 

coeficiente de extinción molar del ascorbato (2.8 mM −1 cm −1) y los valores obtenidos se 

expresaron en µmol AsA por minuto por mg de proteína (Silva et al., 2010). 

 

Evaluación de parámetros moleculares 

 

Expresión de genes que codifican enzimas involucradas en la biosíntesis de lignina 

Los cebadores utilizados se diseñaron con el software Primer3Plus 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y AmplifiX (v.1.7.0 

(http://crn2m.univ-mrs.fr / pub / amplifix) sobre las secuencias de ARNm depositadas en 

GenBank para Setaria italica (Tabla 1). Los códigos de los genes analizados para las 

enzimas involucradas en la biosíntesis de monolignoles fueron: 4-cumarato CoA ligasa 

(4CL) (GenBank: XM_004985609.2), cinamoil CoA reductasa (CCR) (GenBank: 

XM_004983487.3), cafeoil-CoA O-metiltransferasa (CCoAOMT) (GenBank: 

XM_004957087.2), cinamil alcohol deshidrogenasa (CAD) (GenBank: 

XM_004976726.1), fenilalanina amonio liasa (PAL) (GenBank: XM_004953099.2) y O-

metiltransferasa del ácido cafeico（COMT) (GenBank: XM_004972743.3). Se utilizaron 
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tres réplicas biológicas para cada combinación de tratamiento*genotipo con cada par de 

cebadores. Todos los cebadores utilizados (Tabla 1) se ordenaron a Ruralex (Buenos 

Aires, Argentina). Los tamaños de los productos amplificados se confirmaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa y después de su purificación se secuenciaron para 

confirmar las secuencias reales. 

Aislamiento de ARN y PCR en tiempo real (qPCR) 

El ARN se extrajo de tejidos foliares cosechados a las 24 y 72 h después del 

tratamiento de estrés hídrico. Las hojas muestreadas se congelaron inmediatamente en 

nitrógeno líquido tras la recolección y se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento. Se 

aisló ARN total de alta calidad a partir de 100 mg de tejido congelado usando el reactivo 

TRIzol ™, siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitrogen, Buenos Aires, 

Argentina). El ADN genómico se eliminó después del tratamiento con DNasa I durante 

30 minutos a temperatura ambiente usando DNasa I (Invitrogen, Buenos Aires, 

Argentina). La concentración de ARN se midió usando un espectrofotómetro Nanodrop 

ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware, EE. UU.). La calidad del 

ARN aislado se determinó midiendo la absorbancia a 260 y 280 nm, y su integridad se 

verificó por electroforesis en gel de agarosa al 1% (w/v). La primera cadena del ADN 

complementario (cADN) se sintetizó usando Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) 

trascriptasa reversa (Promega) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En un 

volumen de reacción total de 25 μL, se cebaron 2 μg de ARN libre de DNasa total con 1 

μg d (T) 20 (Ruralex). Para realizar la técnica de qPCR, las reacciones se llevaron a cabo 

en una mezcla de reacción de 15 μL que contenía 250 nM de cada cebador, 1 μL de 

muestra de ADNc y 2X iQ SYBR Green Supermix (BioRad). Se incorporaron controles 

en cada una de las amplificaciones. Las reacciones qPCR se realizaron utilizando un 

termociclador iQ5 (BioRad). El perfil térmico se ajustó a 95 °C durante 3 minutos, 

seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 30 s, 61 °C durante 30 s y 72 °C durante 30 s. La 

especificidad del amplicón se verificó mediante análisis de curva de fusión (55 a 95 °C) 

después de 40 ciclos de PCR. 

El ensayo qPCR se realizó utilizando tres réplicas biológicas para cada tratamiento y 

dos réplicas técnicas para cada réplica biológica. Se seleccionaron como genes de 

referencia, el factor de elongación 1 alfa (EF1α) y el factor de iniciación eucariota 4A 
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(ElF4α) previamente caracterizados en C. ciliaris (Simon et al., 2013) por su mayor 

expresión y estabilidad en tejidos. Las eficiencias de amplificación se determinaron para 

cada gen siguiendo las recomendaciones de Svec et al., (2015). Los valores de eficiencia 

estuvieron entre 90 y 100% para todos los cebadores, con excepción de PAL, CAD y 

4CL. Los perfiles de expresión de estos genes se estimaron en relación a los genes de 

referencia utilizando el software InfoStat (Di Rienzo et al., 2020) siguiendo las 

recomendaciones de Pfaffl et al., (2002). Los datos muestran el aumento o disminución 

relativa del nivel de expresión génica en cada muestra tratada en comparación con los 

niveles de expresión génica en la muestra control. 

 

Observaciones Anatómicas 

 

El protocolo de corte y tinción se realizó siguiendo las recomendaciones de Carloni et 

al., (2014). Se fijaron segmentos de 2 cm desde la base de la tercera hoja completamente 

expandida en una mezcla de etanol: agua: formaldehido: ácido acético glacial (FAA, 5: 

3.5: 1: 0.5) durante 48 h. Posteriormente, se colocaron en etanol al 70% (v/v) hasta su 

procesamiento. Las muestras se deshidrataron en una serie de diluciones de etanol (70%, 

96%, 100% v/v) y los cortes de las hojas se incluyeron en parafina utilizando la técnica 

convencional de D'Ambrogio de Argüesio (1986). Las secciones (10 µm) obtenidas con 

un micrótomo rotativo (Accu-Cut® modelo SRM 200 CW) se tiñeron con Safranina y 

Fast Green (al 1% y 0,1%, respectivamente), un método de tinción simple y diferencial 

para identificar tejidos lignificados y no lignificados. Las secciones lignificadas (teñidas 

de rojo) y los tejidos celulósicos (teñidos de verde) se observaron utilizando un 

microscopio óptico (Jia et al., 2015; Wang et al., 2016). 

Las imágenes con aumentos de x10 y x40 se analizaron utilizando ImageJ 

(Procesamiento y análisis de imágenes en Java) (Arias et al., 2018). Las mediciones se 

realizaron en seis réplicas biológicas (seis secciones transversales por muestra), para lo 

cual se tuvieron en cuenta los dos haces vasculares hacia ambos lados del haz central, tal 

como se describe en Arias et al., (2018). Se midieron las variables: espesor y área total 
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transversal de la hoja, espesor de la epidermis, área del tejido vascular, área 

esclerenquimática y parenquimática y el área de células buliformes. A partir de las áreas 

de parénquima (P) y esclerénquima (S), se calculó la relación P:S. 

 

Evaluación de parámetros morfológicos 

 

La evaluación de los parámetros morfológicos se realizó en cinco plantas (sin parte 

radical) seleccionadas al azar por cada tratamiento y genotipo finalizado el tiempo de 

estrés hídrico y el de recuperación (54 y 69 días desde la siembra, respectivamente). En 

dichas plantas se midieron los siguientes caracteres: altura de planta (a hoja extendida), 

peso fresco y seco aéreo (A, PFA y PSA, respectivamente). Las plantas se secaron luego 

en una estufa de aire forzado a 60 °C hasta obtener un peso seco constante (72h). 

Los valores porcentuales que se muestran en los resultados representan el aumento o la 

disminución del valor promedio del tratamiento de estrés en comparación con el valor 

promedio del tratamiento control. Los mismos se calcularon utilizando la siguiente 

fórmula:  

Valor (%) = [(Xs * 100 / Xc)] - 100. Donde, Xs y Xc son los valores medios para cada 

genotipo obtenido de los tratamientos de estrés y control, respectivamente. 

 

Análisis Estadístico 

 

Para las comparaciones entre medias en las variables CRA, evapotranspiración, PSII, 

análisis molecular, parámetros anatómicos y morfológicos, se utilizaron modelos lineales, 

mixtos y generales y se aplicó ANAVA para un modelo bifactorial con interacción entre 

los factores genotipo y contenido hídrico en un diseño completamente aleatorizado. Para 

MDA, FRAP y las enzimas (CAT, SOD y APX), se aplicaron interacciones de dos y tres 
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vías (genotipo x contenido hídrico x tiempo de medición). Se realizó como test a 

posteriori, la prueba de Fisher al 5% de nivel de significancia (P ≤ 0,05) utilizando el 

paquete estadístico InfoStat (InfoStat versión 2016. Grupo InfoStat. FCA. Universidad 

Nacional de Córdoba. Argentina. Disponible en: http://www.infostat.com. Arkansas). El 

error estándar se representó en todas las figuras. 

En todos los parámetros medidos donde se observaron diferencias significativas para 

la doble interacción, los cambios (en términos de valor porcentual), entre las plantas en 

condiciones de estrés hídrico y las plantas de control correspondientes, se calcularon 

utilizando la siguiente fórmula: Cambio porcentual (%) = [(Xc- Xs) / Xc) × 100]. Donde, 

Xc y Xs denotan plantas de control y estresadas por estrés hídrico. 

 

RESULTADOS 

 

ENSAYO A TIEMPO CORTO DE ESTRÉS HIDRICO 

 

Evaluación de Parámetros Fisiológicos 

 

Contenido Relativo de Agua 

Al cabo de 21 días de exposición a estrés hídrico, el CRA manifestó diferencias 

significativas (P ≤ 0,0021) para la doble interacción genotipo x tratamiento. En el 

tratamiento control, el genotipo RN51 mostró el valor más alto (96,5%) seguido de RN1 

(93,8%) (Fig. 2.5); en concordancia, bajo estrés hídrico, RN1 fue el genotipo que registró 

el valor más bajo de CRA (85%) seguido de RN51 (92%). Si bien ambos genotipos se 

diferenciaron significativamente de sus respectivos controles, esta diferencia fue menor 

en el genotipo tolerante. 
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Fig. 2.3. Contenido relativo de agua en genotipos contrastantes de C. ciliaris (RN51 y RN1) para dos contenidos 

hídricos del suelo (80% y 20% CHS) al cabo de 21 días de exposición a estrés hídrico. Letras diferentes denotan 

diferencias significativas (P ≤ 0,05). Las barras de error indican error estándar. Los valores porcentuales en negrita 

representan la disminución en el valor promedio del tratamiento con respecto al valor promedio del control. 

 

Evapotranspiración 

Este parámetro, medido como el agua perdida por evapotranspiración (g/día), no 

mostró diferencias significativas en la doble interacción (P ˃ 0,05). Sin embargo, se 

observaron diferencias significativas entre genotipos y entre contenido hídrico (P ≤ 

0,0001). RN51 siempre tuvo mayor ET, independientemente del contenido hídrico. El 

valor promedio durante los 21 días de tratamiento registrado en el genotipo RN51 fue de 

0,18 g, mientras que para el genotipo RN1 fue de 0,14 g. Por otro lado, la falta de agua 

redujo la ET a más de la mitad. El valor promedio para las condiciones de control y estrés 

hídrico fue de 0,22 g y 0,10 g, respectivamente. Como se muestra en la Figura 2.6, el día 

21 denota el final del tratamiento de sequía y el comienzo del tratamiento de 

recuperación. Si bien, la misma tendencia mencionada anteriormente para el ensayo de 
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estrés hídrico se observó en el tratamiento de recuperación, exhibiendo diferencias 

significativas entre genotipos y contenido hídrico (P ≤ 0,0001), esta mostró una caída 

importante, luego de un pequeño pico. Al final de este período, el valor promedio más 

alto se registró en el genotipo RN51 (0,16 g) mientras que el valor promedio más bajo se 

encontró en el genotipo RN1 (0,13 g). Con respecto al contenido hídrico, el valor 

promedio para control y estrés hídrico fue de 0,19 g y 0,10 g, respectivamente. 

 

 

Fig. 2.6. Evapotranspiración como agua suministrada (g día-1) en genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51 y 

RN1) durante condiciones de estrés hídrico y recuperación. Las líneas muestran el inicio de las condiciones de estrés 

hídrico (D) y recuperación (R). Las barras de error indican error estándar. 

 

Fluorescencia de la Clorofila  

En relación a la variable Fv/Fm, no se observaron diferencias significativas en la 

interacción doble genotipo x contenido hídrico. Sin embargo, se observaron diferencias 
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significativas entre tratamientos (P ≤ 0,05). El valor registrado en el tratamiento control 

(0,78) fue significativamente mayor que el registrado en condiciones de estrés hídrico 

(0,76). Asimismo, se observó un aumento significativo (P ≤ 0,05) del tiempo para 

alcanzar Fm (t para Fm) en ambos genotipos bajo estrés por sequía, con respecto a sus 

respectivas plantas control, y este aumento fue significativamente mayor en RN1 (230%) 

que en RN51 (92%). El área de la curva OJIP (área) y el índice de desempeño total (PI 

total) disminuyeron significativamente (P ≤ 0,05) cuando se impuso estrés hídrico en 

comparación con el tratamiento control, pero sin diferencias entre genotipos. En cuanto a 

los flujos de energía específicos (por centro de reacción), la absorción (ABSo/RC) y la 

captura/secuestro (TRo/RC) de energía se incrementaron considerablemente en RN1 

(31,6% y 26,6%, respectivamente) bajo el tratamiento de estrés hídrico en comparación 

con las condiciones de control, mientras que en RN51, los incrementos fueron menores 

(10,5% y 26,6%, respectivamente). Se observó la misma tendencia para la disipación de 

energía luminosa como calor latente (representado por DIo/RC). Las plantas de RN1 en 

condiciones de estrés hídrico aumentaron la disipación de energía lumínica en un 36% en 

comparación con las plantas de control, mientras que RN51 solo aumentó un 12,5%. 
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Tabla 2.1 Parámetros de fluorescencia medidos en dos genotipos de Cenchrus ciliaris 

(RN51 y RN1) bajo condiciones control y estrés hídrico a los 21 días de inicado el estrés. 

Los valores representan las medias ± SE.  

 

  Control Estrés hídrico 

Parámetros 

de 

fluorescencia 

RN51   RN1   RN51   RN1   

t for Fm (**) 185,29 ± 39,11 c 193 ± 50,99 c 355 ± 46,75 b 636 ± 4,72 a 

Area (*) 
269124,35 ± 

10632,6 
A 

238860,8 ± 

13863,2 
A 171642,33 ± 12655,3 B 139995,3 ± 12158,80 B 

Fo (**) 4523,94 ± 152,1 a 4557,3 ± 198,3 a 4398,25 ± 180,9 a 3131,77 ± 173,89 b 

Fm (**) 
20713,24 ± 
692,87 

a 20508,1 ± 903,39 a 19345,1 ± 824,7 a 13179,23 ± 792,33 b 

Fv (**) 
16189,29 ± 

547,70 
a 15950,8 ± 714,11 a 14946,8 ± 651,9 a 10047,5 ± 626,31 b 

Fv/Fm (*)  0,78 ± 0,01 A 0,78 ± 0,02 A 0,77 ± 0,03 B 0,76 ± 0,03 B 

ABS/RC (**) 19,39 ± 0,47 c 19,68 ± 0,61 bc 20,95 ± 0,61 b 24,59 ± 0,54 a 

DIo/RC (**) 0,42 ± 0,02 c 0,44 ± 0,02 bc 0,48 ± 0,02 b 0,6 ± 0,02 a 

TRo/RC (**) 15,15 ± 0,3 c 15,31 ± 0,4 c 16,14 ± 0,4 b 19 ± 0,4 a 

ETo/RC (*) 1 ± 0,02 A 0,97 ± 0,03 A 0,87 ± 0,03 B  0,78 ± 0,03 B 

PI total (**) 16,53 ± 0,92 a 7,53 ± 1,85 b 0,99 ± 0,7 c 0,19 ± 0,03 c 

Diferentes letras minúsculas indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la doble interacción (**) y letras 

mayúsculas indican diferencias significativas entre tratamientos (P ≤ 0,05) (*) para variables donde la doble interacción 

no fue significativa (P> 0,05). 

 

Evaluación de parámetros bioquímicos 

 

Contenido en Malondialdehído (MDA) 

En condiciones de estrés hídrico, no se observaron diferencias significativas en la 

triple interacción (genotipo x tratamiento x tiempo de muestreo). Sin embargo, para la 

doble interacción (genotipo x tratamiento) se encontraron diferencias significativas (P ≤ 

0,05) en ambos tiempos de muestreo. A las 24 horas, en condiciones de estrés hídrico, se 
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registraron los valores más altos. RN1 mostró un aumento del 133% en el contenido de 

MDA en comparación con su control (17,36 nmol g-1 FW y 7,43 nmol g-1 FW, 

respectivamente), seguido del genotipo RN51 con un aumento significativamente menor 

(84%) entre el tratamiento de estrés hídrico y el control (12,85 nmol g-1 FW y 6,97 nmol 

g-1 FW, respectivamente; figura 2.7A). En cuanto a las 72 horas de tiempo de muestreo, 

el genotipo RN1 en el tratamiento de sequía mostró el valor más alto (12,85 nmol g -1 

FW), lo que representó un incremento del 110,65% respecto a su control. Por el contrario, 

el genotipo RN51 mostró sólo un aumento del 23,5% en el valor de MDA entre las 

condiciones de estrés hídrico y control (9,37 y 7,59 nmol g-1 FW respectivamente). El 

último resultado permite evidenciar que el genotipo RN51 tuvo menor daño oxidativo 

que el RN1 (Fig. 2.7A). 

Luego de la rehidratación durante el tratamiento de recuperación, no se observaron 

diferencias significativas en la triple interacción (genotipo x tratamiento x tiempo de 

muestreo) (Fig. 2.7B). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas (P ≤ 0.05) 

para la interacción entre genotipos y tratamientos, en ambos tiempos de muestreo. El 

contenido de MDA disminuyó en las plantas recuperadas de ambos genotipos, pero aún 

mantuvieron diferencias con sus respectivos controles. Sin embargo, la recuperación del 

genotipo RN51 (3,4 nmol g−1 PF) fue mayor, el cual alcanzó un valor próximo a su 

control (2,3 nmol g−1 PF), mientras que las plantas recuperadas del genotipo RN1 (6,6 

nmol g −1 PF) mantuvieron una alta diferencia del 127% con respecto a su control (2,7 

nmol g−1 PF). 

 

 

 



 

56 
 

 

Fig. 2.7. Contenido de malondialdehído (MDA) y poder reductor total cuantificado mediante el ensayo FRAP en 
genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1) en condiciones de estrés hídrico (A, C) y de recuperación 

(B, D) a las 24 y 72 horas de muestreo. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P ≤ 0,05) en cada momento. 

Las barras de error indican error estándar. 

 

Poder reductor total mediante la capacidad reductora férrica del ensayo de plasma 

(FRAP)/ actividad antioxidante total 

Durante el tratamiento de estrés hídrico, no se registró ningún efecto significativo para 

la triple interacción (genotipo x tratamiento x tiempo de muestreo). Como se muestra en 

la Fig. 2.7C, se encontraron diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la doble interacción 

(genotipo x tratamiento) en ambos tiempos de muestreo. A las 24 horas en que los dos 
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genotipos de C. ciliaris fueron expuestos al tratamiento de estrés hídrico, el genotipo 

RN51 aumentó significativamente en un 40% la actividad antioxidante total (de 0.58 a 

0,81 µmol g-1 FW), mientras que RN1 redujo en un 30% dicha actividaden comparación 

con su control (de 0,53 a 0,37 µmol g-1 FW). A las 72 horas de muestreo, RN51 presentó 

el mayor valor de FRAP (0,69 µmol g-1 FW) sin diferencias respecto a su control (0,63 

µmol g-1 FW), mientras que RN1 (0,41 µmol g-1 FW) mostró un valor 24% menor que su 

control (0,51 µmol g-1 FW). 

Durante el tratamiento de recuperación, no se encontraron diferencias significativas 

para la triple interacción, mientras que se observaron diferencias significativas entre 

genotipos, tratamientos y tiempo de muestreo (P ≤ 0.05) (Figura 2.7D). RN51 mostró 

valores superiores a RN1, con una media de 0,85 μmol g−1 PF y 0,69 μmol g−1 PF, 

respectivamente. Por su parte, las plantas control y las plantas recuperadas mostraron un 

valor promedio de 0.88 μmol g−1 PF y 0.61 μmol g−1 PF, respectivamente. En cuanto al 

tiempo de muestreo, el valor de FRAP registrado a las 24 h fue de 1,13 y de 0,33 μmol g−1 

PF a las 72 h de tiempo de muestreo. 

