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RESUMEN

La sequia y el estrés por calor son dos tipos de estrés abidtico importantes que
afectan el crecimiento de los cultivos y la agricultura en todo el mundo. Muchos
estudios se han enfocado en analizar la respuesta de los cultivos aplicando un solo
estrés, sin embargo, estudiar la respuesta de las plantas a una combinacion de estrés
puede ser critico para la comprension de la tolerancia en las plantas y el desarrollo de
genotipos tolerantes. El buffel grass (Cenchrus ciliaris L.) es una pastura subtropical
conocida en las regiones aridas y semiaridas del mundo por su productividad y calidad
del forraje, y por su mayor tolerancia al estrés por calor y sequia en relacion a otras
especies forrajeras subtropicales. Sin embargo, varias accesiones han exhibido
diferentes respuestas a distintos tipos de estrés abidtico. El objetivo de este trabajo fue
evaluar los efectos de la combinacion de sequia y calor sobre los parametros
bioquimicos y morfoldgicos de las plantas y comparar los impactos de los factores
limitantes al ser aplicados por separado y cuando se combinan, con la finalidad de
obtener sistemas experimentales para evaluar la tolerancia de buffel grass en
condiciones controladas y aportar herramientas para la identificacién de genotipos
tolerantes. Los resultados obtenidos, indican que la sequia y el calor causan alteraciones
en el metabolismo oxidativo y generan cambios bioquimicos y de crecimiento en los
genotipos de buffel grass, existiendo respuestas variables segin los genotipos. Sequia y
calor, aplicados de manera individual o en combinacidon causaron cambios en el
metabolismo oxidativo, demostrado por la disminucién de la actividad de enzimas
antioxidantes y el incremento de la peroxidacion lipidica. El genotipo susceptible
exhibié mayor contenido de malondialdehido, menor poder reductor y baja actividad de
las enzimas antioxidantes en comparacion con el genotipo tolerante en los estreses por
sequia y calor, aplicados en forma individual o en combinacion. Esto puede resultar una
herramienta importante en un programa de mejoramiento para la caracterizacion y
diferenciacion de genotipos de buffel grass tolerantes con mejor crecimiento bajo las

condiciones de estrés evaluadas.

Palabras clave: Cenchrus ciliaris L., Sequia, Calor, Estrés combinado, Dafio oxidativo,
Defensa antioxidante.



ABSTRACT

Drought and heat stress are two critical threats to crop growth and sustainable
agriculture worldwide. Many studies focused on the response of crops to a single stress,
nevertheless studying the response of plants to a combination stress may be critical to
our understanding of stress tolerance in plants and the development of tolerant
genotypes. Buffel grass (Cenchrus ciliaris L.) is a warm-season grass known in arid and
semiarid regions for its tolerance to heat and drought stress, productivity, and forage
quality. However, several accessions have exhibited different responses to abiotic
stresses. Therefore, the objective of this work was to evaluate the effects of the
combination of drought and heat on the biochemical and morphological parameters in
plants, and to compare the impacts of these limiting factors when applied separately and
when combined, in order to develop experimental systems for tolerance evaluations of
buffel grass in controlled conditions and provide tools for the identification of tolerant
genotypes.. The results indicate that drought and heat greatly disrupt oxidative
metabolism and generate biochemical and growth performance changes in buffel grass
genotypes with variable responses. Individual drought or heat, and the combination,
induce oxidative damage in buffel grass genotypes, as demonstrated in the present
study, by the reduction in antioxidant enzyme activities and increase in lipid
peroxidation. The sensitive genotype exhibited higher malondialdehyde content, lower
reducing power, and reduced catalase and superoxide dismutase activities than tolerant
under drought or heat stress or a combination of both stresses. This can be an important
tool for the selection of genotypes in buffel grass breeding program, which allow us to
develop strategies for selection of tolerant genotypes with better growth performance
under drought and heat conditions.

Key Words: Cenchrus ciliaris L., Drought, Heat, Combined stress, Oxidative damage,

Antioxidant defence.
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CAPITULO |

INTRODUCCION GENERAL

Chaco arido y buffel Grass

La region fitogeografica denominada Chaco Arido esta situada en el Noroeste
Argentino (NOA) y comprende los llanos de la provincia de La Rioja, el Noroeste de
Cordoba, Suroeste de Santiago del Estero, Sureste de Catamarca, Noroeste de San Luis
y Este de San Juan. Abarca una superficie aproximada de diez millones de hectareas,
donde las condiciones de clima y suelo imponen restricciones naturales a la produccion
agricola extensiva (Karlin et al., 2013). El suelo, las temperaturas y fundamentalmente
las lluvias son las principales caracteristicas ambientales que limitan las posibilidades
productivas de la region (Avila et al., 2014; Karlin, 2013). El clima es de tipo
monzanico, con lluvias netamente estivales, y con precipitaciones anuales que varian de
450 mm al Este (Noroeste de Cérdoba) a 200 mm al Oeste (Este de San Juan),
concentradas entre los meses de diciembre a marzo. Los promedios anuales
mencionados presentan alta variabilidad tanto entre afios como dentro del afio. Asi es
posible que, para una misma localidad se presenten afios de 600-700 mm y otros donde
las precipitaciones alcanzan solo 180 mm o menos (Rearte, 2007). Los suelos del Chaco
Arido se caracterizan en general por ser poco desarrollados debido a que las escasas
precipitaciones no influyen de forma importante en los procesos edafogenéticos. La
gran mayoria de los suelos del Chaco Arido corresponden a entisoles (Soil Survey Staff,
2010), con escasa participacion de aridisoles en zonas bajas. Los suelos de piedemonte
son suelos sueltos, permeables, franco arenoso de arenas gruesas. Las pendientes, la

granulometria y el mal manejo de estos suelos los hacen susceptibles a erosion hidrica
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(Karlin, 2013). El verano térmico comienza en octubre y finaliza en marzo. Las
temperaturas en verano son elevadas, con una media mensual del mes méas célido
(enero) de 26°C. Suelen presentarse 20 a 25 dias con temperaturas superiores a los 40°C
y maximas absolutas que sobrepasan los 45°C. Gran parte del Chaco Arido forma parte
del polo de calor de Sudamérica (Karlin et al., 2013). La produccion agropecuaria
sostenible debe contemplar primero las caracteristicas ambientales y, sobre su base, fijar
los objetivos productivos (De Leon, 2004; Karlin, 2013).

La principal actividad de la region es la ganaderia de cria vacuna, y la cria de
caprinos. Los campos presentan en general, baja infraestructura de alambrados y
aguadas, falta de manejo del pastoreo y explotacion irracional del bosque y de los
pastizales naturales, mostrando un fuerte deterioro en el ecosistema (Karlin, 2013;
Namur et al, 2014; Rossi, 2005). EI impacto mas notable es la desaparicion del pastizal
y monte original, que fueron reemplazados por una vegetacion arbustiva intrincada
denominada “Fachinal”. Las principales caracteristicas del Fachinal son altamente
negativas para el sistema productivo, por ejemplo: menor receptividad ganadera por la
baja calidad y cantidad de forraje; mayor proporcién de suelo desnudo (con riesgos de
erosion hidrica y edlica); menor eficiencia hidrica (mayor evaporacion y menor
infiltracion); menor accesibilidad al pastoreo (efecto de la barrera fisica del fachinal)
(De Ledn, 2004; Karlin, 2013; Rossi, 2005).

En este contexto, estudios realizados demuestran que la incorporacion de
pasturas cultivadas, como buffel grass (Cenchrus ciliaris L. Syn. Pennisetum ciliare
Link), resulta ser una herramienta eficiente para incrementar la produccion y calidad de
forraje, permitiendo incrementar la receptividad animal por hectarea y mejorar la
ganacia de peso vivo animal y por consiguiente, la producciéon de carne. Ademas,
permite reducir los riesgos de erosién y deterioro ambiental, mejora las condiciones del

suelo, rehabilita areas degradadas y complementa estratégicamente a la produccion del
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pastizal natural en el Chaco arido (De Leon, 2004; Ferrando et al., 2003; Griffa et al.,
2017; Namur et al., 2014).