 

 

Actividad enzimática antioxidante 

Actividad Superóxido Dismutasa (SOD) 

Durante el tratamiento de estrés hídrico (Fig. 2.8A), no hubo diferencias significativas 

en la triple interacción (genotipo x tratamiento x tiempo de muestreo; P> 0,05). La 

actividad SOD mostró efecto significativo de la doble interacción genotipo x contenido 

hídrico (P ≤ 0,0001) solo en el tiempo de muestreo de 24 horas. En este momento, el 

nivel más alto de SOD se registró en el genotipo RN51 en condiciones de estrés hídrico 

con un valor promedio de 59,79 USOD mg-1 de proteína, que fue un 295% más alto que 

su control. Por el contrario, aunque RN1 mostró un ligero aumento respecto a su control, 

el mismo no fue significativo. 

Durante el tratamiento de recuperación, (Fig. 2.8B), se observaron diferencias 

significativas para la doble interacción genotipo x contenido hídrico (P ≤ 0,05). El 
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genotipo RN1 mostró la mayor actividad de SOD en plantas recuperadas con un valor 

promedio de 238.58 USOD mg-1 proteína después de 24 horas, un 298% mayor que su 

control. La misma tendencia se observó a las 72 horas de muestreo. Por su parte, RN51 

no mostró efecto significativo de la exposición a estrés hídrico para esta variable ni a las 

24, ni a las 72 horas. 

 

Fig. 2.8. Actividad de la enzima superóxido dismutasa (SOD) evaluada a las 24 y 72 h en genotipos contrastantes de 

Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1) expuestos a condiciones de estrés hídrico (A) y recuperación (B).  Letras diferentes 

denotan diferencias significativas (P ≤ 0,05) en cada momento. Las barras de error indican error estándar. 

 

Actividad Catalasa (CAT) 

En el tratamiento de estrés hídrico, la triple interacción (genotipo x contenido hídrico x 

tiempo de muestreo) no fue significativa (P> 0,05). A las 24 h del tratamiento de estrés 

hídrico, la actividad CAT sólo mostró diferencias significativas entre contenido hídrico 

(P ≤ 0,05). Se registró mayor actividad en condiciones de estrés hídrico (con un valor 

medio de 0,14 µmol min-1 mg-1 de proteína) en comparación con el tratamiento de control 

(0,07 µmol min-1 mg-1 de proteína). Sin embargo, a las 72 horas, la actividad CAT 

mostró interacciones dobles (genotipo x contenido hídrico) significativas (P ≤ 0,05). Las 

plantas del genotipo RN51 expuestas a condiciones de estrés hídrico mostraron el mayor 

incremento en la actividad CAT (con un valor promedio de 0,22 µmol min-1 mg-1 de 

proteína), lo que representó un incremento del 175% en comparación con su control (Fig. 
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2.9A). Cotrariamente, posterior a la rehidridatación y a las 72 hs de muestreo, fue RN1 en 

condiciones de estrés hídrico el que mostró los valores más altos (interacción genotipo x 

contenido hídrico significativa; P ≤ 0,05). 

 

Actividad Ascorbato Peroxidasa (APX) 

En el tratamiento de estrés hídrico, la interacción triple (genotipo x tratamiento x 

tiempo de muestreo) no fue significativa (P> 0,05). En el tiempo de muestreo de 24 

horas, la actividad APX presentó interacción doble (genotipo x tratamiento) significativa 

(P< 0,05), con el valor más alto registrado en plantas del genotipo RN51 expuestas a 

condiciones de estrés hídrico (0,14 µmol min-1 mg-1 de proteína), excediendo el valor de 

su control en un 180%. La misma tendencia se observó a las 72 horas de tiempo de 

muestreo, con la mayor actividad APX observada en RN51 (0,22 µmol min-1 mg-1 de 

proteína), con un valor 100% superior al de su control (Fig. 2.9B). Después de la 

rehidratación, se observó interacción triple significativa (P <0,05). Plantas de RN51 que 

estuvieron expuestas al estrés hídrico, exibieron el mayor valor de APX a las 72 hs (0,05 

µmol min-1 mg-1 de proteína). RN1 por su parte mostró siempre valores bajos de 

actividad, independientemente del contenido hídrico y del momento de muestreo. 
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Fig. 2.9. Efecto de condiciones de estrés hídrico en las enzimas catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX). 

Actividad de CAT (A) y actividad de APX (B), evaluadas a las 24 y 72 horas en genotipos contrastantes de Cenchrus 
ciliaris (RN51 y RN1) en condiciones control y estrés hídrico. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P ≤ 

0,05) en cada momento. Las barras de error indican error estándar. 

 

Evaluación de parámetros moleculares 

 

Expresión de genes que codifican enzimas involucradas en la biosíntesis de la lignina 

En general, los genes que codifican enzimas involucradas en la vía biosintética de la 

lignina modificaron su expresión en ambos genotipos. Sin embargo, sólo se vieron 

diferencias a las 24 horas de iniciado el período de estrés y el de rcuperación. Con 

respecto al tratamiento de estrés hídrico, la expresión del gen CCoAOMT se suprimió 

significativamente en las hojas de ambos genotipos (RN51 y RN1) con respecto al 

tratamiento control (relación = -2,185; p = 0,0466 y relación = -9,24; p = 0,0143, 

respectivamente) (Tabla 2.2). Promediando los genotipos, la expresión de esta enzima se 

redujo significativamente en condiciones de estrés hídrico (relación: -4,17; p = 0,0261). 

Por otra parte, la expresión del gen COMT mostró disminución leve en ambos genotipos 

y no se observaron diferencias significativas (p> 0,05). Con respecto a la expresión del 

gen CCR, bajo estrés hídrico aumentó significativamente su valor en el genotipo RN51 

con respecto al tratamiento de control (relación = 1,93; p = 0,0231), mientras que RN1 no 
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mostró diferencias significativas en la expresión de este gen (Tabla 2.2). Cuando 

comparamos ambos genotipos en condiciones de estrés hídrico, la expresión de este gen 

se redujo significativamente (relación: -1,2; p = 0,0206). 

 

Tabla 2.2. Expresión de los genes que codifican enzimas involucradas en la biosíntesis de 

lignina en los genotipos C. ciliaris (RN51 y RN1) en relación al control sin estrés según 

análisis de RT-PCR en tiempo real, medida a las 24 horas del inicio del tratamiento de 

sequía y recuperación. 

 

        

Gen 

Secuencia de los cebadores (5' - 

3') 
Tamaño 

del 

producto 

(bp) 

Genotipos Tratamiento 
Log2 

(Ratio) 
R2 p-valor 

Forward /Reverse 

CCoAOMT 

  

138 

RN51 Estrés hídrico -2,185 99,6 0,0466 

RN1 Estrés hídrico -9,24 
 

0,0143 

AGCAAAAGCAGTCGTCATAGG RN51:RN1 
Estrés hídrico 

-4,17 
 

0,0261 

CACGGTGGATTCCAGAATC RN51 Recuperación 0,68 

 

0,1174 

 

RN1 Recuperación 0,41 0,1961 

RN51:RN1 Recuperación -4,51 0,0289 

COMT 

  

115 

RN51 Estrés hídrico -0,21 99,2 0,4273 

RN1 Estrés hídrico -1,46 

 

0,2275 

TCGAGTTCTACACGGGCTTC RN51:RN1 Estrés hídrico -1,11 0,2288 

AAGTTGACGCCCTTGATCTG RN51 Recuperación 1,42 0,0451 

 

RN1 Recuperación -4,2 0,0442 

RN51:RN1 Recuperación -4,4 0,0399 

CCR 

  

106 

RN51 Estrés hídrico 1,93 99,7 0,0231 

RN1 Estrés hídrico 0,41 

 

0,423 

CCACCAAGTGATGAGCTGAA RN51:RN1 Estrés hídrico -1,2 0,0206 

CCCTAATCCACTCCCCGTAT RN51 Recuperación 0,96 0,0376 

 

RN1 Recuperación -0,85 0,2536 

RN51:RN1 Recuperación 1,5 0,0415 
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En relación al tratamiento de recuperación, los genes CCR y COMT mostraron 

diferencias significativas en ambos genotipos, siendo la expresión de estos genes 

incrementada en el genotipo RN51 (relación: 0,96; p = 0,0376 y relación: 1,42; p = 0,045, 

respectivamente) mientras que el genotipo RN1 mostró el comportamiento opuesto (tabla 

2). El gen CCoAOMT no mostró diferencias significativas (P< 0,05) en ambos genotipos.  

 

Observaciones Anatómicas 

 

El promedio y error estándar para los parámetros anatómicos medidos (espesor y áreas 

de esclerénquima, células bulliformes y tejidos de parénquima y epidermis) se presentan 

en la Tabla 2.3. La interacción doble (genotipo x tratamiento) fue significativa (P ≤ 0,05) 

en la mayoría de los parámetros. En condiciones de estrés hídrico, RN51 incrementó el 

área de esclerénquima, el área de la vaina parenquimatosa y el grosor de la epidermis 

adaxial en comparación a su control, en 111, 110 y 82%, respectivamente (Fig. 2.10C, D; 

Tabla 2.3). En contraposición, RN1 disminuyó tales parámentros bajo condiciones de 

estrés hídrico, lo cual permitió diferenciar significativamente a ambos genotipos en su 

respuesta anatómica. 

Cuando el genotipo RN51 se expuso a condiciones de estrés hídrico, se pudo observar, 

hacia ambos lados de la nervadura central, grupos de cuatro a cinco células incoloras en 

la epidermis adaxial (en forma de abanico), conocidas como células bulliformes, que 

cubrieron un área de 9,33 ± 0,82 * 10³ μm2 (Fig. 2.10C). Por el contrario, el genotipo 

sensible (RN1) en dichas condiciones de estrés no mostró desarrollo de células 

bulliformes y disminuyó significativamente el grosor de la sección transversal de la 

lámina en un 42% en comparación con su control (Tabla 2.3; Figura 2.10D). Con 

respecto a la relación parénquima: esclerénquima (P: S), las plantas de RN51 expuestas a 

estrés hídrico mostraron el valor más alto (8,74) mientras que las plantas de RN1 el más 

bajo (6,96). 
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Tabla 2.3. Parámetros anatómicos medidos en la sección transversal de la lámina de dos 

genotipos contrastantes de C. ciliaris (RN51 y RN1) en dos contenidos hídricos del suelo 

(80% y 20% CHS) al cabo de 21 días de la imposición del estrés hídrico. Se midieron los 

tejidos comprendidos entre los dos haces vasculares a ambos lados del haz central. Los 

valores representan la media ± EE. 

 

         Parámetros 

Anatómicos 
Control   Estrés hídrico   

  RN51   RN1   RN51   RN1   

Espesor total 
(µm)** 

(2,2 ± 0,3) x 10² a (2,17± 0,07) x 10² a (2± 0,16) x 10² a (1,22± 0,01) x 10 ² b 

Area 

esclerenquimática 
(E) (µm²)** 

(27,37 ± 3,9) x 10² b (33,7± 3,34) x 10² b (57,9± 7,5) x 10² a (26,8± 1,67) x 10² b 

Área de células 
buliformes 

(µm²)** 

------- 
 

------- 
 

(9,33± 0,82) x 10³ 
 

------- 
 

Vaina 
parenquimática y 
clorénquima 
radiado (µm²)** 

(13,1± 1,78) x 10³ b (12,65± 0,88) x 10³ b (27,53± 0,73) x 10³ a (7,1± 0,13) x10³ c 

Parénquima 
incoloro (µm²)** 

(95± 7,6) x 10³ a (33,179± 6,4) x 10³ b (18± 6,9) x 10³ bc (10,3± 6,9) x10³ c 

Area 
parenquimática  
(P) (µm²)** 

(112,3± 8,35) x 10³ a (47,5± 7,6) x 10³ b (44,94± 8,3) x 10³ bc (17,72± 7,05) x10³ c 

Área total de la 

hoja (µm²)* 
(123,6± 21) x 10³ A (80,95± 5,93) x 10³ B (72,17± 8,51) x 10³ A (44,46± 1,36)  x10³ B 

P : E ** 41,34 ± 4,32 a 14,41± 2,26 b 8,74± 0,59 c 6,96± 0,46  d 

Espesor de la 
epidermis abaxial 
(µm)* 

25,52 ± 1,83 A 20,09± 1,83 B 25,95± 1,83 A 19,76± 1,83 B 

Espesor de la 

epidermis adaxial  
(µm)** 

16,72 ± 1,4 c 21,24± 1,38 b 31,23± 1,38 a 19,43± 1,83 bc 

         

Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas (p ≤ 0,05) para la interacción doble (**). Letras 

mayúsculas indican diferencias significativas entre los genotipos (p ≤ 0,0001) (*) dentro de los tratamientos para 

variables donde la interacción doble no fue significativa (p> 0,05). 
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Fig. 2.10. Efecto de las condiciones de estrés hídrico y recuperación sobre las observaciones anatómicas. Sección 

transversal de la lámina (A, B, C, D - barra de escala de 100 µm) y haz vascular central (E, F, G, H - barra de escala de 
50 µm) de genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1) bajo condiciones de control y estrés hídrico. P. 

parénquima; VB. haz vascular; VT. tejido vascular; BC. células bulliformes; S. esclerénquima; Ad. Ep. epidermis 

adaxial; Ab. Ep. epidermis abaxial; C. clorénquima; LT. tejido lignificado. 

 

 

Evaluación de parámetros morfológicos 

 

En general, cuando se aplicó el tratamiento de estrés hídrico, ambos genotipos de C. 

ciliaris mostraron disminución en todos los parámetros morfológicos respecto al 

tratamiento control; sin embargo, RN1 fue el genotipo que registró la mayor reducción. 
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Se mostraron efectos permanentes del estrés en RN1, a iferencia de RN51 que respondió 

a las mejoras en el ambiente hídrico durante la rehidratación, recuperando su 

comportamiento de manera sinificativa, aunque sin alcanzar el nivel del control. En 

condiciones de estrés hídrico, el peso fresco aéreo (PFA) mostró diferencias significativas 

en la interacción doble genotipo x contenido hídrico (P ≤ 0,05). El genotipo RN51 

exhibió disminución del 26% con respecto a su control, mientras que RN1 exhibió una 

reducción del 56%. La misma tendencia se observó en el tratamiento de recuperación. 

Los porcentajes de disminución en RN51 y RN1 con respecto a su control, fueron 27% y 

62%, respectivamente (Fig. 2.11A). Asimismo, el peso seco aéreo (PSA) mostró 

diferencias significativas en la interacción doble genotipo x contenido hídrico (P ≤ 0,05). 

RN1 registró la mayor disminución para este parámetro (46% con respecto a su control) 

cuando estuvo expuesto a estrés hídrico, y en el tratamiento de recuperación la reducción 

fue aún más pronunciada (65%) (Fig. 2.11B). Se registró el mismo comportamiento para 

la variable altura de la planta (A), mostrando diferencias significativas en la interacción 

doble genotipo x contenido hídrico (P ≤ 0,05). En condiciones de estrés hídrico, la 

reducción observada fue de 20% y 28% para RN51 y RN1, respectivamente, y 13% y 

29% en el tratamiento de recuperación (Fig. 2.11C). 
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 Fig. 2.11. Efecto de estrés hídrico y 

condiciones de recuperación posterior sobre 
parámetros relacionados al crecimiento. Peso 

fresco aéreo (A), Peso seco aéreo (B) y Altura 

de la planta (C) en genotipos contrastantes de 

Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1). Letras 
diferentes indican diferencias significativas (P 

≤ 0,05) para la doble interacción (genotipo x 

tratamiento). Las barras de error indican error 

estándar. 
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Fig. 2.12. Efecto del estrés hídrico a tiempo corto sobre el fenotipo de los genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris 

RN51 (Biloela) y RN1 (Sexual), bajo condiciones de control y estrés hídrico, respectivamente. 

 

ENSAYO A TIEMPO LARGO DE ESTRÉS HÍDRICO 

Los cambios generales ocurridos respecto al ensayo de tiempo corto permitieron una 

mejor discriminación entre los genotipos evaluados. Si bien la intensidad del estrés 

hídrico fue la misma en los distintos ensayos, al prolongarse la duración del estrés, se 

acentuaron las diferencias entre tratamientos. 

 

Evaluación de Parámetros Fisiológicos 

 

Contenido Relativo de Agua (CRA) 

Para esta variable evaluada, hubo diferencias significativas (p ≤ 0,05) para la doble 

interacción genotipo x contenido hídrico, en condiciones de estrés hídrico y recuperación. 

En el primer caso (Fig. 2.13A), el genotipo RN51 mostró el valor más alto de CRA 

(93,32%) en condiciones de control, disminuyendo un 17,7% en condiciones de estrés 

hídrico (76,83%), mientras que RN1 fue el genotipo que registró el valor más bajo de 
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CRA en condiciones de estrés hídrico (49,5%), mostrando una disminución significativa 

del 45,7% respecto a su control (91,1%). 

En el tratamiento de recuperación (Fig. 2.13B), el genotipo tolerante RN51 

proveniente del tratamiento de estrés hídrico, recuperó el valor de CRA (92,97%) 

asemejándose a su respectivo control (94,31%), mientras que el genotipo susceptible RN1 

mostró un leve aumento del valor de CRA (83,94%) pero mantuvo una diferencia 

significativa del 12,5% respecto a su control (95,93%). 

 

Fig. 2.13. Contenido relativo de agua en RN51 y RN1 bajo condiciones de estrés por hídrico (A) y recuperación (B). 

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P ≤ 0,05). Las barras de error indican el error estándar. 

 

Fluorescencia de la clorofila 

En relación a la variable Fv/Fm, se observaron diferencias significativas en la 

interacción doble genotipo x tratamiento (P ≤ 0,05). El valor registrado en RN1 para el 

tratamiento de estrés hídrico (0,61) fue significativamente menor que el registrado en el 

resto de los tratamientos. Asimismo, en este genotipo se observó un aumento 

significativo (P ≤ 0,05) del tiempo para alcanzar Fm (t para Fm) en condiciones de estrés 

hídrico (187% mayor respecto a las plantas en condiciones control), mientras que RN51 

no mostró diferencias significativas. El área de la curva OJIP (área) y el índice de 

desempeño total (PI total) disminuyeron marcadamenteen RN1 cuando se impuso el 
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estrés hídrico en comparación con el tratamiento control, sin embargo, no se 

discriminaron significativamente. En cuanto a los flujos de energía específicos (por 

centro de reacción), la absorción (ABSo/RC) se incrementó considerablemente en RN1 

(42%) en el tratamiento de estrés hídrico en comparación con las condiciones de control. 

Se observó la misma tendencia para la disipación de energía luminosa como calor latente 

(representado por DIo/RC). Las plantas de RN1 en condiciones de estrés hídrico 

aumentaron la disipación de energía lumínica en más del 1000% en comparación con las 

plantas control, mientras que RN51 no mostró diferencias significativas entre contenido 

hídrico. 

 

Tabla 2.4. Parámetros de fluorescencia medidos en dos genotipos de Cenchrus ciliaris 

(RN51 y RN1) bajo condiciones control y estrés hídrico. Los valores representan las 

medias ± EE.  

 

  Control Estrés por sequía 

Parámetros 

de 

fluorescencia 

RN51 
  

RN1 
  

RN51 
  

RN1   

t for Fm (**) 235 ± 136,89 b 203 ± 74,54 b 231 ± 49,32 b 582 ± 257,8 a 

Area (*) 
299235 ± 71441,48 

A 
295648,4 ± 

38358,69  
B 

338617,7 ± 

56763,23  
A 

268748 ± 

56316,48 
B 

Fo (**) 4799,8 ± 612,38 B 5569,9 ± 480,87  A 5302,5 ± 277,5  B 6821 ± 280  A 

Fm (**) 
21192,9 ± 1900,09 

b 
23653,2 ± 1738,79   

a 
21593,6 ± 1468,62 

b 
17639,5 ± 

2648,56 
c 

Fv (**) 
16393,1 ± 1596,21 

ab 
18083,3 ± 1532,11 

a 
16291,1 ± 1260,95 

b 
10818,5 ± 

3015,47 
c 

Fv/Fm (*)  0,77 ± 0,02  a 0,76 ± 0,02  ab 0,75 ± 0,01  ab 0,61 ± 0,1  b 

ABS/RC (**) 18,28 ± 2,29 b 20,41 ± 1,77 b 18,68 ± 1,37 b 28,95 ± 7,62 a 

DIo/RC (**) 0,42 ± 0,09 b 0,48 ± 0,07 b 0,46 ± 0,04 b 8,51 ± 9,24 a 

TRo/RC (**) 
14107,3 ± 1470,87 

c 
15577,9 ± 1124,81 

B 
14086,5 ± 1006,88 

C 
16940,6 ± 

1594,54 
A 

ETo/RC (**) 0,86 ± 0,06 a 2,76 ± 0,06 a 0,9 ± 0,06 a 0,85 ± 0,13 a 

PI total (*) 24,13 ± 17,82 A 12,87 ± 6,93 B 22,64 ± 9,21 A 2,56 ± 4,2 B 

Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la doble interacción (**) y letras 

mayúsculas indican diferencias significativas entre tratamientos (P ≤ 0,05) (*) para variables donde la doble in teracción 

no fue significativa (P> 0,05). 
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Con respecto al tratamiento de recuperación, la mayoría de los parámetros mostraron 

valores semejantes al tratamiento control cuando se repuso el CHS, sin embargo, se 

registraron diferencias significativas en el tiempo para alcanzar Fm (t para Fm), 

mostrando un valor 27% mayor en el tratamiento de recuperación con relación al control, 

sin registrarse diferencias entre genotipos. Por otro lado, si bien ambos genotipos 

mostraron una recuperación del valor de Fv/Fm, RN1 (0,78) continuó diferenciándose 

significativamente del resto de los tratamientos (0,80). 

 

Evaluación de parámetros bioquímicos 

 

Contenido en Malondialdehído (MDA) 

En condiciones de estrés hídrico, se observaron diferencias significativas (P ≤ 0,05) en 

la doble interacción (genotipo x tratamiento). RN1 mostró un aumento del 200% en el 

contenido de MDA en comparación con su control (38,14 nmol g-1 FW y 12,72 nmol g-1 

FW, respectivamente), seguido del genotipo RN51 con un aumento significativamente 

menor (138%) entre el tratamiento de estrés hídrico y el control (23,24 nmol g-1 FW y 

9,78 nmol g-1 FW, respectivamente; figura 2.14A). El último resultado permite evidenciar 

que el genotipo RN51 tuvo menor daño oxidativo que el RN1. 

En cuanto al tratamiento de recuperación (Fig. 2.14B), el genotipo RN1 mostró el 

valor más alto (12,34 nmol g-1 FW), lo que representó un incremento significativo (P ≤ 

0,05) del 78% respecto a su control. Por el contrario, el genotipo RN51 mostró 

incremento, aunque no significativo (P > 0,05), en el valor de MDA entre las condiciones 

de recuperación y control (8,02 y 6,67 nmol g-1 FW, respectivamente).  
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Poder reductor total mediante la capacidad reductora férrica del ensayo de plasma 

(FRAP)/ actividad antioxidante total 

Durante el tratamiento de estrés hídrico, como se muestra en la Fig. 2.14C, se 

encontraron diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la doble interacción (genotipo x 

tratamiento). El genotipo RN51 aumentó significativamente (P ≤ 0,05) la actividad 

antioxidante total (0,7 µmol g-1 PF) representando un 30%, mientras que RN1 (0,57 µmol 

g-1 PF) la redujo en un 8%, en comparación con sus correspondientes plantas control 

(0,54 y 0,62 µmol g-1 PF para RN51 y RN1, respectivamente). 

En el tratamiento de recuperación (Fig. 2.14D), RN51 y RN1 mostraron valores 

semejantes a sus respectivos controles (0,91., 1,1 y 1,13., 1,05 µmol g-1 PF, 

respectivamente) sin diferencias significativas entre ellos. 

 

Fig. 2.14. Contenido en Malondialdeído (MDA) (A) y poder reductor total (FRAP) (B) en RN51 y RN1 bajo 

condiciones de estrés estrés hídrico y recuperación. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P ≤ 0.,05). Las 

barras de error indican el error estándar. 

 

Evaluación de parámetros moleculares 
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Expresión de genes que codifican enzimas involucradas en la biosíntesis de la lignina 

Los genes que codifican enzimas involucradas en la vía biosíntesis de la lignina 

modificaron su expresión en ambos genotipos, observándose diferencias significativas a 

las 24 horas del tratamiento de estrés hídrico y del tratamiento de recuperación. Con 

respecto al tratamiento de estrés hídrico, la expresión del gen CCoAOMT se suprimió 

significativamente en las hojas del genotipo RN1 con respecto al tratamiento control 

(relación = -4,69; p = 0,0149) (Tabla 2.5). Cuando se compararon ambos genotipos en 

condiciones de estrés hídrico, la expresión de esta enzima se redujo significativamente 

(relación: -3,98; p = 0,0197). En cuanto a la expresión del gen COMT, ésta se incrementó 

significativamente en el genotipo RN51 y disminuyó significativamente en RN1 respecto 

a su control (relación: 3,16; p = 0,0165 y relación: -2,87; p = 0,0314, respectivamente). 

Por otro lado, la expresión del gen CCR, bajo estrés por sequía aumentó 

significativamente su valor en el genotipo RN51 con respecto al tratamiento de control 

(relación = 1,84; p = 0,0492), mientras que RN1 no mostró diferencias significativas en la 

expresión de este gen (Tabla 2.5).  
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Tabla 2.5. Expresión de los genes que codifican enzimas involucradas en la biosíntesis de 

lignina en los genotipos C. ciliaris (RN51 y RN1) en relación al control, según análisis de 

RT-PCR en tiempo real, medida a las 24 horas del inicio del tratamiento de sequía y 

recuperación. 

 

        

Gen 

Secuencia de los cebadores (5' - 3') Tamaño 

del 

producto 

(bp) 

Genotipos Tratamiento 
Log2 

(Ratio) 
R2 p-valor 

Forward /Reverse 

CCoAOMT 

  

138 

RN51 Estrés hídrico 1,85 

99,6 

0,1913 

RN1 Estrés hídrico -4,69 0,0149 

AGCAAAAGCAGTCGTCATAGG RN51:RN1 Estrés hídrico -3,98 0,0197 

CACGGTGGATTCCAGAATC RN51 Recuperación 0,74 0,0939 

 

RN1 Recuperación 4,15 0,0375 

RN51:RN1 Recuperación 2,27 0,0899 

COMT 

  

115 

RN51 Estrés hídrico 3,16 

99,2 

0,0165 

RN1 Estrés hídrico -2,87 0,0314 

TCGAGTTCTACACGGGCTTC RN51:RN1 Estrés hídrico -2,18 0,0515 

AAGTTGACGCCCTTGATCTG RN51 Recuperación 0,85 0,3056 

 

RN1 Recuperación -0,18 0,3967 

RN51:RN1 Recuperación -0,01 0,4869 

CCR 

  

106 

RN51 Estrés hídrico 1,84 

99,7 

0,0492 

RN1 Estrés hídrico -0,91 0,2569 

CCACCAAGTGATGAGCTGAA RN51:RN1 Estrés hídrico -1,47 0,1042 

CCCTAATCCACTCCCCGTAT RN51 Recuperación -0,87 0,1566 

 

RN1 Recuperación -3,91 0,1774 

RN51:RN1 Recuperación -0,34 0,3164 

        

 

Con relación al tratamiento de recuperación, sólo se observaron diferencias en la 

expresión del gen CCoAOMT. El genotipo RN1, incrementó significativamente su 

expresión respecto al control (relación: 4,15; p = 0,0375), mientras que no se observaron 

diferencias significativas en la expresión de los restantes genes asociados a la biosíntesis 

de la lignina entre los tratamientos de recuperación y control. 
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Observaciones Anatómicas 

 

El promedio y error estándar para los parámetros anatómicos medidos (espesor y áreas 

de esclerénquima, tejidos de parénquima y epidermis) se presentan en la Tabla 2.6. La 

interacción doble (genotipo x contenido hídrico) fue significativa (P ≤ 0,05) en la 

mayoría de los parámetros evaluados. En condiciones de estrés hídrico, RN51 incrementó 

significativamente el área de esclerénquima y el espesor total de la lámina en 

comparación a su control, en un 31,3 y 16,6 %, respectivamente (Fig. 2.15C; Tabla 2.6). 

A diferencia de este genotipo, RN1, disminuyó significativamente en los parámetros 

anatómicos antes mencionados respecto a su control y también mostró una reducción 

significativa del área de parénquima y área total de la lámina en un 60,3 % y 49,7 %, 

respectivamente en relación con el tratamiento control (Fig. 2.15D). 

Cuando el genotipo RN51 se expuso a condiciones de estrés hídrico se pudo observar, 

al igual que en el ensayo de tiempo corto, un gran desarrollo de células buliformes hacia 

ambos lados de la nervadura central. Sin embargo, en el ensayo de tiempo largo las 

células buliformes escaparon del campo de observación debido al gran desarrollo 

alcanzado por las láminas alrededor de la nervadura central. Con respecto a la relación 

parénquima: esclerénquima (P: E), las plantas de RN51 expuestas a estrés hídrico 

mostraron el valor más bajo (4,5) mientras que las plantas de RN1 bajo la misma 

condición, el más alto (7,9) (Tabla 2.6). 
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Tabla 2.6. Parámetros anatómicos medidos en la sección transversal de la hoja de 

genotipos de C. ciliaris (RN51 y RN1) bajo condiciones de control y estrés hídrico. Se 

midieron los tejidos comprendidos entre los dos haces vasculares a ambos lados del haz 

central. Los valores representan la media ± EE. 

 

          Parámetros 

Anatómicos 
Control   Estrés hídrico   

  RN51   RN1   RN51   RN1   

Espesor Total 

(µm)** 
(4,34 ± 0,5) x 10² ab (4,3 ± 0,5) x 10² ab (5,05 ± 0,5) x 10² a (2,9 ± 0,5) x 10 ² b 

Área 

esclerenquimátic

a (µm²)** 

(24,88 ± 3,3) x 10³ ab (18,72 ± 3,3) x 10³ bc (32,66 ± 3,3) x 10³ a (10,7 ± 3,3) x 10³ c 

Vaina 
parenquimática y 

clorénquima 

radiado (µm²)** 

(51,82 ± 4,46) x 10³ a (44,74 ± 4) x 10³ a (47,3 ± 4,5) x 10³ a (20,9 ± 3,9) x10³ b 

Parénquima 

incoloro (µm²)* 
143,9 ± 23,06) x 10³ A (147,45± 23 x 10³ A 

(143,8 ± 26,6) x 
10³ 

B 
(49,74 ± 20,6) 
x10³ 

B 

Área 

parenquimática 

(P) (µm²)** 

(203,22 ± 26) x 10³ a 
(191,7 ± 26,2) x 

10³ 
a 

(210,2 ± 26,2) x 

10³ 
a (76,15 ± 26) x10³ b 

Área total de la 

hoja (µm²)** 
(348,14 ± 21) x 10³ a (336,34 ± 27) x 10³ a (300 ± 21) x 10³ a 

(169,21 ± 23,5)  
x10³ 

b 

P : E * 15 ± 2,2 A 10 ± 1,9 A 4,5 ± 1,9 B 7,9 ± 2 B 

Espesor de 
epidermis abaxial 

(µm)* 

41 ± 2,4 A 34 ± 3,4 B 41 ± 2,6 A 23 ± 3 B 

Espesor de 
epidermis adaxial 

(µm)* 

42 ± 2,9 A 29 ± 3,6 B 45 ± 3,6 A 23 ± 3,6 B 

          
Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la interacción doble (**). Letras 

mayúsculas indican diferencias significativas entre los genotipos (P ≤ 0,0001) (*) dentro de los tratamientos para 

variables donde la interacción doble no fue significativa (P > 0,05). 
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Fig. 2.4. Efecto del tratamiento de estrés hídrico y control sobre las observaciones anatómicas. Sección transversal de la 

lámina (A, B, C, D - barra de escala de 100 µm) y haz vascular central (E, F, G, H - barra de escala de 50 µm) de 

genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1) en condiciones de control y estrés hídrico. P. parénquima; 

VB. haz vascular; S. esclerénquima; Ad. Ep. epidermis adaxial; Ab. Ep. epidermis abaxial; LT. tejido lignificado.  

 

En el tratamiento de recuperación, la interacción doble (genotipo x tratamiento) fue 

significativa (P ≤ 0,05) en la mayoría de los parámetros. Si bien, las diferencias 

anatómicas observadas fueron similares a las anteriormente mencionadas, éstas se 

acentuaron, diferenciándose aún más cada genotipo de su respectivo control. En 

condiciones de estrés hídrico, RN51 incrementó significativamente (P ≤ 0,05) el área de 

esclerénquima y el espesor total de la hoja en comparación a su control, en un 176 y 40,7 

%, respectivamente (Tabla 2.7). Además, también aumentó el área parenquimática y el 

área total de la hoja en un 156 y 88 %, respectivamente. A diferencia de este genotipo, 

RN1, disminuyó significativamente (P ≤ 0,05) respecto a su control en los parámetros 

anatómicos antes mencionados. Con respecto a la relación parénquima: esclerénquima (P: 
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S), las plantas de RN1 en el tratamiento de recuperación mostraron el valor más bajo 

(4,33) mientras que las plantas de RN51 un valor similar a su control (8,1). 

 

Tabla 2.7. Parámetros anatómicos medidos en la sección transversal de la lámina de dos 

genotipos contrastantes de C. ciliaris (RN51 y RN1) en el tratamiento control y 

recuperación. Se midieron los tejidos comprendidos entre los dos haces vasculares a ambos 

lados del haz central. Los valores representan la media ± EE. 

 

         Parámetros 

Anatómicos 
Control   Recuperación   

  RN51   RN1   RN51   RN1   

Espesor Total 
(µm)** 

(5.06 ± 0.6) x 10² ab 
(4.6 ± 0.5) x 

10² 
b (7.12 ± 0.57) x 10² a 

(2.25 ± 0.6) x 

10 ² 
c 

Área 
esclerenquimática 

(µm²)** 

(18.5 ± 2.48) x 10³ b 
(18.68 ± 2.5) x 
10³ 

b (51.02 ± 2.4) x 10³ a 
(8.53 ± 2.5) x 
10³ 

c 

Vaina 

parenquimática y 
clorénquima 

radiado (µm²)* 

(26.94 ± 10.46) x 10³ A 
(32.08 ± 

10.01) x 10³ 
A (67.28 ± 10.1) x 10³ A 

(22.05 ± 10) 

x10³ 
A 

Parénquima 
incoloro (µm²)** 

133.77 ± 30.81) x 10³ b 
(127.41± 31 x 

10³ 
b (343.89 ± 30.9) x 10³ a 

(14.7 ± 30.8) 

x10³ 
b 

Área 
parenquimática 

(P) (µm²)** 

(160.7 ± 26.77) x 10³ b 
(159.48 ± 27) 
x 10³ 

b (411.16 ± 26) x 10³ a 
(36.73 ± 26.8) 
x10³ 

c 

Área total de la 

hoja (µm²)* 
(287.23 ± 48) x 10³ b 

(293.2 ± 48.2) 
x 10³ 

b (540.34 ± 48.1) x 10³ a 
(123.71 ± 
48.17)  x10³ 

b 

P : E ** 8.91 ± 1.1 A 8.38 ± 1.1 A 8.1 ± 1.1 B 4.33 ± 1.1 B 

Espesor de 

epidermis abaxial 
(µm)* 

37.43 ± 6.31 B 31.62 ± 6 B 47.46 ± 6.3 A 22.48 ± 6.31 A 

Espesor de 

epidermis adaxial 
(µm)** 

46.35 ± 6.37 A 24.4 ± 6.4 B 59.7 ± 6 A 39.1 ± 6.4 B 

         
Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la interacción doble (**). Letras 

mayúsculas indican diferencias significativas entre los genotipos (P ≤ 0,0001) (*) dentro de los tratamientos para 

variables donde la interacción doble no fue significativa (P > 0,05). 
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Evaluación de parámetros morfológicos 

 

Al aplicar el tratamiento de estrés hídrico a tiempo largo, de manera similar que, en el 

tratamiento a tiempo corto, ambos genotipos de C. ciliaris mostraron disminución en 

todos los parámetros morfológicos evaluados respecto al tratamiento control. Sin 

embargo, RN1 fue el genotipo que registró la mayor reducción a diferencia de RN51. En 

condiciones de estrés hídrico, el peso fresco aéreo (PFA) mostró diferencias significativas 

en la doble interacción genotipo x contenido hídrico (P ≤ 0,05). El genotipo RN51 

exhibió una disminución significativa (P ≤ 0,05) del 50,89% con respecto a su control, 

mientras que RN1 exhibió una reducción del 84,18%. La misma tendencia se observó en 

el tratamiento de recuperación. Los porcentajes de disminución en RN51 y RN1 con 

respecto a su control, fueron 19,74% y 57%, respectivamente (Fig. 2.16A). De la misma 

manera, el PSA mostró diferencias significativas (P ≤ 0,05) en la doble interacción 

genotipo x contenido hídrico. RN1 registró la mayor reducción para este parámetro 

(85,21% con respecto a su control) cuando estuvo expuesto a estrés hídrico mientras que, 

en el tratamiento de recuperación, la reducción fue también pronunciada (69,5%) (Fig. 

2.16B). Se registró el mismo comportamiento para la variable altura de la planta (A), 

mostrando diferencias significativas (P ≤ 0,05) en la doble interacción genotipo x 

contenido hídrico. En condiciones de estrés hídrico, la reducción observada fue de 

29,52% y 45,54% para RN51 y RN1, respectivamente, y 24,6% y 46% en el tratamiento 

de recuperación, para RN51 y RN1, respectivamente (Fig. 2.16C). 
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Fig. 2.16. Efecto del estrés hídrico y 

recuperación en el Peso Fresco Aéreo 
(A), Peso Seco Aéreo (B) y Altura de 

planta (C) en los genotipos 

contrastantes de Cenchrus cilaris, 

RN51 y RN1. Letras diferentes indican 
diferencias significativas (P ≤ 0,05) 

para la interacción doble genotipo x 

tratamiento. Las barras de error indican 

error estándar. 
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Fig. 2.17. Efecto del estrés hídrico a tiempo largo sobre el fenotipo en los genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris, 

RN51 y RN1, en condiciones control y de estrés hídrico, respectivamente. De izquierda a derecha, RN51 y RN1 en el 

tratamiento control y estrés hídrico, respectivamente. 

 

 

 

 

Fig. 2.18. Ensayo de estrés hídrico a tiempo largo en los genotipos contrastantes de Cenchrus cilaris, RN51 y RN1, en 

condiciones control y de estrés hídrico, respectivamente. 
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DISCUSIÓN  

 

Los genotipos contrastantes evaluados en este estudio emplearon mecanismos de 

adaptación divergentes para hacer frente a las condiciones de estrés hídrico. Estos 

mecanismos incluyeron el mantenimiento de las relaciones de agua de las láminas, la 

capacidad fotosintética, la desintoxicación de EAO y los cambios en la anatomía de la 

lámina. De esta forma, las plantas de C. ciliaris pudieron evadir el daño inducido por la 

sequía, permitiendo que los genotipos tolerantes recuperen más fácilmente sus funciones 

fisiológicas después de la rehidratación. Si bien la intensidad del estrés hídrico fue la 

misma en los distintos ensayos, al prolongarse la duración del estrés, se acentuaron las 

diferencias entre tratamientos, permitiendo una mejor discriminación entre los genotipos 

evaluados. 