Buffel grass es una especie vegetal que pertenece a la familia Gramineae,
subfamilia Panicoideae. Es perenne, con crecimiento primavero-estival y alcanza una
altura entre 50 y 150 centimetros segun el cultivar (Namur et al., 2014). Esta especie, €S
originaria del sur y centro de Africa y de las regiones calidas de la India e Indonesia
(Humpreys, 1967). Es considerada como una de las mejores pasturas forrajeras para
regiones semi aridas en zonas subtropicales debido a su fécil establecimiento,
productividad y calidad (Jorge et al., 2008). En la década del 80" varios cultivares se
han introducido en diversos paises del mundo, incluyendo Argentina (Ayerza, 1981;
Griffa, 2010; Jorge et al., 2008). En cuanto a tipo de suelo, no tolera inundaciones ni
anegamientos prolongados, prefiere suelos profundos de textura liviana (Avila et al.,
2014). Es una especie que se reproduce por apomixis (clonacién natural a través de
semillas) y los genotipos sexuales son raros (Burson et al., 2012). El Intituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA) dispone 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 derivo del
clon B-1s, la planta "fuera de tipo™ originalmente estudiado por Bashaw y colaboradores
(Bashaw, 1962), la cual constituye la Unica alternativa hasta el momento, para ser
utilizada como parental femenino en cruzamientos controlados. Buffel grass se
desarrolla muy bien en regiones calidas, subtropicales y tropicales, aridas y semiaridas.
Presenta cultivares que se adaptan a precipitaciones desde 250 hasta 650 mm anuales,
por lo que es mencionada como una especie muy tolerante a la sequia (Avila et al.,
2014; Chandra y Dubey, 2008) con variabilidad en dicha tolerancia entre diferentes
genotipos (Mansoor et al., 2002). Esta especie muestra en general, mayor capacidad de
produccién bajo condiciones de estrés hidrico que otras pasturas subtropicales como

grama Rhodes (Chloris gayana Kunth.) y gatton panic (Megathyrsus maximus Jacq.).
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Desde el punto de vista econdmico la importancia de buffel grass es creciente.
En Argentina y en otras partes del mundo, como las regiones aridas de la India, estudios
de valores nutricionales recomiendan su utilizacion (Avila et al., 2014; Namur et al.,
2014; Saini et al., 2007). El Instituto de Fisiologia y Recursos Genéticos Vegetales
(IFRGV) dependiente del Centro de Investigaciones Agropecuarias (CIAP) del INTA,
dispone de una coleccion activa de buffel grass, la cual es utilizada en un programa de
mejoramiento genético, tendiente a la obtencion de nuevo germoplasma con tolerancia
incrementada a diferentes tipos de estrés abiotico. Se ha logrado determinar un conjunto
de caracteres descriptores morfoldgicos, no correlacionados entre si, y suficientemente
utiles para diferenciar los genotipos introducidos en nuestro pais (Griffa, 2002; Griffa et
al., 2017). Asimismo, se han realizado ensayos en condiciones controladas de
invernaculo donde, utilizando algunos de los caracteres descriptores (Altura, Peso seco
y Peso fresco de plantula), los cultivares Biloela y Americana fueron mas tolerantes al
estrés por salinidad, comparado con Texas y la estirpe sexual introducida (Lanza
Castelli et al., 2010). Sin embargo, falta conocimiento acerca del comportamiento de
dichos genotipos frente a otros tipos de estrés abidtico tales como sequia y calor. Ambos
factores limitantes han sido declarados de importancia en la problematica del cambio
climatico y calentamiento global (Mittler y Blumwald, 2010) y particularmente influyen
en la disminucion de la productividad de los forrajes en la region del NOA (Karlin,
2013). Ademas, la planta puede sufrir un estrés por sequia y calor en forma simultanea
(Mittler, 2006; Mittler y Blumwald, 2010) y se ha observado que los dafios causados en
la productividad son mayores (Mittler, 2006). Consecuentemente, resulta de creciente
interés analizar el comportamiento de los cultivos en estrés combinado (Ahuja et al.,
2010; Mittler y Blumwald, 2010; Suzuki et al., 2014; Zandalinas et al., 2018).
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Caracterizacion de genotipos en estrés abiotico

La identificacion de genotipos mas tolerantes al estrés ambiental, es una de las
estrategias para superar el cambio climatico global (Mittler y Blumwald, 2010;
Zandalinas et al., 2018). Asimismo, es uno de los objetivos primordiales en programas
de mejoramiento genético (Ashraf, 2004; 2009). En tal sentido, en estos ultimos, se
plantea la necesidad de contar con criterios de seleccion. Los caracteres de interés
agrondémico se mencionan entre los mas utilizados, como por ejemplo la variacion en el
rendimiento (Mitra, 2001; Tester y Bacic, 2005). Este, sin embargo, es un caracter
complejo y poligénico. La seleccion de genotipos basada unicamente en el rendimiento
total, podria ser poco eficiente. Por lo tanto, la identificacion y uso de caracteres que
contribuyan a explicar la productividad es importante para lograr una mayor eficiencia
en el mejoramiento. En plantulas de buffel grass en ensayos hidropdnicos, el peso fresco
de parte aérea fue identificado como criterio de seleccion de genotipos tolerantes a
salinidad (Griffa et al., 2010); mientras que la altura de plantas a pesar de ser un
caracter morfoldgico, presenta baja interaccion genotipo ambiente y alta determinacién
genética (89%) (Griffa, 2002). Otra estrategia de interés para la seleccion de genotipos
es la utilizacion de caracteres fisiologicos tales como, la capacidad para la exclusion de
iones y el comportamiento del metabolismo fotosintético (Ashraf, 2004). En los ultimos
afios se ha puesto mayor énfasis en la utilizacion de marcadores moleculares, sin
embargo, tanto la aplicacion de los marcadores moleculares, como los caracteres
fisiolégicos y bioguimicos, se benefician cuando van acompafiados de estudios que
muestren su relacion con la tolerancia al estrés aplicado (Ashraf, 2004; Ashraf y Harris,
2004). En tal sentido, el fendbmeno de estrés oxidativo por ser considerado un
mecanismo comdun, relacionado a la tolerancia en la mayoria de los estreses abidticos
(Ashraf, 2009; Mittler 2002), surge como una propuesta de interés para su analisis como
herramienta para caracterizacion e identificacion de genotipos tolerantes en estadios
fenologicos tempranos. Para tal fin, es necesario en buffel grass, el desarrollo de
sistemas experimentales de estrés por sequia y calor. Ademas, debido a que es muy

comun gue sequia y calor ocurran simultaneamente en condiciones de campo, se debe
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hacer un mayor esfuerzo para imitar estas condiciones en estudios de estrés combinado
en laboratorio (Atkinson y Urwin, 2012; Mittler, 2006; Mittler y Blumwald, 2010).

El estrés oxidativo

Las reacciones de Oxido — reduccion ocurren normalmente en la planta. En
condiciones ambientales favorables, el metabolismo oxidativo se encuentra en equilibro
entre produccion y degradacion de especies reactivas del oxigeno (ERO), tales como el
i6n superdéxido (O2-), el radical hidroxilo (OH-) y el perdxido de hidrégeno (H203),
entre las mas nombradas. Numerosas investigaciones han reportado incrementos y
acumulacion de ERO tanto en el estrés abidtico como en el bidtico provocando en la
planta estrés oxidativo. Por ejemplo, se ha medido su presencia en condiciones edaficas
y climéaticas como salinidad, metales pesados, sequia, altas y bajas temperaturas, alta
intensidad luminica (Arbona et al., 2003; Foyer et al., 1994; Luna et al., 1994; Suzuki y
Mittler, 2006;) y en las interacciones planta-patdgeno (Ashraf, 2009; Lamb y Dixon,
1997).

Las ERO se generan tanto en el metabolismo fotosintético como en el
respiratorio y cumplen una funcién dual: de sefializacion de la respuesta de defensa
frente al estrés, y al aumentar en exceso, promueven dafios oxidativos en la planta e
incluso la muerte (Apel y Hirt, 2004; Jaleel et al., 2009; Mittler, 2002; Vranova et al.,
2002). La planta se defiende mediante un complejo sistema antioxidante. Entre los
antioxidantes no enzimaticos més estudiados se mencionan el ascorbico y el glutation,
mientras que dentro de los enzimaticos figuran enzimas claves como la superoxido
dismutasa (SOD), que secuestra ion superdxido, catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa
(APX) que secuestran peréxido de hidrogeno (Apel y Hirt, 2004; Jaleel et al., 2009;
Mittler, 2002).