Mantener un estado hídrico adecuado, es crucial para una función fisiológica y 

crecimiento óptimos (Chen et al., 2016; Zhou et al., 2017). En este sentido, el parámetro 

CRA muestra el equilibrio entre el agua absorbida por la planta y la perdida por 

transpiración, por lo que se considera un buen indicador de tolerancia o adaptación a la 

sequía en diversas especies vegetales, incluidos los cereales (Rampino et al., 2006, 

Siddiqui et al., 2016). En nuestro estudio, el estrés hídrico provocó reducción en el CRA 

de las láminas de C. ciliaris. En particular, la reducción fue mayor en el genotipo sensible 

(RN1) que en el genotipo tolerante (RN51). Es ampliamente conocido que las plantas 

reaccionan al déficit hídrico con un cierre rápido de los estomas debido a la disminución 

de la turgencia foliar y la presión de vapor atmosférico (Ashraf y Harris, 2013), evitando 

así una mayor pérdida de agua por transpiración (Huseynova et al., 2012, Habermann et 

al., 2019). Al respecto, cabe destacar que el genotipo tolerante siempre tuvo mayor ET, 

independientemente del nivel hídrico. Sin embargo, en condiciones de recuperación, la 

ET disminuyó en ambos genotipos, a pesar de estar todas las plantas con un nivel hídrico 

casi óptimo, esto podría deberse a una menor demanda atmosférica de agua por una 

saturación de humedad del ambiente (ensayo en cámara).  

Nuestros resultados sugieren que el genotipo tolerante podría tener mejor capacidad 

para regular las relaciones hídricas intracelulares que el genotipo susceptible y, por lo 
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tanto, mantener un mejor crecimiento durante la restricción de agua. Además, ha sido 

ampliamente documentado que la reducción del CRA está relacionada con las 

propiedades de la membrana celular y su adaptabilidad a los cambios ambientales (Amari 

et al., 2017). Chen et al., (2016) y Jian et al., (2012), encontraron resultados similares y 

mencionaron que regresar al estado anterior al estrés es crucial para la recuperación, ya 

que implica la reordenación de las vías metabólicas para reparar el daño inducido por el 

estrés hídrico y reanudar el crecimiento de las plantas. Sin embargo, en nuestro estudio al 

aumentar el tiempo en que las plantas estuvieron expuestas al estrés, el genotipo 

suceptible no alcanzó a retornar a los valores de su control durante la rehidratación. 

El daño al PSII es a menudo la primera manifestación de estrés (Maxwell y Johnson, 

2000). Las mediciones de fluorescencia de clorofila se han convertido en un método 

ampliamente utilizado para investigar el daño del aparato fotosintético y una herramienta 

poderosa para estudiar las respuestas de las plantas al estrés ambiental (Ings et al., 2013; 

Kalaji et al., 2017), incluidos los ensayos de estrés hídrico (Silva et al., 2010, Siddiqui et 

al., 2016, Lone et al. ,2019; Zhao et al., 2019). En este estudio, cuando las plantas 

estuvieron expuestas al tratamiento de estrés hídrico, se observaron alteraciones en la 

mayoría de las mediciones de fluorescencia de la clorofila (los parámetros de la prueba 

OJIP). Fv / Fm mostró valores inferiores a 0,83, lo que sugirió que las plantas crecían en 

condiciones de estrés y que los centros de reacción de PSII estaban dañados (Kalaji et al., 

2017). A diferencia de Fv/Fm, que utiliza sólo valores extremos de fluorescencia de 

clorofila, el índice de desempeño (PI) es un indicador de la vitalidad de la planta que 

incorpora múltiples parámetros, que incluyen absorción, captura de la energía de 

excitación, transporte de electrones más allá de la plastoquinona primaria y disipación de 

la energía de excitación (Ings et al., 2013). En nuestro estudio, este parámetro se vió 

significativamente afectado en el genotipo susceptible, lo que sugiere una reducción del 

suministro de energía de los pigmentos captadores de luz hacia los centros de reacción 

(RC). Además, el genotipo susceptible tuvo la mayor absorción de energía por centro de 

reacción (ABS / RC) en condiciones de estrés hídrico, seguido de un aumento de la 

disipación de calor por centro de reacción (DIo / RC), lo que sugiere que los centros de 

reacción de PSII se dañaron y la energía de luz excesiva fue acumulada en proporciones 

más altas que en el genotipo tolerante. Varios autores encontraron resultados similares 

(Huseynova et al., 2012, Lepeduš et al., 2012, Luna et al., 2018, Zhao et al., 2019). Con 
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respecto a todos los parámetros medidos, el genotipo tolerante mostró mejor capacidad 

para mantener la integridad del aparato fotosintético cuando fue expuesto al estrés 

hídrico. En particular, después de la rehidratción durante la etapa de recuperación, los 

valores de la mayoría de los parámetros de fluorescencia de la clorofila se restauraron a 

valores similares a los del tratamiento de control en ambos genotipos. Sin embargo, 

cuando el tiempo de exposición al estrés fue mayor, el genotipo susceptible mantuvo las 

diferencias respecto a su control en algunos parámetros. Esto último podría sugerir que la 

reducción de los daños asociados al tratamiento de estrés hídrico en los sistemas 

fotosintéticos de las plantas es la base de una rápida recuperación después de la 

rehidratación, reflejado en este caso por el comportamiento del genotipo tolerante. 

El contenido de MDA ha sido considerado un indicador de daño oxidativo en varios 

cultivos, incluidos las gramíneas forrajeras (Bi et al., 2016). En este trabajo se observó 

asociación negativa entre el contenido de MDA y el valor de FRAP, indicando menor 

peroxidación lipídica en láminas y mayor poder antioxidante total en el genotipo tolerante 

(RN51) en concordancia con las observaciones realizadas por Tommasino et al. (2018) 

bajo estrés térmico por calor. Los valores absolutos registrados fueron mayores con el 

incremento de la duración del estrés, acentuando la diferencia entre tratamientos.  

Está bien establecido que las enzimas antioxidantes son extremadamente importantes 

como estrategia de adaptación general utilizada por las plantas para superar el estrés 

oxidativo al desintoxicar las EAO. Al respecto, nuestros resultados mostraron que cuando 

los genotipos fueron expuestos al estrés hídrico, el genotipo tolerante presentó mayor 

actividad de SOD. En base a trabajos anteriores de nuestro grupo (Lanza Castelli et al., 

2010, López Colomba et al., 2013, Tommasino et al., 2018), el genotipo tolerante podría 

tener mayor y más prolongada capacidad para catalizar la dismutación/secuestro de O2
- a 

H2O2 bajo condiciones de estrés, que es el primer paso para eliminar EAO. Además, 

podría sugerir que la enzima SOD puede desempeñar un papel importante a través de 

procesos de señalización en la protección antioxidante del daño causado por la reducción 

en la disponibilidad hídrica. Berwal y Ram (2018) mencionaron similares comentarios. 

Sin embargo, el genotipo sensible (RN1) mostró el valor más alto en esta enzima 

antioxidante a las 24 horas después de la rehidratación. Resultado que también se observó 

en Kentucky bluegrass (Bian et al., 2009) y trigo (Abid et al., 2018) bajo estrés hídrico. 
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Este comportamiento podría sugerir que el proceso de recuperación después de la 

rehidratación no necesariamente limitó la producción de EAO en el genotipo sensible, por 

lo tanto, la defensa antioxidante todavía estaba activa. 

Se han reportado diferentes resultados sobre la actividad de la enzima CAT, como 

inducción, reducción o actividad CAT estable bajo estrés estrés hídrico y recuperación 

(Bian et al., 2009, Gill y Tuteja 2010, Anwar Hossain et al., 2013, Boaretto et al., 2014, 

Bi et al., 2016, Jin et al., 2016). En este trabajo, durante el período de estrés, el genotipo 

tolerante mostró mayor actividad CAT en las láminas de C. ciliaris en comparación con 

el genotipo sensible, lo que sugiere que, a pesar de la afinidad relativamente baja por el 

H2O2, la enzima CAT podría eliminar eficientemente el H2O2 fotorrespiratorio y 

mantener las concentraciones estimadas de H2O2 peroxisomal. En consideración de los 

resultados aquí obtenidos, CAT podría ser considerada una enzima clave para superar el 

estrés oxidativo impuesto por el estrés hídrico (Waszczak et al., 2018, Xie et al., 2019). 

Wang y col. (2016) mencionaron conclusiones similares en trigo. Después de la 

rehidratación, la tendencia mencionada anteriormente se revirtió. En comparación con el 

control, una mayor magnitud de aumento en la concentración de la enzima CAT en las 

láminas del genotipo suscpetible en comparación con las del genotipo tolerante podría 

indicar la posible necesidad de eliminar EAO cuando las plantas se rehidratan. Estas 

diferencias específicas de cultivares en la capacidad de inducir la enzima antioxidante 

podrían explicar parcialmente las diferencias en la tolerancia al estrés hídrico, lo que 

condice con el trabajo realizado en trigo por Abid et al., (2018). 

El ciclo glutatión-ascorbato (AsA-GSH) involucra cuatro enzimas, entre ellas, APX es 

la alternativa con un mecanismo de desintoxicación más efectivo frente al H2O2, 

operando tanto en cloroplastos como en el citosol (Pandey et al., 2017). En este trabajo, 

se observó mayor actividad de APX en el genotipo tolerante bajo estrés hídrico y en el 

tratamiento de recuperación, mientras que el genotipo susceptible no mostró actividad 

después de la rehidratación. Sofo et al., (2015) mencionaron en su estudio que los genes 

que codifican APX son particularmente importantes para mantener dos antioxidantes no 

enzimáticos (ascorbato y glutatión) y que están directa o indirectamente involucrados en 

el mantenimiento de altas tasas de fotosíntesis en plantas en condiciones ambientales 

adversas. De esta manera, el mejor desempeño del RN51 para hacer frente al estrés 
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hídrico podría estar relacionado con mayores cantidades de estos antioxidantes. Además, 

el ascorbato participa en otras funciones, como el crecimiento de las plantas, la 

regulación genética y la modulación de varias enzimas. De esta manera, estudios 

complementarios sobre la expresión génica de los genes APX serían necesarios para 

establecer su papel en la tolerancia de C. ciliaris. 

Las modificaciones en las relaciones hídricas de las láminas, la capacidad fotosintética 

y el sistema de defensa antioxidante observadas en el tratamiento de estrés hídrico tanto 

en el genotipo tolerante como en el susceptible, estuvieron acompañadas de cambios en 

los tejidos foliares y su lignificación. Varios estudios han demostrado que el estrés 

abiótico conduce a la activación rápida de la expresión de enzimas relacionadas con la vía 

de biosíntesis de lignina (Chen et al., 2019) y más de una docena de enzimas están 

involucradas tales como CCR, COMT y CCoAOMT, las cuales juegan un papel 

importante en el proceso de regulación de lignificación (Liu et al., 2018, Christensen y 

Rasmussen, 2019). En este estudio, el nivel de transcripción del gen CCoAOMT 

disminuyó en el genotipo susceptible, mientras que la expresión del gen CCR aumentó en 

los tejidos de la lámina del genotipo tolerante al ser expuestos al estrés hídrico tanto a 

tiempos cortos como prolongados del mismo. Por otro lado, la expresión diferencial del 

gen COMT, sólo fue detectada cuando el estrés hídrico fue de mayor duración, la cual se 

incrementó en el genotipo tolerante y disminuyó en el genotipo susceptible. Los estudios 

realizados en maíz y caña de azúcar han demostrado que la reducción en la expresión de 

genes que codifican las enzimas CcoAOMT, CCR y COMT conduce a una disminución 

en el contenido de lignina (Christensen y Rasmussen, 2019). Teniendo en cuenta los 

resultados aquí mencionados, un mejor desempeño del genotipo tolerante bajo estrés 

hídrico y rehidratación podría estar relacionado con el aumento de la lignificación de los 

tejidos foliares a través de un aumento de los genes involucrados en la biosíntesis de la 

lignina. Por otra parte, diversos estudios han mencionado que los tejidos lignificados son 

el factor más relevante en la reducción de la calidad del forraje (Grabber et al., 2004, 

Stabile et al., 2011, El Hage et al., 2018). Sin embargo, posteriores estudios serán 

necesarios para determinar el efecto de los períodos de estrés hídrico y recuperación 

sobre parámetros de calidad del forraje en los genotipos aquí evaluados, como se 

profundizará en el próximo capítulo. 
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Las plantas se adaptan al estrés hídrico del medio ambiente a través de una variedad de 

mecanismos (Basu et al., 2016). En este sentido, la arquitectura de las láminas juega un 

papel vital en la resistencia a una variedad de factores estresantes, incluido el estrés 

hídrico (Hameed et al., 2012). Además, las modificaciones estructurales, como el grosor 

de la lámina y la epidermis y el desarrollo de células bulliformes, pueden estar 

directamente relacionadas con la tolerancia al estrés hídrico (Hameed et al., 2010, 2012; 

Arias et al., 2018; Mustafa et al., 2019 Selim et al., 2019). También se ha mencionado 

que el estrés hídrico provoca aumento en las células del esclerénquima y en el grosor de 

la pared celular (Basu et al., 2016; de Paula et al., 2019). En este trabajo, después de 21 

días de permanecer en condiciones de estrés hídrico, el área del esclerénquima del 

genotipo tolerante aumentó significativamente y las células bulliformes mostraron gran 

desarrollo, cambios anatómicos que se intensificaron aún más al prolongarse el período 

de estrés. Estas adaptaciones a la restricción en la disponibilidad de agua podrían sugerir 

estrategias para aumentar el almacenamiento de la misma y prevenir la pérdida a través 

del desarrollo de células bulliformes, y fortalecer los haces vasculares a través de la 

esclerificación de los tejidos. Debido a la presencia de estas células de paredes delgadas 

que contienen agua, las hojas pueden enrollarse durante el estrés hídrico (Fang et al., 

2015; Xu et al., 2018; Cal et al., 2019). En la bibliografía se describen conclusiones 

similares para diversas especies (Basu et al., 2016; Mustafa et al., 2019; Shehzadi et al., 

2019), incluida C. ciliaris (Nawazish et al., 2006; Mansoor et al., 2019). 

En la producción de forrajes, es importante mantener el equilibrio entre calidad 

(considerada como digestibilidad de la pared celular) y rendimiento de biomasa (como 

producción de materia seca), que podría verse alterado por el estrés abiótico y la 

capacidad de recuperación de las plantas. Se ha establecido que el estrés hídrico es una 

restricción muy limitante en el crecimiento de estas y la producción de cultivos (Amari et 

al., 2017). En el presente estudio y de acuerdo con los resultados obtenidos en C. ciliaris 

por otros autores (Amari et al., 2017; Tommasino et al., 2018), los parámetros 

morfológicos evaluados relacionados con el crecimiento se vieron afectados 

notablemente en condiciones de hídrico. A pesar de que los dos genotipos (susceptible y 

tolerante) no murieron cuando se expusieron tanto a tiempos cortos como prolongados de 

estrés hídrico, el genotipo sensible mostró la mayor reducción en dichos parámetros, 

diferencia que fue mantenida durante la rehidratación. 
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CONCLUSIONES 

Los dos genotipos que fueron evaluados pudieron tolerar el estrés hidrico y se 

recuperaron de la condición de estrés a la que fueron expuestos. Sin embargo, ambos 

genotipos difirieron significativamente en su respuesta. Los resultados obtenidos indican 

que existen varios mecanismos de adaptación mediante los cuales los genotipos tolerantes 

hacen frente al estrés hídrico. La capacidad para regular la peroxidación de lípidos y 

mitigar el daño oxidativo en respuesta al estrés hídrico y la posterior rehidratación, así 

como el mantenimiento de un contenido relativo de agua en niveles altos y la 

manifestación de características adaptativas foliares (grosor de la epidermis adaxial, 

células buliformes bien desarrolladas), y una lignificación tisular pronunciada. 
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CAPÍTULO III 

 

EFECTO DEL ESTRÉS HÍDRICO Y RECUPERACIÓN EN 

PARÁMETROS DE CALIDAD FORRAJERA 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Los escenarios climáticos futuros predicen fenómenos meteorológicos extremos, 

particularmente en las regiones secas subtropicales y de latitudes medias, con aumento de 

la frecuencia, intensidad y duración de las olas de calor, inundaciones y sequías (IPCC, 

2018). El aumento en la frecuencia de sequías durante la temporada de crecimiento de las 

pasturas impacta en las características físicas y químicas de los forrajes, ya que acelera la 

senescencia de tejidos y disminuye fuertemente su calidad (Dumont et al., 2015). En tal 

sentido, las plantas forrajeras cultivadas en regiones más cálidas y secas serían de menor 

calidad nutritiva que las cultivadas en regiones más frías y húmedas, contendrían mayores 

proporciones de fibra y lignina, y estarían asociadas con valores de digestibilidad más 

bajos (Giordano et al., 2014; Hughes et al., 2014; Lee et al., 2018). 

La calidad del forraje está directamente relacionada con el nivel de nutrintes que la 

planta proporciona a los animales (Mahyuddin et al., 2008), lo cual depende de su 

composición química (Hugues et al., 2014). La composición del forraje está influenciada 

por la fenología de la planta, las condiciones de crecimiento y el manejo (Batistoti et al., 

2012; Hugues et al., 2014; Moura et al., 2010). Las condiciones de crecimiento 

normalmente se ven afectadas por la temperatura y la lluvia, lo que produce una variación 

estacional en la tasa de crecimiento, la biomasa y la calidad del forraje (Haberman et al., 

2018). 
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El mejor parámetro que caracteriza la calidad del forraje es su digestibilidad, la cual se 

considera como la proporción de forraje que come un animal y que utiliza para satisfacer 

sus necesidades de nutrientes (Buxton et al., 1995), es decir la proporción de materia seca 

ingerida que no aparece en heces. Comúnmente, a medida que aumenta el contenido de 

fibra del forraje, su valor nutricional disminuye (Ball et al., 2001; El Hage et al., 2018; 

Grabber et al., 2004; Stabile et al., 2012). La fibra forrajera es un material heterogéneo 

que incluye hemicelulosa, celulosa y una menor cantidad de lignina. En este sentido, la 

fibra detergente neutro (FDN) caracteriza la fracción de materia seca del forraje 

compuesta por hemicelulosa, celulosa y lignina, mientras que la fibra detergente ácido 

(FDA) el contenido de celulosa y lignina (Habermann et al., 2018). Estos componentes 

tienen una correlación negativa con la digestibilidad del forraje. De hecho, se le atribuye 

a la lignina el mayor impacto individual en la digestibilidad, siendo el principal factor que 

limita la digestión de los polisacáridos de la pared celular en el rumen (Stabile et al., 

2012; Baxter and Stewart, 2013; Batistoti et al., 2012; Hugues et al., 2014; Mahyuddin et 

al., 2008). Ésta actúa como una barrera física para las enzimas microbianas responsables 

de la degradación de la celulosa y hemicelulosa, limitando así, la energía digerible 

disponible para el animal (Giordano et al., 2014). Al respecto, Van Soest (1994) señaló 

que la digestibilidad está inversamente relacionada con la lignificación. 

Frente a condiciones de estrés hídrico, las plantas sufren modificaciones morfo-

anatómicas como resultado de modificaciones de la pared celular vegetal (Hameed et al., 

2012; Al-Maskri et al., 2014). En C. ciliaris, diversos autores mencionan que en 

condiciones de estrés hídrico se observaron cambios anatómicos, entre ellos una mayor 

lignificación de la pared celular reforzando los haces vasculares (Mansoor et al., 2019). 

En el estudio mostrado en el capítulo II, el mayor contenido en lignina manifestado en el 

genotipo tolerante, estuvo acompañado también por un aumento de la expresión génica de 

enzimas de la biosíntesis de lignina (Carrizo et al., 2021). 

La mayoría de los métodos de evaluación de alimentos implican la determinación de la 

composición química y estimación de la digestibilidad (Mahyuddin et al., 2008). Las 

estimaciones de laboratorio de la digestibilidad del forraje, particularmente los ensayos 

de digestibilidad ruminal in vitro, son costosos, consumen mucho tiempo y requieren 

animales fistulados donantes de fluido ruminal (Hugues et al., 2014). Más aún, el análisis 

del valor nutritivo por técnicas de laboratorio convencional implica altos costos en 
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tiempo y equipamiento y la manipulación de drogas peligrosas. Una alternativa es la 

tecnología NIRS (Espectroscopía en Infrarrojo Cercano), un método instrumental de 

rápida respuesta, no destructivo y bajo costo operativo que se basa en la propiedad única 

de cada muestra para absorber energía infrarroja, que a su vez está relacionada a su 

composición química. La tecnología NIRS permite estimar el valor nutritivo del forraje 

en forma rápida, con alta precisión y bajo costo operativo, lo que las hace particularmente 

apropiadas para su empleo en los programas de mejoramiento genético de especies 

forrajeras (Juan et al., 2020). 