-18 -



Particularmente, tanto en el estrés por sequia como por altas temperaturas se ha
observado un aumento de las ERO relacionadas con sefiales de defensa y/o con el dafio
oxidativo, dependiendo de la intensidad del estrés en estudio (Almeselmani et al., 2006;
Apel y Hirt, 2004; Gill y Tuteja, 2010). Asimismo, se ha sefialado la induccién de
enzimas de la defensa antioxidante, como también el incremento y participacion de
metabolitos antioxidantes no enzimaéticos (Gill y Tuteja, 2010). Por otra parte, bajo
condiciones de estrés combinado por sequia y calor, los mecanismos que se activan
parecen ser diferentes (Rizhsky et al., 2002; Mitler, 2006; Suzuki et al., 2014). A nivel
molecular, la respuesta en la expresion génica a una combinacion de sequia y calor es
Unica y no puede ser extrapolada directamente de la respuesta obtenida en la aplicacion
individual de ambos tipos de estrés (Rizhsky et al., 2002; 2004). Desde entonces,
muchos estudios han descubierto las respuestas de las plantas a diferentes
combinaciones de estrés que involucran sequia, sal, temperatura extrema, metales
pesados, alta luminosidad, compactacion del suelo y estrés bidtico (Alameda et al.,
2012; Atkinson y Urwin, 2012; Mittler, 2006; Mittler y Blumwald, 2010; Rivero et al.,
2014). Estos estudios demostraron que, a pesar de cierto grado de superposicién, cada
condicion de estrés requeria un mecanismo de respuesta Unico, adaptado a las
necesidades especificas de la planta, y que cada combinacion de dos o0 mas factores de

estrés también puede generar una respuesta especifica (Suzuki et al., 2014).

Numerosas investigaciones muestran que una mejor regulacién del dafio
oxidativo se observa en los individuos tolerantes al ser comparados con los susceptibles
(Gill y Tuteja, 2010; Lu et al., 2009; Wang et al., 2009;). Esto ha llevado a plantear la
busqueda de criterios fisiol6gicos/bioquimicos, algunos provenientes del estrés
oxidativo, que muestren su relacion con la mayor tolerancia al estrés abiotico en estudio
(Ashraf, 2004). En tal sentido, para el estrés por sequia se han mencionado el nivel de
prolina como osmolito, destacandose su capacidad antioxidante (Gill y Tuteja, 2010).
En el estrés térmico se han reportado la regulacién en el nivel de iones y el contenido de
clorofilas (Almeselmani et al., 2006). Ademas, se ha observado que el nivel de
proteinas oxidadas, evaluadas como carbonilos, aumenta en los genotipos mas sensibles

al estrés (Gill y Tuteja, 2010). Particularmente, resultados del grupo que estudia
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especies forrajeras subtropicales en el IFRGV, han mostrado al contenido de
malondialdehido (MDA), un producto de la peroxidacion de lipidos de membrana,
como criterio para la seleccion de genotipos tolerantes al estrés salino, observandose
tanto en grama Rhodes como en buffel grass, un menor contenido foliar de MDA en
aquellos genotipos tolerantes (Luna et al., 2000, 2002; Lanza Castelli et al., 2010;
Griffa et al., 2010).

Por todo lo expuesto, esta tesis doctoral, se propone indagar acerca de la
participacion del estrés oxidativo y la defensa antioxidante como posibles mecanismos
fisioldgicos y bioquimicos relacionados con la tolerancia al estrés por sequia y calor en
buffel grass. Para ello se desarrollaran sistemas experimentales modelo para ambos
tipos de factores limitantes aplicados individualmente y en combinacion. Asimismo, los
genotipos de buffel grass seran caracterizados por su respuesta al estrés mediante
caracteres morfoldgicos. Esta Gltima informacion sera comparada con evaluaciones del

dafo oxidativo y la actividad de la defensa antioxidante.