Un estudio integral, en el que se tenga en cuenta todas las estrategias adaptativas, 

bioquímicas, fisiológicas, anatómicas y morfológicas, que contribuyen a la tolerancia al 

estrés hídrico en C. ciliaris, teniendo en cuenta el impacto sobre la calidad forrajera, no 

se ha llevado a cabo hasta el momento. Es por ello, que en este trabajo se planteó el 

siguiente objetivo: 

 

OBJETIVO ESPECÍFICO 

 

Determinar el efecto del estrés hídrico en parámetros relacionados con calidad 

forrajera: Fibra Detergente Neutra (FDN), Fibra Detergente Ácida (FDA), Lignina 

Detergente Ácida (LDA), Proteína Bruta (PB) y digestibilidad de la materia seca (DMS), 

en genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris L. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

 

Material Vegetal 
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En este experimento, se utilizaron los genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris L., 

(RN51 y RN1) (Lanza Castelli et al., 2010; Tommasino et al., 2012; 2018) descriptos en 

el Capítulo II. 

 

ENSAYO A CAMPO 

 

Condiciones generales de crecimiento y tratamientos 

 

El ensayo se realizó en el predio del CIAP-INTA (31° 28' 3.900" S, 64° 8' 51.864" O), 

durante el período noviembre de 2019 a febrero de 2020, para lo cual se utilizó una 

estructura rain-out shelter (Fig. 3.1), la misma al poseer el techo removible sobre rieles, 

permitió excluír el agua de las precipitaciones al cubrir las unidades experimentales y de 

esta manera controlar el contenido hídrico del suelo (CHS) en cada tratamiento. 

Se sembraron semillas de cada genotipo en almácigos, y cuando las plantas alcanzaron 

los 15 cm de altura (hoja extendida) y un estadío de tres hojas completamente 

desplegadas fueron trasladadas para su rusticación al lugar donde posteriormente fueron 

trasplantadas. Para todos los tratamientos, se trasplantaron dos plantas de cada genotipo 

en macetas (20 cm de diámetro × 40 cm de profundidad) que contenían 8 kg de sustrato 

de arena y suelo (1:1) previamente secado en estufa a 105 °C durante 48 h para eliminar 

el contenido de humedad (Fig. 3.2). El CHS se determinó por método gravimétrico, de 

igual manera a la descripta en el capítulo II. Después del trasplante, las macetas se 

regaron a capacidad de campo (CC), la cual representa el 100% del CHS y luego se 

mantuvieron al 80% del CHS hasta el inicio de los tratamientos. 
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Fig. 3.1. Ensayo a campo con estructura rain-out shelter. A. Genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris L., (RN51 y 

RN1) en macetas dentro de la estructura rain-out shelter. B. Detalle de las plantas en el momento de muestreo.  

 

 

 

Fig. 3.2. Trasplante en macetas del ensayo a campo bajo estructura rain-out shelter. A. Pesaje de macetas. B. 

Transplante de los genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris L., (RN51 y RN1) en macetas dentro de la estructura 

rain-out shelter. 

 

Datos climáticos durante el período del ensayo 

Los datos promedio semanales se obtuvieron a través de datos públicos 

proporcionados por el Ministerio de Agricultura y Ganadería de Córdoba (Gestión de 

estaciones meteorológicas CLIMA (OMIXOM). Estación Camino 60 cuadras 

AgriculturaCba: 30057. (https://magya.omixom.com/accounts/login/?next=/)). La 

temperatura media promedio registrada durante el ensayo fue de 23,8 °C, con una  

temperatura máxima promedio de 30,5 °C y una mínima de 17,1 °C, mientras que la 

A 

https://magya.omixom.com/accounts/login/?next=/
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humedad relativa y la velocidad del viento promedio fueron de 69,3% y 6,23 km/h, 

respectivamente (Fig. 3.3). 

 

 

Fig. 5 Datos climáticos semanales registrados durante el ensayo. Temperatura (°C) media, máxima y mínima, humedad 

relativa (%) y velocidad del viento (Km/h).   

 

Tratamiento de estrés hídrico 

Luego del trasplante, las macetas se dividieron en dos grupos: 1) plantas control: las 

plantas se regaron diariamente al 80% del CHSdurante todo el período experimental y 2), 

plantas en tratamiento de estrés hídrico: en este tratamiento se suspendió el riego de las 

macetas hasta alcanzar el 20% del CHS y se mantuvieron durante 40 días en esta 

condición. 

Con la finalidad de evaluar parámetros bioquímicos, se tomaron muestras de hojas de 

plantas de cada tratamiento, control y estrés hídrico, a las 24 y 72 h luego de haber 

alcanzado el 20% de CHS (Fig. 3.4). Los parámetros fisiológicos, morfológicos y de 
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calidad forrajera se evaluaron cumplidos los 40 días de estrés hídrico (a los 90 días desde 

la siembra). 

 

Tratamiento de recuperación 

El tratamiento de recuperación se realizó siguiendo el protocolo descripto en el 

capítulo II (ensayo a tiempo largo). Las macetas con plantas en tratamiento de estrés 

hídrico se regaron al 80% de CHS durante un total de 30 días. 

A fin de evaluar parámetros bioquímicos, se tomaron muestras de plantas de cada 

tratamiento, control y recuperación, a las 24 y 72 h luego de haber alcanzado las macetas 

nuevamente el 80% de CHS. Los parámetros fisiológicos, morfológicos y de calidad 

forrajera se evaluaron cumplidos los 30 días de recuperación. 

Se realizó un diseño completamente aleatorizado con cuatro repeticiones, donde cada 

repetición a su vez se compuso por ocho macetas (subrepeticiones), por genotipo y 

tratamiento.  

 

 

Fig. 3.4. Esquema representativo de los tiempos de muestreo correspondientes al ensayo a campo de estrés hídrico y 

recuperación. 
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Evaluación de parámetros fisiológicos 

 

La determinación del Contenido Relativo de Agua (CRA) y la medición de parámetros 

asociados a la Fluorescencia de la clorofila y JIP test, se realizaron siguiendo las técnicas 

descriptas en el Capítulo II. 

 

Evaluación de parámetros bioquímicos 

 

Determinación del contenido de malondialdehído (MDA) y del Poder reductor total 

mediante la medición de la capacidad reductora férrica del ensayo de plasma (FRAP) 

La determinación del contenido de malondialdehído (MDA) y del Poder reductor total 

mediante la medición de la capacidad reductora férrica del ensayo de plasma (FRAP) se 

realizaron siguiendo las metodologías de Heath y Packer (1968) y Benzie y Strain (1996), 

respectivamente, descriptas en el Capítulo II. 

 

Contenido de azúcares solubles 

Para establecer el contenido de azúcares totales se molieron aproximadamente 100 mg 

de la muestra, en mortero con aire líquido, con 1 ml de buffer ácido 4-(2-hidroxietil)-1-

piperazinetanosulfonico (HEPES). El extracto formado se centrifugó a 4 °C, durante 30 

minutos, a 12000 rpm. Luego se mezcló 0,5 ml de sobrenadante con 1 ml del reactivo de 

Antrona al 0,2% (Fales, 1951). Posteriormente, se incubó a 100 °C durante 5 min, y luego 

se enfriaron los tubos a temperatura ambiente. El extracto obtenido se cuantificó por 

absorbancia a 620 nm en un un espectrofotómetro Beckman Coulter DU640B. Los 

valores de absorbancia a 620 nm fueron referidos a una curva de sacarosa al 0,6 mg/ml, 

con un valor de R2 superior al 0,95. Los resultados fueron expresados en μg de sacarosa 

por mg de peso fresco. 
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Evaluación de parámetros morfológicos 

La evaluación de los parámetros morfológicos se realizó en cuatro plantas (sin parte 

radical) por cada tratamiento, genotipo y repetición después de 90 días después de la 

siembra y al final del tratamiento de recuperación (120 días después de la siembra). En 

dichas plantas se midieron los siguientes caracteres: altura de planta y peso fresco y seco 

aéreo (A, PFA y PSA, respectivamente) utilizando la metodología descripta en el 

Capítulo II (ensayo a tiempo largo). Por otro lado, se registró el peso seco radicular de 

dichas plantas. Los valores porcentuales en los resultados representan el aumento o la 

disminución del valor promedio del tratamiento de estrés en comparación con el valor 

promedio del tratamiento control. Los mismos se calcularon utilizando la fórmula 

descripta en el Capítulo II. 

 

Relación Hoja:Tallo y Número de macollos 

Al final de cada tratamiento, se recolectaron muestras de planta entera y se secaron en 

estufa a 60°C. De las plantas enteras, se separaron láminas y tallos (tallos+vainas)  y se 

registró el peso seco de cada una de las partes para establecer la relación Hoja:Tallo. Al 

mismo tiempo se contabilizó el número de macollos de cada tratamiento, genotipo y 

repetición. 

 

Evaluación de parámetros de calidad forrajera mediante tecnología Espectroscopía 

en Infrarrojo Cercano (NIRS) 

 

La tecnología NIRS (Espectroscopía en Infrarrojo Cercano), es un método 

instrumental de rápida respuesta, se basa en la propiedad única de cada muestra para 

absorber energía infrarroja, que a su vez está relacionada a su composición química (Juan 

et al., 2020) Previo al uso de NIRS, se desarrollaron en Cenchrus ciliaris, modelos 

predictivos (calibraciones), para cada constituyente de la materia seca, que relacionan los 

espectros de absorción NIRS con la concentración del constituyente medida por técnicas 

de laboratorio. 
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Las muestras separadas en láminas y tallos (tallos+vainas), se molieron con molino a 

cuchillas a 2 mm. La absorción de radiación en infrarrojo cercano de cada muestra se 

recogió por duplicado con un equipo FOSS DS-2500, modo reflectancia, rango 400-2500 

nanómetros con mediciones cada 0,5 nm. Los resultados se expresaron como porcentaje 

de la materia seca de lámina y tallo por separado, siendo éstos los que se mencionan a 

continuación: FDN (celulosa, hemicelulosa y lignina), FDA (celulosa y lignina), Lignina 

y Digestibilidad de la materia seca (DMS). 

 

Análisis estadístico 

 

Para las comparaciones entre medias en las variables CRA, PSII, contenido de 

azúcares solubles, parámetros morfológicos y de calidad forrajera, se utilizaron modelos 

lineales, mixtos y generales y se aplicó ANAVA para un modelo bifactorial con 

interacción entre los factores genotipo y tratamiento en un diseño completamente 

aleatorizado con ocho repeticiones. Para MDA y FRAP, se aplicaron interacciones de dos 

y tres vías (genotipo x tratamiento x tiempo de medición). Se realizó como test a 

posteriori, la prueba de Fisher al 5% de nivel de significancia (P ≤ 0,05) utilizando el 

paquete estadístico InfoStat (Di Rienzo et al., 2020). Las barras de error en los gráficos 

indican el error estándar. 

En todos los parámetros medidos donde se observaron diferencias significativas para 

la doble interacción genotipo x contenido hídrico, los cambios (en términos de valor 

porcentual) relativos a las plantas en condiciones control se calcularon utilizando la 

fórmula descripta en el Capítulo II. 
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RESULTADOS 

 

Evaluación de Parámetros Fisiológicos 

Contenido Relativo de Agua 

Para esta variable evaluada, hubo diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la doble 

interacción genotipo x contenido hídrico bajo condiciones de estrés hídrico y 

recuperación. En el primer caso (Fig. 3.5A), el genotipo RN51 en condiciones de control 

mostró el valor más alto de CRA (88,15%), registrando una disminución del 30,83% 

respecto a condiciones de estrés hídrico (61%). Por otro lado, RN1 fue el genotipo que 

registró el valor más bajo para esta variable (48,34%), mostrando una reducción 

significativa (P ≤ 0,05) del 44,4% respecto a su control (87%). 

En el tratamiento de recuperación (Fig. 3.5B), el genotipo tolerante RN51, recuperó el 

valor de CRA (93%) sin mostrar diferencias significativas (P > 0,05) con su respectivo 

control (94,66%). Por otro lado, si bien el genotipo susceptible RN1 incrementó el valor 

de CRA (80,93%), mantuvo una diferencia significativa (P ≤ 0,05) del 14,5% respecto a 

su control (94,33%). 

 

 

Fig. 3.5. Contenido relativo de agua en genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1) en condiciones de 

estrés hídrico (A) y recuperación (B). Letras diferentes denotan diferencias significativas (p ≤ 0,05). Las barras de error 

indican el error estándar. 
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Fluorescencia de la clorofila y parámetros JIP test 

En la Tabla 3.8, se presentan el promedio y error estándar para cada parámetro de 

fluorescencia en condiciones de estrés hídrico. En relación con la variable Fv/Fm, se 

observaron diferencias significativas en la doble interacción genotipo x contenido hídrico 

(P ≤ 0,05). El genotipo RN1 durante el estrés hídrico registró el menor valor (0,56), 

diferenciándose en un 25% al valor obtenido en condiciones control (0,75). Por otro lado, 

el genotipo RN51 frente al estrés hídrico, no mostró diferencias significativas respecto a 

su control. En cuanto a los flujos de energía específicos (por centro de reacción), la 

absorción de energía (ABSo/RC) se incrementó considerablemente en RN1 (33%) en el 

tratamiento de estrés hídrico en comparación con las condiciones de control, mientras que 

RN51 en el tratamiento de estrés hídrico no se diferenció significativamente respecto a su 

control. La misma tendencia se observó para la disipación de energía luminosa como 

calor latente (representado por DIo/RC). En condiciones de estrés hídrico sólo el genotipo 

RN1 aumentó significativamente DIo/RC (> 1000%) en comparación con las plantas 

control. 
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Tabla 3.1. Parámetros de fluorescencia medidos en dos genotipos contrastantes de 

Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1) en condiciones control y estrés hídrico. Los valores 

representan las medias ± EE.  

 

           Control Estrés hídrico 

Parámetros 

de 

fluorescencia 

RN51   RN1   RN51   RN1   

t for Fm (*) 191,67 ± 34,92 B 228,33 ± 34,92 A 182,5 ± 30,24 B 296 ± 38,25 A 

Area (*) 240520,33 ± 43898,68 A 
247661,33 ± 
43898,68 

A 265844,5 ± 38017,37 A 
140389,6 ± 
48088,6 

A 

Fo (*) 4226,5 ± 138,25 B 4383,17 ± 138,25 B 4571,88 ± 119,73 A 
5022,6 ± 
151,45 

A 

Fm (**) 15873,17 ± 628,07 ab 17782,83 ± 628,07 a 15768,13 ± 543,93 b 
11849,6 ± 
688,02 

c 

Fv (**) 11746,67 ± 666,08 ab 13399,67 ± 666,08 a 11196,25 ± 576,84 b 6827 ± 729,65 c 

Fv/Fm (**)  0,73 ± 0,02 a 0,75 ± 0,02 a 0,71 ± 0,02 a 0,56 ± 0,02 b 

ABS/RC (**) 21,56 ± 1,28 ab 18,67 ± 1,28 b 21,33 ± 1,11 ab 24,83 ± 1,4 a 

DIo/RC (**) 0,57 ± 1,41 b 0,46 ± 1,41 b 0,63 ± 1,23 b 9,07 ± 1,55 a 

TRo/RC (*) 15,85 ± 0,55 A 14,05 ± 0,55 B 14,98 ± 0,48 A 13,44 ± 0,61 B 

ETo/RC (*) 7,69 ± 1,86 A 2,44 ± 1,86 B 5,97 ± 1,61 A 0,68 ± 2,04 B 

PI total (*) 14,75 ± 4,43 A 14,15 ± 4,43 A 16,22 ± 3,84 A 0,58 ± 4,86 A 

         Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la doble interacción (**) y letras 

mayúsculas indican diferencias significativas entre tratamientos (P ≤ 0,05) (*) para variables donde la doble interacción 

no fue significativa (P > 0,05). 
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Tabla 3.2. Parámetros de fluorescencia medidos en genotipos contrastantes de Cenchrus 

ciliaris (RN51 y RN1) en condiciones control y recuperación. Los valores representan las 

medias ± EE.  

 

Parámetros 

de 

fluorescencia 

Control Recuperación 

RN51 RN1 RN51 RN1 

t for Fm (**) 172,5 ± 22,52 a 142,5 ± 14,88 b 167,5 ± 24,93 ab 

188,75 ± 

45,49 a 

Area     139094,75 ± 20974,86 a 156100,63 ± 38873  a 135605,5 ± 17760,12 a 
123101,88 
± 67200,55  a 

Fo       3888,13 ± 212,17 a 4052 ± 195,68 a 4170,38 ± 234,72 a 
3982,88 ± 
1259,56 a 

Fm       14883,13 ± 1405,4 a 13844,63 ± 1478,8 a 15581,63 ± 1337,55 a 
13213 ± 
4864,4 a 

Fv       10995 ± 1305,8 a 9792,63 ± 1330,1 a 11411,25 ± 1358,02 a 
9230,13 ± 
3911,75 a 

Fv/Fm (*)   0,74 ± 0,02 A 0,71 ± 0,03 B 0,73 ± 0,03 A 0,68 ± 0,08 B 

ABS/RC (*)   20,79 ± 2,4 B 25,74 ± 3,36 B 19,8 ± 1,76 A 
24,95 ± 
5,23 A 

DIo/RC   0,55 ± 0,08 a 2,11 ± 3,99 a 0,54 ± 0,11 a 3,98 ± 6,17 a 

TRo/RC (*) 15,32 ± 1,78 B 18,08 ± 1,59 A 14,42 ± 0,78 B 
16,56 ± 
1,77 A 

ETo/RC   0,77 ± 0,07 a 2,12 ± 3,48 a 0,72 ± 0,02 a 0,76 ± 0,08 a 

PI total 1,8 ± 3,45 a 3,84 ± 6,22 a 0,53 ± 0,15 a 3,39 ± 5,63 a 

 

Letras minúsculas diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la doble interacción (**) y letras 

mayúsculas indican diferencias significativas entre tratamientos (P ≤ 0,05) (*) para variables donde la doble interacción 

no fue significativa (P> 0,05). 

 

Con respecto al tratamiento de recuperación (Tabla 3.9), la mayoría de los parámetros 

mostraron valores semejantes al tratamiento control cuando se repuso el CHS, sin 

embargo, se registraron diferencias significativas en el tiempo para alcanzar Fm (t para 

Fm), mostrando el genotipo RN1 un valor 32% mayor en el tratamiento de recuperación 

respecto a su control. Por otro lado, si bien no se encontraron diferencias significativas 

para el parámetro Fv/Fm, RN1 fue el genotipo que registró el menor valor (0,68) (Tabla 

3.9). 
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Evaluación de parámetros bioquímicos 

 

Contenido en Malondialdehído (MDA) 

En condiciones de estrés hídrico, se observaron diferencias significativas (P ≤ 0,05) en 

la doble interacción (genotipo x contenido hídrico). A las 24 horas, RN1 mostró un 

aumento del 86,54% en el contenido de MDA en comparación con su control (16,64 

nmol g-1 FW y 8,92 nmol g-1 FW, respectivamente) diferenciándose significativamente (P 

≤ 0,05) del mismo y registrando el mayor daño oxidativo. Por otro lado, el genotipo 

RN51 no mostró aumento significativo (P > 0,05) del contenido de MDA entre el 

tratamiento de estrés hídrico y el control (9,48 nmol g-1 FW y 9,43 nmol g-1 FW, 

respectivamente; figura 3.6A). A las 72 horas se observó el mismo comportamiento en 

ambos genotipos. 

En cuanto al tratamiento de recuperación (Fig. 3.6B), el contenido de MDA disminuyó 

en ambos genotipos, no registrándose diferencias significativas (P > 0,05). 

 

 

Fig. 3.6. Contenido en Malondialdeído (MDA) en dos genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1) para 

dos contenidos hídricos del suelo (80% y 20% CHS) en condiciones de estrés estrés hídrico (A) y recuperación (B) a 

las 24 y 72 h. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P ≤ 0,05) en cada tiempo de muestreo. Barras de 

error indican el error estándar. 
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Poder reductor total mediante la capacidad reductora férrica del ensayo de plasma 

(FRAP)/ actividad antioxidante total 

Como se muestra en la Fig. 3.7A, a las 72 horas del tratamiento de estrés hídrico, y a 

diferencia de la hora 24, se observaron las mayores diferencias significativas (P ≤ 0,05) 

en esta variable para la doble interacción (genotipo xcontenido hídrico). El genotipo 

RN51 aumentó la actividad antioxidante total en un 41% (2,24 µmol g-1 PF), mientras 

que RN1 (1,38 µmol g-1 PF) redujo la misma en un 17,4%, en comparación con sus 

correspondientes plantas control (1,59 y 1,67 µmol g-1 PF para RN51 y RN1, 

respectivamente). 

En el tratamiento de recuperación (Fig. 3.7B) en ambos tiempos de muestreo, si bien 

RN51 registró el mayor valor (0,98 µmol g-1 PF) y RN1 el menor valor (0,69 µmol g-1 

PF), no se diferenciaron significativamente (P > 0,05) de sus respectivos controles. 

 

Fig. 3.7. Poder reductor total cuantificado mediante el ensayo FRAP en dos genotipos contrastantes de Cenchrus 

ciliaris (RN51 y RN1) en condiciones de estrés hídrico (A) y de recuperación (B) a las 24 y 72 horas de muestreo. 

Letras diferentes denotan diferencias significativas (P ≤ 0,05) para cada tiempo de muestreo. Las barras de error indican 

error estándar. 

 

Contenido de azúcares solubles 

Frente a condiciones de estrés hídrico, ambos genotipos de C. ciliaris se diferenciaron 

significativamente (P ≤ 0,05) en el contenido de azúcares totales solubles respecto al 

tratamiento control; sin embargo, RN1 fue el genotipo que registró el mayor incremento 
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(73,3%). En relación con el tratamiento de recuperación, no se registraron diferencias 

significativas en la doble interacción genotipo x contenido hídrico (P > 0,05), mostrando 

ambos genotipos similares valores en el contenido de azúcares solubles a sus respectivos 

controles (Fig. 3.8). 

 

Fig. 3.8. Contenido de azúcares solubles (µg/mg de PF) en dos genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51 y 

RN1) en condiciones de estrés hídrico y de recuperación. Letras diferentes denotan diferencias significativas (P ≤ 0,05) 

para cada condición de muestreo. Las barras de error indican error estándar. 

 

 

Evaluación de parámetros morfológicos 

 

En general, cuando se aplicó el tratamiento de estrés hídrico, ambos genotipos de C. 

ciliaris mostraron disminución en todos los parámetros morfológicos respecto al 

tratamiento control; sin embargo, RN1 fue el genotipo que registró la mayor reducción. 

En condiciones de estrés hídrico, el PFA, PSA y A, mostraron diferencias significativas 

(P ≤ 0,05) en la doble interacción genotipo x contenido hídrico. El genotipo RN51 

disminuyó su PFA un 25,3% respecto a su control, mientras que RN1 exhibió una 

reducción del 211,25%. La misma tendencia se observó en el tratamiento de 
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recuperación. Los porcentajes de disminución en RN51 y RN1 con respecto a su control, 

fueron 11,88% y 31,27%, respectivamente (Fig. 3.9A). Respecto al PSA, en condiciones 

de estrés hídrico, el genotipo RN51 exhibió disminución del 17,28% con respecto a su 

control, mientras que RN1 exhibió una reducción del 43,15%. La misma tendencia se 

observó en el tratamiento de recuperación. Los porcentajes de disminución en RN51 y 

RN1 con respecto a su control, fueron 10,5% y 20,8%, respectivamente (Fig. 3.9B). Se 

registró el mismo comportamiento respecto a la variable altura de la planta (A), sindo 

RN1 el genotipo que registró la mayor diferencia (40%) respecto a su control, la cual se 

mantuvo durante el tratamiento de recuperación (Fig. 3.9C). 
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Fig. 3.9. Efecto del estrés estrés hídrico 

en parámetros asociados al crecimiento. 
Peso Fresco Aéreo (A), Peso Seco Aéreo 

(B) y Altura de planta (C) en dos 

genotipos contrastantes de Cenchrus 

ciliaris (RN51 y RN1). Letras diferentes 
indican diferencias significativas (P ≤ 

0,05) para la interacción entre genotipo y 

tratamiento. Las barras de error indican el 

error estándar. 
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Fig. 3.10. Efecto del estrés hídrico sobre parámetros morfológicos en los genotipos de Cenchrus ciliaris RN51 y RN1, 

bajo en condiciones de control y estrés hídrico, respectivamente. 

 

Relación Hoja: Tallo y número de macollos 

En cuanto a la relación Hoja:Tallo, durante el tratamiento de estrés hídrico, el genotipo 

RN1 mostró una disminución significativa de 13% respecto a su control, mientras que 

RN51 no se diferenció significativamente (P > 0,05) del mismo (Fig. 3.11A). Similar 

tendencia fue observada para la variable Número de macollos, registrando el genotipo 

RN1 un descenso marcado del 36,4% respecto a su control, mientras que RN51 no 

mostró diferencias significativas (P > 0,05) (Fig. 3.11B). 

 

 

Fig. 3.11. Efecto del estrés estrés hídrico en la relación Hoja:Tallo (A) y número de macollos (B)  en en dos genotipos 

contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1). Letras diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la 

interacción entre genotipo y tratamiento. Las barras de error indican el error estándar. 
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Peso Seco Radicular 

En condiciones de estres hídrico, el peso seco radicular mostró diferencias 

significativas (P ≤ 0,05) en la doble interacción genotipo x tratamiento (Fig. 3.12). El 

genotipo RN51 disminuyó un 57,5% respecto a su control, mientras que RN1 exhibió una 

reducción del 76,3 %. 

 

 

Fig. 3.12. Efecto del estrés estrés hídrico en parámetros asociados al crecimiento radicular. Peso Seco de Raíces en dos 

genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1). Letras diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 

0,05) para la interacción entre genotipo y tratamiento. Las barras de error indican el error estándar. 
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Fig. 3.13. Efecto del estrés hídrico sobre el desarrollo radicular de los genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris 

RN51 y RN1, en condiciones de control y estrés hídrico, respectivamente. 

 

 

 

Evaluación de parámetros de calidad forrajera  

 

En general, en condiciones de estrés hídrico y recuperación, las variables de calidad 

evaluadas en tallo mostraron diferencias significativas (P ≤ 0,05) en la doble interacción 

genotipo x tratamiento. Con respecto al contenido de FDN, en condiciones de estrés 

hídrico, RN1 disminuyó un 8,4% respecto a su control, mientras que RN51 no se 

diferenció significativamente (P > 0,05), observándose similar comportamiento en el 

tratamiento de recuperación (Fig. 3.14A). En cuanto al contenido de FDA, RN51 mostró 

disminución significativa respecto a su control (7,05%) en condiciones de estrés, siendo 

esta diferencia mayor en el genotipo RN1 (16%). En el tratamiento de recuperación el 

contenido de FDA aumentó en RN51, asemejándose a su control, mientras que RN1 

mantuvo la diferencia con su control inicialmente observada en el tratamiento de estrés 

hídrico (Fig. 3.14B). Por otro lado, el mayor valor porcentual de LDA observado, fue en 

el genotipo RN51 (7%), sin mostrar diferencias significativas (P > 0,05) entre 
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tratamientos, mientras que, el menor valor fue registrado en RN1 (5,5%), registrándose 

una diferencia significativa (P ≤ 0,05) respecto a su control del 9,63% en condiciones de 

estrés hídrico y del 14% en recuperación (Fig. 3.14C). 

Finalmente, RN1 mostró el mayor valor de Digestibilidad de la materia seca (DMS), 

tanto en condiciones de estrés (51,6%) como en recuperación (53,8%), registrando un 

aumento significativo (P ≤ 0,05) respecto a su control de un 14,3% y 15,5%, 

respectivamente (Fig. 3.14D). 

 

 

Fig. 3.14. Efecto del estrés hídrico en parámetros de calidad forrajera, FDN (A), FDA (B), Lignina (C) y Digestibilidad 

de la materia seca (D) en tallos de los genotipos constrastantes de Cenchrus ciliaris, RN51 y RN1, en condiciones de 

estrés hídrico y recuperación. Letras diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la interacción entre 

genotipo y tratamiento. Las barras de error indican el error estándar. 
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Las mismas variables de calidad forrajera evaluadas en lámina, también mostraron 

diferencias significativas en la doble interacción (P ≤ 0,05) genotipo x tratamiento. Con 

respecto al contenido de FDN, en estrés hídrico, RN1 disminuyó de manera significativa 

un 6% su valor respecto al control, mientras que RN51 no se diferenció 

significativamente (P > 0,05). En el tratamiento de recuperación se observó disminución 

significativa respecto a sus correspondientes plantas control del 5 y 4%, en RN51 y RN1, 

respectivamente (Fig. 3.15A). En cuanto al contenido de FDA, en condiciones de estrés, 

RN51 (35,3%), no se diferenció significativamente (P > 0,05) respecto a su control 

(35,6%), mientras que RN1 (30%) disminuyó significativamente (P ≤ 0,05) el valor 

respecto a su control (34,2%), registrando una reducción del 12,33%. 

En el tratamiento de recuperación, el contenido de FDA se redujo en ambos genotipos 

con diferencias estadísticamente significativas (P ≤ 0,05), exhibiendo RN51 un valor de 

10,62% menor a su control, mientras que en RN1 esa diferencia fue del 8,51% (Fig. 

3.15B). Por otro lado, el mayor valor porcentual de Lignina observado en condiciones de 

estrés hídrico fue en el genotipo RN51 (4,91%), diferenciándose significativamente (P ≤ 

0,05) de su control (4%), mientras que, el menor valor fue registrado en RN1 (3,38%), sin 

mostrar diferencias significativas (P > 0,05) respecto a su control. En el tratamiento de 

recuperación, sólo hubo diferencias significativas (P ≤ 0,05) entre genotipos, 

registrándose el mayor valor en RN51 (3,88%) y el menor valor en RN1 (3,3%) (Fig. 

3.15C). Con relación a DMS, RN1 en condiciones de estrés hídrico mostró el mayor valor 

para esta variable (67,6%), diferenciándose significativamente (P ≤ 0,05) del resto. A 

diferencia de los resultados observados en condiciones de estrés hídrico, sólo se 

observaron diferencias significativas (P ≤ 0,05) entre genotipos en condiciones de 

recuperación (53,8%), en el cual tanto RN51 como RN1, incrementaron la digestibilidad 

de manera significativa (P < 0,05) respecto a sus correspondientes controles, de un 

11,23% y 5,63%, respectivamente (Fig. 3.15D). 
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Fig. 3.15. Efecto del estrés hídrico en parámetros de calidad forrajera, FDN (A), FDA (B), LDA (C) y Digestibilidad de 

la materia seca (D) en láminas de los genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris, RN51 y RN1, en condiciones de 

estrés hídrico y recuperación. Letras diferentes indican diferencias significativas (P ≤ 0,05) para la interacción entre 

genotipo y tratamiento. Las barras de error indican el error estándar. 

 

 

DISCUSIÓN 

 

El comportamiento de los genotipos evaluados respecto a los mecanismos de 

adaptación fisiológicos frente al estrés hídrico fue similar a los descriptos en el capítulo 

anterior, sin embargo, la diferencia observada entre tratamientos en términos absolutos 

fue mayor, lo que permitió reforzar el contraste entre ambos genotipos a campo. 

El mantenimiento de las relaciones de agua de las hojas, la capacidad fotosintética y 

antioxidante, permitió a las plantas de C. ciliaris evadir el daño inducido por el estrés 
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hídrico. Sin embargo, en este caso y a diferencia de lo visto anteriormente, ambos 

genotipos recuperaron sus funciones fisiológicas después de la rehidratación, manifestado 

por un menor daño oxidativo y restauración de la funcionalidad del PSII. El contenido 

relativo de agua (CRA), tal como se mencionara previamente, es un buen indicador del 

mantenimiento hídrico adecuado en la planta (Rampino et al., 2006, Siddiqui et al., 

2016). En este estudio, el estrés hídrico provocó una reducción del CRA de las láminas de 

C. ciliaris, la cual fue mayor en el genotipo susceptible (RN1). Durante la rehidratación, 

el genotipo tolerante recuperó completamente su estado hídrico, a diferencia del genotipo 

susceptible, el cual no alcanzó a restaurar totalmente el valor óptimo del CRA. Similar 

comportamiento en condiciones de estrés hídrico se observó en numerosas gramíneas 

forrajeras, incluída C. ciliaris (Ings et al., 2013; Amari et al., 2017). Por otro lado, y tal 

como se mencionara anteriormente, el daño al PSII es a menudo la primera manifestación 

de estrés (Maxwell y Johnson, 2000), más aún el proceso fotooxidativo conocido como 

fotoinhibición puede evaluarse mediante una reducción en Fv / Fm, que se utiliza como 

indicador de estrés (Macedo et al., 2019). En este estudio, cuando las plantas estuvieron 

expuestas a estrés hídrico, se observaron alteraciones en la mayoría de las mediciones de 

fluorescencia de la clorofila (los parámetros de la prueba OJIP), siendo éstas más 

acentuadas en el genotipo susceptible, el cual mostró un considerable daño a la 

funcionalidad del PSII. Al respecto, el parámetro Fv / Fm resultó altamente afectado en 

condiciones de estrés hídrico, lo que sugirió que los centros de reacción del PSII estaban 

dañados (Kalaji et al., 2017), reducción que fue significativamente más marcada en el 

genotipo susceptible. Además, el genotipo susceptible tuvo la mayor absorción de energía 

por centro de reacción (ABS / RC) en condiciones de estrés hídrico, seguido de un 

marcado aumento de la disipación de este exceso de energía luminosa, como calor latente 

por centro de reacción (DIo / RC), sugiriéndose este comportamiento como un 

mecanismo fotoprotector (Luna et al., 2018). Varios autores estudiando el efecto del 

estrés hídrico en gramíneas cultivadas como trigo (Huseynova et al., 2012), maíz 

(Lepeduš et al., 2012) y Kentucky bluegrass (Huang and Wang., 2005), encontraron un 

comportamiento similar en genotipos tolerantes vs. susceptibles a diferentes intensidades 

de estrés hídrico, lo que sugiere que el equilibrio entre la captura de luz y el uso de 

energía son de gran relevancia en los estudios sobre la capacidad de respuesta del aparato 

fotosintético en condiciones de estrés hídrico. En este trabajo en particular, después de la 
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rehidratación, los valores de la mayoría de los parámetros de fluorescencia de la clorofila 

se restauraron a valores similares a los del tratamiento control en ambos genotipos, tal 

como se observó en el ensayo a tiempo corto (Carrizo et al., 2021). Este proceso de 

recuperación dinámica de la fotoinhibición posterior a un estrés (Ploschuk et al., 2014), 

indicaría en este caso, la reversibilidad del impacto del estrés hídrico en la funcionalidad 

del PSII.  

El efecto del estrés hídrico en C. cilaris se relacionó con un mayor cierre de los 

centros de reacción, estimado por los cambios observados en la curva característica de la 

flourescencia de la clorofila y un aumento del transporte de electrones a destinos 

alternativos a la vía fotosintética. Esta disfuncionalidad del aparato fotosintético condujo 

a un exceso en la producción de EROS tal como se menciona en otras especies (Ashraf, 

2009, Huseynova et al., 2012), lo cual incrementa el daño oxidativo. El daño celular por 

peroxidación de lípidos de membrana, medido a través del indicador de daño oxidativo 

(MDA) (Moller et al., 2007, Bi et al., 2016), fue mayor en el genotipo susceptible, tal 

como se observó en Tommasino et al., (2018), situación que se revirtió durante el 

tratamiento de recuperación. Esto último difirió del comportamiento observado en 

Carrizo et al., (2021), en donde el genotipo susceptible mantuvo altos valores de MDA 

durante las condiciones de recuperación.  Esto podría deberse, como se discutirá más 

adelante, a una mayor acumulación de osmolitos (azúcares solubles) en el genotipo 

susceptible, protegiendo a la célula contra la deshidratación al estabilizar las estructuras 

de la membrana. Por otro lado, el genotipo tolerante, RN51, mostró mayor actividad del 

sistema de defensa antioxidante no enzimático, siguiendo la misma tendencia de ensayos 

anteriores. 

Tal como se mencionara, el genotipo susceptible en condiciones de estrés hídrico 

registró el mayor contenido de azúcares en lámina. En condiciones de estrés, las plantas 

se ven privadas de energía debido al mal funcionamiento del aparato fotosintético (Fahad 

et al., 2017). Al respecto, uno de los procesos que se afecta de manera importante por el 

estrés hídrico es el metabolismo primario como el de los carbohidratos. El almidón se 

degrada a azúcares solubles, lo que induce un aumento en el nivel de éstos en condiciones 

de estrés (Ghafar et al., 2021). Según cita la bibliografía, las plantas expuestas a 

condiciones de estrés hídrico a menudo acumulan azúcar y sus derivados (Pattanagul, 
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2011). La acumulación de estos osmolitos puede ayudar a las plantas a tolerar la 

deshidratación al mejorar su capacidad para mantener el equilibrio osmótico dentro de la 

célula. Se han descrito beneficios adicionales de estos solutos, que incluyen el incremento 

del potencial redox celular, la protección de la célula contra la deshidratación al 

estabilizar las estructuras de la membrana y las proteínas y proporcionar una posible 

fuente de energía bajo estrés severo. Ghafar et al., (2021), observaron en especies 

halófitas, que el nivel de azúcares solubles totales se incrementó significativamente en 

condiciones de estrés hídrico. Lo mismo fue observado en Secale cereale L. (Bao et al., 

2022). Además, la alteración en la partición de fotoasimilados entre los tejidos fuente y 

destino también podría haber contribuido a la acumulación de estos solutos (Pattanagul, 

2011). Al respecto, el genotipo susceptible cuando fue expuesto a estrés hídrico mostró 

una disminución significativa de la relación Hoja:Tallo. Esta reducción, se explicó 

principalmente por la marcada caída del peso seco de las hojas más que por un aumento 

de peso de tallos; más aún, no sólo el peso de estos disminuyó, sino que el número de 

macollos también registró una fuerte disminución en condiciones de estrés. La marcada 

reducción del peso seco de las hojas del genotipo susceptible puede explicarse por una 

senescencia anticipada de las mismas. Es citado ampliamente en la bibliografía que el 

estrés abiótico induce la senescencia prematura de las hojas y altera las relaciones fuente-

destino, lo cual resulta en una reducción del rendimiento de los cultivos (Merewitz et al., 

2011, Sade et al., 2018). Las plantas utilizan una variedad de estrategias para hacer frente 

al estrés abiótico, dependiendo de la especie y del desarrollo de la planta (Volaire, 2018). 

La senescencia acelerada y la abscisión de las hojas son parte de una estrategia de 

"escape" por la cual las plantas disminuyen el tamaño de su canopia en respuesta al estrés 

(Tambussi et al., 2005, Sade et al., 2018). 

La senescencia inducida por el estrés es una respuesta compleja que involucra muchos 

procesos, incluyendo entre otros la homeostasis hormonal de la planta, la asimilación de 

C y N de la “fuente” y relaciones fuente-destino (asignaciones de C y N). La senescencia 

de las hojas suele ser asociada con la disminución de los niveles endógenos de 

citoquininas, mientras que el ácido abscísico y el etileno aceleran el proceso (Sade et al., 

2018). Por otro lado, la disminución del consumo en los tejidos destino conduce a la 

acumulación de asimilados en las hojas fuente, produciendo inhibición de la 

retroalimentación de la fotosíntesis (Fahad et al., 2017, Sade et al., 2018). Uno de los 
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tejidos destino, es el sistema radicular. En este estudio se comparó el peso seco de las 

raíces, y se pudo observar una marcada reducción de este en el genotipo susceptible en 

condiciones de estrés hídrico, a diferencia del genotipo tolerante, el cual además exhibió 

gran desarrollo de rizomas. En plantas perennes el desarrollo del sistema radicular cobra 

gran importancia como almacenamiento de sustancias de reservas, asignando nutrientes 

para el crecimiento vegetativo durante el rebrote (Saedi et al., 2013). Razón por la cual, 

las raíces son un órgano importante que contribuye a evitar el estrés abiótico, 

especialmente en condiciones de estrés hídrico, no sólo por el desarrollo de éstas en un 

sistema más denso y profundo que les permita una mayor exploración del suelo en 

búsqueda de humedad (Norton et al., 2016), si no que permite una mayor recuperación de 

las plantas después del período de estrés (Sade et al., 2018, Perlikowski et al., 2019). 

Beneragama and Kumara, (2018), trabajando con pastos C4, observaron en condiciones 

de estrés hídrico un aumento en la partición de asimilados a las raíces, debido 

principalmente a la reducción absoluta en la biomasa aérea. 

Por todo lo mencionado anteriormente, se puede afirmar que la tolerancia a 

condiciones de estrés hídrico en las plantas es un rasgo extremadamente complejo. Las 

plantas adoptan un conjunto de estrategias que abarcan aspectos moleculares, fisiológicos 

y morfológicos, para sobrevivir en condiciones de estrés hídrico (Amari et al., 2017). Al 

respecto, en C. ciliaris, se pudo ver que las modificaciones en las relaciones hídricas de 

las hojas, la capacidad fotosintética y el sistema de defensa antioxidante observadas en 

estrés hídrico, estuvieron acompañadas de cambios en los tejidos foliares y su 

lignificación (Carrizo et al., 2021). Esto último afecta a la composición química de los 

forrajes, modificando la calidad nutricional de los mismos (Hugues et al., 2014; 

Habermann et al., 2018).  

Determinar el valor nutricional de los forrajes es importante en la alimentación animal, 

porque una producción ganadera eficiente está directamente relacionada con la cantidad 

de nutrientes aportados por los mismos. La calidad nutricional de los forrajes depende de 

la cantidad de proteínas y carbohidratos solubles altamente digeribles presentes en el 

alimento, mientras que es afectado por el contenido de hidratos de carbono estructurales 

que hacen a la fracción de fibra del forraje (Amiri et al., 2012). Razón por la cual, a 

medida que aumenta el contenido de fibra del forraje, su valor nutricional, estimado a 
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través de la digestibilidad, disminuye (Ball et al., 2001; El Hage et al., 2018; Grabber et 

al., 2004; Stabile et al., 2012).  

En este estudio, las variables de calidad forrajera evaluadas mostraron diferencias 

significativas en ambos genotipos en condiciones de estrés hídrico y recuperación. Si 

bien, la tendencia observada fue similar tanto en lámina como en tallo, el porcentaje de 

fibra fue mayor en este último. El genotipo susceptible, RN1, registró el menor contenido 

de FDN y FDA, mientras que el genotipo tolerante, RN51, mostró el mayor valor 

porcentual de lignina en condiciones de estrés hídrico y recuperación.  

El mayor contenido en lignina en el genotipo tolerante condice con las modificaciones 

anatómicas observadas en C. ciliaris bajo estrés hídrico, como el mayor desarrollo de 

tejido esclerenquimático, y con el aumento de la expresión génica de enzimas de la 

biosíntesis de lignina (Carrizo et al., 2021). A su vez, la menor fracción de fibra de la 

materia seca en el genotipo susceptible, RN1, se tradujo en los mayores valores de 

digestibilidad de este. Debido a que la lignina ha sido identificada como la principal 

responsable para limitar la digestibilidad de la fibra (Van Soest, 1994; 1991, Avilés-Nieto 

et al., 2013), los genotipos que muestran alta concentración de lignina tienen baja 

digestibilidad (Thaikua et al., 2015). 

Los resultados aquí observados condicen con los descriptos en numerosos estudios en 

diferentes especies forrajeras. Al respecto, Mansoor et al., (2019), trabajando con C. 

ciliaris, observaron en ecotipos altamente tolerantes al estrés hídrico una mayor 

esclerificación en tallo y un aumento del número de haces vasculares. Similar 

comportamiento se observó en Panicum maximum bajo estrés hídrico y térmico 

(Habermann et al., 2018). Por otro lado, Chen et al., (2002), utilizaron festuca como 

sistema modelo, y observaron que los cambios a nivel anatómico, metabólico y molecular 

estuvieron estrechamente asociados y finalmente condujeron a los cambios en la 

digestibilidad. En Brachiaria spp., la digestibilidad de la materia seca, características 

morfológicas y contenido de agua se correlacionaron positivamente (Thaikua et al., 

2015). 

Abundantes datos muestran correlaciones negativas entre la concentración de lignina  

en las plantas y la digestibilidad de la materia seca (Chávez et al., 2002). Si bien la 
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lignina, y tal como se mencionara anteriormente, contribuye a la integridad estructural de 

los tejidos e hidrofobicidad de los elementos vasculares, la asociación de ésta con los 

carbohidratos de la pared celular dificulta el acceso de las enzimas microbianas y limitan 

fuertemente la hidrólisis enzimática de estos (Barrière et al., 2009). Además de bloquear 

la liberación hidrolítica de azúcares de la celulosa, la lignina también puede liberar 

compuestos aromáticos que inhiben la fermentación (Byrt et al., 2011). 

Aunque es deseable un bajo contenido de lignina en los forrajes desde el punto de 

vista nutricional, el rendimiento de materia seca también es relevante en la producción 

forrajera. En general, una menor concentración de lignina favorece el vuelco de plantas y 

disminuiría la tolerancia al estrés hídrico, mientras que la concentración de lignina se ha 

correlacionado positivamente con rendimiento de materia seca (Daniel et al., 2016). Esto 

condice con los resultados obtenidos en este trabajo. Los parámetros morfológicos 

evaluados relacionados con el crecimiento se vieron alterados notablemente en 

condiciones de estrés hídrico, siendo el genotipo susceptible el más afectado. 

La comprensión del contenido de fibra, su composición, la degradación y los efectos 

sobre la disponibilidad de energía es esencial para mantener un suministro de nutrientes a 

los animales (Chávez et al., 2002) y una mejor eficiencia de conversión energética de la 

biomasa lignocelulósica (Chen et al., 2010). 

 

CONCLUSIÓN 

 

En este capítulo se profundizaron aspectos relacionados con la calidad forrajera en 

materiales contrastantes de Cenchrus ciliaris en estrés hídrico y rehidratación, en 

condiciones semi-controladas de campo.  

Teniendo en cuenta los parámetros bioquímicos y fisiológicos se puede concluir que 

las estrategias adaptativas que contribuyen a la tolerancia al estrés hídrico en C. ciliaris, 

estuvieron relacionadas con el mantenimiento del estado hídrico foliar y con la capacidad 

antioxidante. Esto reforzaría las conclusiones obtenidas en ensayos previos, detallados en 

el capítulo anterior. 
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 En relación con a los parámetros morfológicos y parámetros relacionados con la 

calidad forrajera, si bien el estrés hídrico tuvo impacto sobre la producción de biomasa, el 

genotipo de mejor comportamiento frente a condiciones de estrés hídrico presentó menor 

daño en dicha producción como consecuencia de procesos de lignificación y 

consecuentemente una menor digestibilidad, afectando la calidad del forraje. 

Conocer el balance entre producción de materia seca y digestibilidad de la misma es 

importarte en términos de producción forrajera e impacto en la producción animal. En 

este trabajo, el balance parcial determinó que, bajo condiciones de estrés hídrico, la 

merma en producción de materia seca registrada en el genotipo susceptible fue mayor a 

las “pérdidas” registradas en calidad-digestibilidad en el genotipo tolerante. 
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CAPÍTULO IV 

 

ASOCIACIONES ENTRE VARIABLES MORFOLÓGICAS, 

ANATÓMICAS Y DE CALIDAD FORRAJERA Y TOLERANCIA A 

ESTRÉS HÍDRICO 

 

INTRODUCCIÓN 

 

El estrés hídrico tiene una amplia gama de efectos en los procesos morfológicos, 

fisiológicos y bioquímicos de las plantas, y puede afectar negativamente a la persistencia, 

producción y calidad en especies forrajeras. Al respecto, Cenchrus ciliaris es una especie 

considerada tolerante a estrés hídrico, siendo el comportamiento frente a dichas 

condiciones genotipo-dependiente (Mansoor et al., 2019). Existen diversas prácticas 

tendientes a mitigar el efecto del estrés hídrico como el riego suplementario que no son 

de aplicabilidad para sistemas ganaderos de cría y recría. Una de las alternativas 

económicamente viables es la obtención de genotipos tolerantes (Beloni et al., 2017), que 

en esta especie han sido escasos debido a diversos factores entre los que se pueden 

mencionar: 1) el carecer de la comprensión de los mecanismos implicados en la 

tolerancia, 2) la evaluación de la tolerancia focaliza como único criterio la producción de 

biomasa o materia seca, lo que implica que sólo refleja la tolerancia a nivel de planta 

entera, 3) la mayoría de los experimentos de estrés hídrico no contemplan evaluaciones 

de recuperación y son realizados en condiciones controladas, en los cuales no se refleja la 

complejidad de las interacciones planta-suelo existente en condiciones de campo y 4) la 

infrecuencia en el uso de características bioquímicas-fisiológicas como criterio de 

selección para tolerancia a estrés hídrico, que pueden reflejar la respuesta al mismo a 

nivel celular, de tejidos y órganos (Basu et al., 2016; El-Hendawy et al., 2017). 



 

132 
 

Un pre-requisito para mejorar tolerancia a estrés hídrico es la identificación de 

parámetros agro-fisiológicos que tengan potencial para ser usados como criterios para 

discriminar genotipos promisorios frente a estrés hídrico (El-Hendawy et al., 2017). 

Sumado a esto, los parámetros deben ser evaluados en diferentes variaciones temporales 

y espaciales y estadios de crecimiento. Por el otro lado, las condiciones de evaluación a 

campo dificultan la identificación de parámetros fisiológicos (El-Hendawy et al., 2017). 

Es así que en este trabajo se realizaron ensayos a diferentes escalas (condiciones 

controladas, semi-controladas y a campo con estructuras rain-out shelter) para hallar 

parámetros bioquímicos-fisiológicos que sean útiles en la diferenciación de genotipos de 

mejor comportamiento frente a estrés hídrico. Los estudios realizados por el grupo de 

trabajo de Genotecnia perteneciente al IFRGV, CIAP, INTA, permitieron identificar 

genotipos con respuesta diferencial a dicho estrés.  

Por otra parte, las mediciones moleculares, bioquímicas, fisiológicas y anatómicas 

generadas en este estudio ofrecieron un enfoque sensible y confiable para diferenciar el 

comportamiento de genotipos tolerantes o susceptibles al estrés hídrico. Sin embargo, los 

análisis que abordan variable a variable (univariados) dificultan la interpretación de la 

variabilidad conjunta (Córdoba et al., 2012). Por lo que, es necesario establecer 

asociaciones entre ellas que nos permitan realizar una mejor comprensión de toda la 

información generada, ya sea tanto para identificar aquellos parámetros que expliquen 

mejor el comportamiento de ciertos genotipos frente a estrés hídrico y que puedan ser 

utilizados luego como indicadores de tolerancia, o justamente para discriminar o 

caracterizar genotipos. En tal sentido, una técnica multivariada comúnmente utilizada 

para el análisis de varias variables simultáneamente es el análisis de componentes 

principales (ACP) (Abdi, 2010; Córdoba et al., 2012). Esta técnica reduce la dimensión 

del análisis, ya que permite analizar el conjunto de datos completo teniendo en cuenta 

varios factores simultáneamente (es decir, los diferentes tratamientos, condiciones) (Di 

Rienzo et al., 2020). De esta manera, se pueden identificar las variables que explican la 

mayor parte de la variabilidad total contenida en los datos y explorar las correlaciones 

entre ellas (Córdoba et al., 2012).  

Gran parte de los análisis multivariados se usan de manera exploratoria, para describir 

tendencias y principales fuentes de variación en los datos. Los estudios exploratorios, 

dentro de los cuales se encuentra el ACP, pueden realizarse sin la necesidad de vincular 
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los datos con hipótesis. Sin embargo, otras técnicas multivariadas son confirmatorias y se 

aplican para responder a hipótesis referidas a la variabilidad multidimensional de las 

unidades de estudio y sus causas de variación (Balzarini et al., 2015). Al respecto, el 

análisis de correlaciones canónicas (ACC) permite identificar y cuantificar la asociación 

entre dos conjuntos de variables o dos conceptos. La correlación canónica mide la 

existencia y fuerza de relación entre grupos de variables (Batistoti et al., 2012). 

A continuación, se establecerán correlaciones entre variables morfo-fisiológicas, 

anatómicas y de calidad forrajera, medidas en condiciones de estrés hídrico y 

recuperación. Por otro lado, a través de la asociación de estas a cada genotipo (tolerante 

vs. susceptible), se intentará dilucidar los mecanismos adaptativos para hacer frente a 

dicho estrés y el impacto de los mismos en la calidad forrajera de esta especie. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

 

Para cumplimentar el objetivo general inicialmente propuesto, se evaluó un gran 

número de variables, bioquímicas, fisiológicas, morfológicas, anatómicas y moleculares 

en genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris, bajo condiciones de estrés hídrico y 

recuperación a diferentes tiempos. A su vez, se exploraron variables relacionadas con 

calidad forrajera. Como resultado, se obtuvo una gran cantidad de datos, de los que se 

pudo extraer conclusiones parciales.  

Con el fin de explorar las asociaciones entre los parámetros fisiológicos, bioquímicos, 

anatómicos y de crecimiento, se realizó un análisis de componentes principales (ACP) a 

partir de los datos generados de la evaluación de todas las variables medidas. 

Este análisis multivariado, encuentra los pesos o ponderaciones para cada variable con 

el fin de construir combinaciones lineales de variables capaces de maximizar la varianza  

(Córdoba et al., 2012). Las combinaciones lineales obtenidas (CPs) son ortogonales 

(independientes) y en conjunto explican toda la variabilidad de los datos originales. La 

primera componente (CP1) explica la mayor parte de la variación total en el conjunto de 

datos y la segunda (CP2), la mayor parte de la variabilidad remanente o no explicada por 

la CP1 (Córdoba et al., 2012). Los resultados de estos análisis se visualizaron a través de 
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gráficos biplot (Gabriel, 1971), construidos a partir del primer y segundo componente 

principal (CP1 y CP2) derivados del ACP. 

Luego de realizar el análisis exploratorio multivariado de componentes principales 

(ACP), se seleccionaron algunas variables dentro de cada conjunto de parámetros 

medidos y se realizó un análisis de correlaciones canónicas (ACC). Muchas veces cada 

conjunto de variable es usado para representar un concepto el cual no puede ser medido 

directamente sino a través de varias variables. El ACC se basa en la correlación entre una 

combinación lineal de las variables en un conjunto con una combinación lineal de las 

variables en otro conjunto. Las combinaciones lineales de un par son llamadas variables 

canónicas y la correlación entre ellas, es llamada correlación canónica (Balzarini et al., 

2015). Para dicho análisis se tuvieron en cuenta variables relacionadas al estado hídrico 

de la planta y estrés oxidativo (CRA, Fv/Fm y MDA), variables anatómicas y 

moleculares relacionadas a la composición de tejidos (área esclerenquimática, 

parénquima total, expresión de genes codificantes de las enzimas CCR y CCoAOMT) y 

variables relacionadas a la calidad forrajera (DEGMS48 Tallo y DEGMS48 Hoja). 

Para estos análisis se utilizó el paquete estadístico InfoStat (Di Rienzo et al., 2020).  

 

RESULTADOS  

 

Asociaciones entre parámetros fisiológicos-bioquímicos, moleculares, anatómicos y 

de crecimiento  

 

Ensayo a tiempo corto 

En el tratamiento de estrés hídrico, los dos primeros componentes principales (CP1 y 

CP2) del ACP explicaron el 92,7% de la variabilidad total en los datos (coeficiente de 

correlación cofenética = 0,992; Fig. 4.1A). Las correlaciones entre los diferentes 

parámetros fueron exploradas por los ángulos entre vectores. Los ángulos agudos y 

obtusos indican correlación positiva y negativa, respectivamente, mientras que los 

ángulos rectos no muestran correlación entre los parámetros evaluados. La CP1 del biplot 

(Fig. 4.1A) reveló que los parámetros ET (0.31), PI (0.31) y A (0.31), seguidos de Fv/Fm 
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(0.29), PS (0.29) y CRA (0.28) se agruparon juntos, se correlacionaron entre sí y se 

asociaron positivamente con ambos genotipos en el tratamiento control. Los parámetros 

CAT (-0,28) y APX (-0,25) se agruparon y se asociaron fuertemente al genotipo RN51 

bajo estrés hídrico, mientras que el genotipo RN1 bajo dichas condiciones estuvo 

fuertemente asociado con el contenido de MDA (-0,28). 

En condiciones de recuperación, los dos primeros componentes principales (CP1 y 

CP2) explicaron el 96,2% de la variabilidad total en los datos (coeficiente de correlación 

cofenética = 0,993; Fig. 4.1B). El CP1 del biplot (Fig.4.1B) reveló que los parámetros PF 

(0.33), PS (0.32), A (0.32), ET (0.31) y Fv / Fm (0.31) permanecieron asociados 

positivamente entre ellos y con ambos genotipos en el tratamiento control. Los vectores 

MDA (-0,32) y SOD (-0,32) se agruparon y orientaron hacia el genotipo RN1 en 

condiciones de recuperación. Para la componente CP2, los parámetros CAT (0,55) y APX 

(0,51) se agruparon y correlacionaron entre sí, revelando al genotipo RN51 en 

condiciones de recuperación. 
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Fig. 4.1. Biplot que muestra el comportamiento diferencial entre los genotipos de Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1) en 

condiciones de estrés hídrico (A) y recuperación (B) en el ensayo a tiempo corto. 

 

Ensayo a tiempo largo 

En el tratamiento de estrés hídrico, los dos primeros componentes principales (CP1 y 

CP2) del ACP explicaron el 97,5% de la variabilidad total en los datos (coeficiente de 
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correlación cofenética = 0,999; Fig. 4.2A). La CP1 del biplot (Fig. 4.2A) reveló que los 

parámetros CRA (0,34) y Fv/Fm (0,35), seguidos de A (0,31), PF (0.31) y PS (0,28) se 

agruparon juntos, se correlacionaron entre sí y se asociaron positivamente con ambos 

genotipos en los tratamientos de control. Los parámetros, CCoAOMT (0,35), Parénquima 

(0.34), COMT (0,25), Esclerénquima (0,26), CCoAOMT (0,35) FRAP (0,12) y CRR 

(0,08), se agruparon y se asociaron fuertemente al genotipo RN51 en condiciones de 

estrés hídrico. Contrariamente, el genotipo RN1 en dichas condiciones estuvo 

fuertemente asociado con el contenido de MDA (-0,33). 

En condiciones de recuperación, los dos primeros componentes principales (CP1 y 

CP2) explicaron el 98.6% de la variabilidad total en los datos (coeficiente de correlación 

cofenética = 0,999; Fig. 4.2B). El CP1 del biplot (Fig. 4.2B) reveló que los parámetros 

CRA (-0,37), Fv/Fm (-0,37) y PF (-0,37) seguidos de PS (0,34) y A (0,32), 

permanecieron asociados positivamente entre ellos y con ambos genotipos en los 

tratamientos de control. Los vectores Parénquima (-0,22) y Esclerénquima (-0,19) se 

agruparon y orientaron hacia el genotipo RN51 en condiciones de recuperación, mientras 

que los parámetros MDA (0,37) y CCoAOMT (0,37) se agruparon y correlacionaron 

entre sí, revelando al genotipo RN1 en condiciones de recuperación. 
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Fig. 4.2. Biplot que muestra el comportamiento diferencial entre los genotipos de Cenchrus ciliaris (RN51 y RN1) en 

condiciones de estrés hídrico (A) y recuperación (B) en ensayo a tiempo largo. 

 

La Tabla 4.1 describe las correlaciones canónicas entre variables fisiológicas y 

bioquímicas (CRA, Fv/Fm y MDA) con las variables anatómicas y moleculares (Área 
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esclerenquimática, Parénquima total, expresión génica de las enzimas CCoAOMT y CCR) 

medidas en el ensayo a tiempo corto y largo de estrés hídrico. 

.  

En el ensayo a tiempo corto y en el ensayo a tiempo largo de estrés hídrico, el primer 

par canónico explicó el 95% y 94% de la variación de los datos (P < 0,001), 

respectivamente. Las variables canónicas que más contribuyeron al primer par canónico 

en ambos ensayos, fueron: Fv/Fm, MDA y CRA, seguidas de CCoAOMT y CCR. Así, 

valores superiores de Fv/Fm y CRA, y menores de MDA, se relacionaron con mayores 

valores de CCoAOMT y parénquima, y con valores inferiores de CCR y esclerénquima. 

 

Tabla 4.1. Correlaciones canónicas entre variables fisiológicas y bioquímicas con 

variables anatómicas y moleculares medidas en el ensayo a tiempo corto y largo de estrés 

hídrico. 

Variables 
1er Par canónico   

Tiempo Corto Tiempo Largo 

CRA (%) 0,09 0,02 

Fv/Fm   9,66 6,12 

MDA     -0,14 -0,02 

                    

Área escl. (um2) -3,30E-05 -3,80E-06 

Parénq. Total    3,70E-06 9,30E-07 

CCoAOMT          2,40E-01 4,90E-01 

CCR              -8,00E-02 -3,00E-01 

R       0,97 0,97 

R²      0,95 0,94 

p-valor 0 1,10E-09 

 

 

La Tabla 4.2 describe las correlaciones canónicas entre variables fisiológicas y 

bioquímicas (CRA, Fv/Fm y MDA) con las variables morfológicas (PS y A).  

En el ensayo a tiempo corto de estrés hídrico y en el ensayo a tiempo largo, el primer 

par canónico explicó el 84% y 74% de la variación de los datos (P < 0,001), 



 

140 
 

respectivamente. Por otro lado, en el ensayo a tiempo largo el primer par canónico 

explicó el 74% de la variación de los datos (P < 0,001). Las variables canónicas que más 

contribuyeron al primer par canónico en ambos ensayos fueron: Fv/Fm y PS, seguidas de 

MDA, CRA y A. Así, valores superiores de Fv/Fm y CRA, y menores de MDA, se 

relacionaron con mayores valores de PS y A. 

 

Tabla 4.2. Correlaciones canónicas entre variables fisiológicas y bioquímicas con 

variables morfológicas medidas en el ensayo a tiempo corto y largo de estrés hídrico. 

 

Variables 
1er Par canónico   

Tiempo Corto Tiempo Largo 

CRA (%) 0,07 0,02 

Fv/Fm   4,4 -2,13 

MDA     -0,18 -0,06 

                    

PS      4,95 0,21 

A       0,06 0,01 

R       0,92 0,86 

R²      0,84 0,74 

p-valor 2,60E-11 2,40E-05 

 

 

 

Asociaciones entre parámetros fisiológicos, bioquímicos, morfológicos y de calidad 

forrajera en condiciones de estrés hídrico y recuperación en Cenchrus ciliaris.  

 

En el tratamiento de estrés hídrico, los dos primeros componentes principales (CP1 y 

CP2) del ACP explicaron el 95,7% de la variabilidad total en los datos (coeficiente de 

correlación cofenética = 0,992; Fig. 4.3A). La CP1 del biplot (Fig. 4.3A) reveló que los 

parámetros PF (-0,34), PS (-0,34) y A (-0,33) seguidos de CRA (-0,29) y Fv/Fm (-0,31), 

se agruparon juntos, se correlacionaron entre sí y se asociaron positivamente con ambos 

genotipos en el tratamiento control. Los parámetros LIGbs sec tallo (-0,30) y LIGbs sec 
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hoja (-0,18) se agruparon y se asociaron fuertemente al genotipo RN51 bajo estrés 

hídrico, mientras que el genotipo RN1 en dichas condiciones estuvo fuertemente asociado 

con el contenido de MDA (0,34), DEGMS48 tallo (0,34) y DEGMS48 hoja (0,32). 

En condiciones de recuperación, los dos primeros componentes principales (CP1 y 

CP2) explicaron el 93% de la variabilidad total en los datos (coeficiente de correlación 

cofenética = 0,994; Fig. 4.3B). El CP1 del biplot (Fig. 4.3B) reveló que los parámetros 

Fv/Fm (0,35), CRA (0,32), PF (0,33), PS (0,34) y A (0,32) permanecieron asociados 

positivamente entre ellos y con ambos genotipos en el tratamiento control. Los vectores 

LIGbs sec tallo (0,35), FRAP (0,33), y LIGbs sec hoja (0,28) se agruparon y orientaron 

hacia el genotipo RN51 en condiciones de recuperación. Contrariamente, el parámetro 

DEGMS48 tallo (-0,35) se asoció al genotipo RN1 en condiciones de recuperación. 
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Fig. 4.3. Biplot mostrando las diferencias en el performance de genotipos contrastantes de C. ciliaris (RN51 y RN1) en 

condiciones de estrés hídrico (A) y recuperación (B) en ensayo a campo. 

 

La Tabla 4.3 describe las correlaciones canónicas entre variables fisiológicas y 

bioquímicas (CRA, Fv/Fm y MDA) con las variables de calidad (DEGMS48 Tallo y 

DEGMS48 Hoja). El primer par canónico explicó el 73% de la variación de los datos (P < 

0,001). Las variables canónicas que más contribuyeron al primer par canónico fueron: 
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Fv/Fm, MDA y CRA, seguidas de DEGMS48 Tallo y DEGMS48 Hoja. Así, valores 

superiores dede Fv/Fm y CRA, y menores de MDA, se relacionaron con mayores valores 

de DEGMS48 Tallo y DEGMS48 Hoja. 

 

Tabla 4.3. Correlaciones canónicas entre variables fisiológicas y bioquímicas con 

variables variables de calidad. 

 

Variables 1er Par canónico 

CRA (%) 0,01 

Fv/Fm   2,43 

MDA     -0,2 

              

DEGMS48 Tallo 6,00E-02 

DEGMS48 Hoja  2,50E-01 

R       0,85 

R²      0,73 

p-valor 0,000063 

 

 

La Tabla 4.4 describe las correlaciones canónicas entre variables fisiológicas y 

bioquímicas (CRA, Fv/Fm y MDA) con las variables morfológicas (PS y A). El primer 

par canónico explicó el 70% de la variación de los datos (P < 0,001). Las variables 

canónicas que más contribuyeron al primer par canónico fueron: Fv/Fm y MDA, seguidas 

de CRA y A. Así, valores superiores de Fv/Fm y CRA y menores de MDA, se 

relacionaron con mayores valores de PS y A. 
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Tabla 4.4. Correlaciones canónicas entre variables fisiológicas y bioquímicas con 

variables morfológicas. 

Variables 1er Par canónico 

CRA (%) 0,03 

Fv/Fm   3,06 

MDA     -0,11 

              

PS      0,01 

A       0,03 

R       0,83 

R²      0,7 

p-valor 2,80E-04 

  

 

 

DISCUSIÓN 

 

El análisis multivariado de CPs, permitió explicar más del 90% de la variabilidad total 

en los datos entre los dos primeros componentes principales. 

En el ensayo a tiempo corto, los parámetros morfo-fisiológicos permitieron 

discriminar el comportamiento de los genotipos asociándose positivamente a los mismos 

en condiciones control. Por el contrario, en condiciones de estrés hídrico, los parámetros 

que contribuyeron a la mitigación del estrés, como la actividad de enzimas antioxidantes, 

se asociaron al genotipo tolerante, RN51. Por otro lado, el contenido de MDA, utilizado 

como indicador de daño oxidativo (Tommasino et al., 2012), explicó fuertemente el 

comportamiento del genotipo susceptible, RN1. En condiciones de recuperación, ambos 

genotipos mantuvieron la misma tendencia en su comportamiento, con la diferencia que 

la actividad enzimática de SOD permitió discriminar a RN1 bajo el tratamiento de 

recuperación. Tal como se discutiera anteriormente, el comportamiento de esta enzima, la 

cual participa en procesos de señalización, sugiere que podría estar sensando aún el 

estrés, ya sea debido a que el proceso de recuperación después de la rehidratación no 
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necesariamente limitó la producción de EAO, o bien la rehidratación activó la defensa 

antioxidante con el fin de regular la sobreproducción de estas. 

En el ensayo a tiempo largo, también los parámetros morfo-fisiológicos permitieron 

discriminar el comportamiento de los genotipos asociándose positivamente a los mismos 

en condiciones control. Sin embargo, en condiciones de estrés hídrico, los parámetros 

moleculares relacionados a la expresión génica de enzimas relacionadas a la lignificación, 

así como parámetros anatómicos, como el mayor desarrollo de tejido esclerenquimático, 

adquirieron mayor peso en el análisis y se asociaron fuertemente al genotipo tolerante 

RN51, diferenciándolo de RN1. Contrariamente, el genotipo RN1 en dichas condiciones 

continuó fuertemente asociado con el contenido de MDA. El contenido de este producto 

del metabolismo secundario ha sido asociado estrés oxidativo y comportamiento 

susceptible frente al estrés en C. cilaris (Tommasino et al., 2012). 

Finalmente, en el ensayo realizado a campo, los parámetros relacionados con calidad 

forrajera adquirieron un gran peso en el análisis, pudiendo discriminar junto al resto de 

los parámetros morfo-fisiológicos a ambos genotipos en las distintas condiciones. Al 

respecto, el porcentaje de lignina, tanto en tallo como en lámina, estuvo fuertemente 

asociado al genotipo RN51 en condiciones estrés hídrico, mientras que el genotipo RN1 

en dichas condiciones estuvo fuertemente asociado a una mayor digestibilidad, debido 

mayormente a la menor lignificación, tal como se explicara en el capítulo anterior.  

Este primer análisis exploratorio, teniendo en cuenta todos los parámetros medidos, 

arrojó resultados que nos permitieron dilucidar las estrategias adaptativas para hacer 

frente al estrés hídrico en los genotipos evaluados y el impacto de estos en la calidad 

forrajera de esta especie. Sin embargo, a través de un análisis multivariado posterior de 

correlaciones canónicas (ACC), y teniendo en cuenta las variables más representativas de 

cada conjunto de parámetros analizados, pudimos confirmar la existencia de las 

correlaciones existentes entre los mismos. Tanto en el ensayo de estrés hídrico a tiempo 

corto como a tiempo largo, el primer par canónico permitió explicar mas del 90% de la 

variación de los datos. El conjunto de variables fisiológicas y bioquímicas se correlacionó 

con el conjunto de variables anatómicas y moleculares y con el conjunto de variables 

morfológicas de crecimiento. Es decir, el estado hídrico de la planta tendría influencia 

sobre la composición de tejidos de la lámina y afectaría también a la producción de 
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materia seca. Por otro lado, en el ensayo de estrés hídrico a campo, el primer par 

canónico permitió explicar mas del 90% de la variación de los datos. El conjunto de 

variables fisiológicas y bioquímicas se correlacionó con el conjunto de variables de 

calidad forrajera y con el conjunto de variables morfológicas de crecimiento. Por lo cual, 

el estado hídrico de la planta tendría influencia sobre la digestibilidad y la producción de 

materia seca en esta especie. Similares resultados fueron descriptos en Batistoti et al., 

(2012), quienes observaron en Panicum maximum, que la proporción de tejidos 

anatómicos de la lámina se correlacionaba con la composición química del tejido, y por lo 

tanto con la digestibilidad de la planta. A su vez, varios estudios señalan a los tejidos 

lignificados como los más relevantes en la reducción de la calidad del forraje (El Hage et 

al., 2018; Grabber et al., 2004; Stabile et al., 2012). En las especies forrajeras existen 

relaciones inversas entre digestibilidad y fibra; a medida que aumenta el contenido de 

fibra del forraje, disminuye su digestibilidad (Lee, 2018).  

Existen numerosos trabajos en especies forrajeras que se valieron de estos análisis, ya 

sea tanto para identificar aquellos parámetros que expliquen mejor el comportamiento de 

ciertos genotipos frente a estrés hídrico y que puedan ser utilizados luego como 

indicadores de tolerancia, o justamente para discriminar o caracterizar genotipos. Al 

respecto, Liu et al., (2015) examinaron 49 diversos genotipos de Panicum virgatum por 

su tolerancia al estrés hídrico midiendo características fisiológicas, morfológicas y 

metabólicas. Los datos obtenidos mediante el análisis de ACP revelaron que los 

parámetros fisiológicos contribuyeron más que los rasgos morfológicos en la separación 

de los grupos control y tratamiento de estrés hídrico. Por otro lado, Gallo et al., (2013), 

caracterizó un conjunto de 180 forrajes a través de parámetros de composición química y 

digestibilidad, y posteriormente, mediante un ACP discriminó las poblaciones de forraje 

y limitó el número de variables a aquellas útiles para obtener una rápida evaluación de la 

calidad. Por otro lado, Batistoti et al., (2012), valiéndose de un ACC, estudió las 

correlaciones entre características químicas, anatómicas, morfológicas y agronómicas de 

la lámina de Panicum maximum, que pudieran afectar valor de la pastura. En Mansoor et 

al., (2019) exploraron el efecto del estrés hídrico en modificaciones morfo-anatómicas en 

las partes aéreas de ecotipos de C. ciliaris recolectados del desierto de Pakistán, los 

cuales fueron agrupados mediante ACPs en cuatro categorías, altamente tolerantes, 

tolerantes, moderadamente tolerantes y sensibles. 
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Considerando estos resultados, la correlación existente entre los parámetros 

fisiológicos y bioquímicos indicadores de estrés con los parámetros anatómicos y de 

calidad forrajera, nos permitieron analizar el desempeño diferencial del genotipo tolerante 

en condiciones de estrés hídrico y recuperación, el cual podría estar relacionado con el 

aumento de la lignificación de los tejidos a través de un aumento de la expresión de genes 

relacionados a la biosíntesis de la lignina (Carrizo et al., 2021). Esto último se vio 

reflejado en un mayor porcentaje de lignificación de tejidos, que consecuentemente tuvo 

impacto en la calidad forrajera de esta especie. 

 

CONCLUSIÓN 

 

Los análisis multivariados permitieron la exploraración de las asociaciones entre 

parámetros fisiológicos, bioquímicos, morfológicos, anatómicos y moleculares bajo estrés 

hídrico a tiempo corto y largo y recuperación. Además, se establecieron asociaciones 

entre los parámetros anteriormente mencionados con parámetros de calidad forrajera bajo 

estrés hídrico y recuperación. La vinculación de diferentes escalas y variables, permitió la 

identificación de grupos de parámetros discriminantes.  

Se pudo concluir que, si bien los dos genotipos investigados aquí pudieron tolerar la 

sequía y se recuperaron de la condición de estrés impuesta, ambos genotipos difirieron 

significativamente en su respuesta. El genotipo tolerante se correlacionó positivamente a 

las variables relacionadas al mantenimiento del estado hídrico, a la mitigación del estrés y 

al metabolismo de la lignina y negativamente a la digestibilidad. Contrariamente, el 

genotipo susceptible se correlacionó positivamente a las variables relacionadas al daño 

oxidativo y digestibilidad y negativamente al metabolismo de la lignina. 

Las correlaciones halladas entre los distintos parámetros, resultaron robustas y 

consistentes, las cuales se mantuvieron a lo largo de los diferentes ensayos de tiempo de 

exposición a estrés hídrico, condiciones controladas y semi-controladas.  

Al analizar simultáneamente toda la información generada, se puede concluir que el 

estado hídrico de la planta ejerce influencia sobre la composición de tejidos de la lámina, 
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lo cual puede ser detectado en etapas tempranas de estrés, y que posteriormente 

impactarán tanto en la calidad como en la producción de materia seca en esta especie. 
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CAPITULO V 

 

 

CONCLUSIONES GENERALES 

 

El incremento de la actividad ganadera en las provincias del Norte argentino, hizo que 

se incorpore genética y tecnología en la utilización de pasturas. En esta región, la escasez 

de lluvias es uno de los principales factores abióticos que provoca pérdidas de 

rendimiento, persistencia y valor nutricional de las pasturas. En este contexto, la 

incorporación de pasturas cultivadas como Cenchrus ciliaris L., resultó ser un recurso 

forrajero de gran importancia para incrementar la producción y calidad de la oferta de 

materia seca, altamente estacional, permitiendo aumentar la receptividad animal por 

superficie y mejorar los índices productivos y reproductivos. Al ser ésta una especie 

perenne, continuamente se ve expuesta a alternancias de periodos de lluvias esporádicas 

durante la estación de crecimiento y reducción de precipitaciones, por lo cual 

sucesivamente está sujeta a períodos de estrés hídrico y recuperación. Esto provoca una 

profunda reorganización en el metabolismo de la planta. La tolerancia a dicho estrés es un 

rasgo extremadamente complejo. Las plantas adoptan un conjunto de estrategias que 

abarcan aspectos morfológicos, cambios fisiológicos, celulares y moleculares para 

sobrevivir en condiciones de estrés hídrico.  

En este trabajo y a diferencia de los que se pueden consultar actualmente en la 

bibliografía, se realizó un estudio integral sobre el efecto del estrés hídrico en la 

morfofisiología, en la anatomía foliar, en el proceso de lignificación y en la calidad 

forrajera de genotipos contrastantes de Cenchrus ciliaris L.  

La vinculación de escalas de los diferentes ensayos realizados, permitieron concluír 

que los genotipos evaluados pudieron tolerar el estrés hídrico y se recuperaron de la 

condición de estrés a la que fueron expuestos. Sin embargo, ambos genotipos difirieron 



 

152 
 

significativamente en su respuesta, la cual se acentuó al incrementar la duración del 

estrés.  

El estrés hídrico causó daño a los fotosistemas de las plantas, lo que provocó una 

reducción de la eficiencia de absorción de luz. Al inhibirse la tasa de transporte de 

electrones e incrementarse la producción de especies reactivas de oxígeno (EAO), se 

produjo daño oxidativo, ante lo cual las plantas respondieron a través de la actividad del 

complejo sistema antioxidante. Los resultados obtenidos, indicaron que la capacidad para 

regular la peroxidación de lípidos y mitigar el daño oxidativo en respuesta al estrés 

hídrico y la posterior rehidratación, así como el mantenimiento de un contenido relativo 

de agua en niveles altos, constituyen uno de los mecanismos de adaptación mediante los 

cuales los genotipos tolerantes hacen frente al estrés hídrico. Estos cambios en la 

actividad celular, se acompañaron de características adaptativas foliares, como el grosor 

de la epidermis adaxial, células buliformes bien desarrolladas, y una lignificación tisular 

pronunciada. Esto último, se correlacionó con la detección en etapas tempranas del 

aumento en la expresión de genes que codifican para algunas enzimas consideradas 

claves en la regulación del complejo proceso de biosíntesis de lignina.  

Si bien el estrés hídrico tuvo impacto sobre la producción de biomasa, el genotipo de 

mejor comportamiento presentó menor daño en dicha producción a costa de procesos de 

lignificación y consecuentemente una menor digestibilidad, afectando la calidad del 

forraje. Sin embargo, en términos productivos, la “pérdida” en la digestibilidad de la 

materia seca en el genotipo tolerante fue menor a la disminución en la producción 

registrada en el genotipo susceptible.  

La comprensión de algunos de los mecanismos de adaptación implicados en la 

tolerancia y/o susceptibilidad en condiciones de estrés hídrico y recuperación, y su 

relación con la calidad forrajera, proporciona nuevas herramientas que brindarán claridad 

en el desarrollo de nuevas creaciones fitogenéticas de mayor tolerancia y calidad forrajera 

que respondan a las demandas del sector pecuario.  

Como perspectivas y consideraciones particulares, la detección temprana del proceso 

de lignificación, podría ser empleada en programas de mejoramiento como un indicador 

de tolerancia a estrés hídrico. Asimismo, posteriores estudios serían necesarios en los que 
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se involucre mayor número de genotipos, para dilucidar el impacto del estrés hídrico en 

los componentes del rendimiento de esta especie forrajera, para encontrar el equilibrio 

entre la tolerancia a estrés hídrico y los niveles de producción y calidad forrajera. 

 

 

Parte de los resultados derivados de esta tesis fueron publicados: 

 

Carrizo I. M., Lopez Colomba E., Tommasino E., Carloni E., Bollati G. and Grunberg K. 

2021. Contrasting adaptive responses to cope with drought stress and recovery in 

Cenchrus ciliaris L. and their implications for tissue lignification. Physiologia 

Plantarum: 172: 762-779. https://doi.org/10.1111/ppl.13274 
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