HIPOTESIS

1- Los genotipos de Cenchrus ciliaris L. tolerantes al estrés por sequia, calor y la
combinacion de ambos factores, presentan una mayor defensa antioxidante y menor

dafo oxidativo.

2- Existe variabilidad genética en Cenchrus ciliaris L. en la tolerancia expresada en
parametros fisiologicos/bioquimicos relacionados con el fenomeno de estrés oxidativo

para condiciones de sequia, calor y la combinacion de ambos tipos de estrés.
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OBJETIVO GENERAL

Aportar herramientas fisioldgico/bioquimicas, utiles en un programa de
mejoramiento genetico, para la caracterizacion e identificacién de genotipos tolerantes

al estrés por sequia y calor en Cenchrus ciliaris L.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la participacion del estrés oxidativo y la defensa antioxidante en la

tolerancia al estrés por sequia, calor y la combinacion de ambos en Cenchrus ciliaris L.

2. Aplicar los pardmetros bioguimicos relacionados con el estrés oxidativo para la
caracterizacion e identificacién de genotipos tolerantes a sequia y calor en Cenchrus

ciliaris L.

3. Desarrollar sistemas experimentales modelo de sequia, calor y la combinacién de

ambos, para evaluar la tolerancia de Cenchrus ciliaris L.
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CAPITULO II

ESTRES POR SEQUIA Y ESTRES POR CALOR

INTRODUCCION

El estrés por sequia es uno de los factores mas adversos para el crecimiento y la
productividad de las plantas y es considerado una grave amenaza para la produccion
sustentable de cultivos en las actuales condiciones de cambio climético (Siddiqui et al.,
2015). La sequia desencadena una amplia variedad de respuestas en las plantas, que
abarcan desde cambios en el metabolismo celular hasta aquellos que ocurren en las tasas
de crecimiento y rendimiento (Farooq et al., 2012). Comprender las respuestas
bioquimicas a la sequia es esencial para una percepcion holistica de los mecanismos de
tolerancia de las plantas en condiciones limitantes de agua (Anjum et al., 2011). Para
entender dicha tolerancia, la acumulacion de osmolitos ha sido muy investigada. Se han
observado incrementos en el contenido de prolina en plantas debido al déficit hidrico y
diferencias en la cantidad de prolina acumulada entre diferentes especies (Hare y Cress,
1997; Maggio et al., 2002); sin embargo, no se ha identificado una relacién clara entre
mayor capacidad de acumular prolina y tolerancia a la sequia (Maggio et al., 2002). En
diferentes especies de plantas, uno de los efectos primarios de la falta de agua es el
cierre estomatico y la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) lo cual
produce estrés oxidativo (Sharma y Dubey, 2005). Las ERO son subproductos
inevitables del metabolismo aerdbico y tienen doble funcién, regulan procesos como el
crecimiento, ciclo celular, muerte celular programada, respuestas celulares ante factores
bioticos y abioticos y el desarrollo (Foyer y Noctor, 2005; Miller et al., 2010). Por otra
parte, una produccion excesiva de ERO puede iniciar reacciones oxidativas no
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controladas provocando dafio de membranas, proteinas, clorofila y acidos nucleicos
resultando en un fuerte deterioro del normal funcionamiento celular (Blokhina et al.,
2002; Halliwell y Gutteridge, 2007; Noctor, 2006). El estrés oxidativo es el resultado
del desbalance entre la produccion de ERO vy la degradacion de éstas por medio de
antioxidantes. Asimismo, es una carcteristica general en respuesta a diferentes tipos de
estrés abiotico, como por ejemplo temperaturas extremas (Sung et al., 2003) y sequia
(Zandalinas et al., 2016).

El calor es otro estrés ambiental importante que limita el crecimiento, el
metabolismo y la productividad de las plantas en todo el mundo. La temperatura media
del aire a nivel global se ha incrementado 0,5 °C en el siglo XX, y es posible que
aumente entre 1,5 a 4,5 °C durante el siglo XXI (IPCC, 2014; Karl et al. 1991; Kumar
etal., 2012). Debido al calentamiento global, se espera que los fendmenos de
temperaturas extremas ocurran con mayor frecuencia y con mayor duracion, afectando
el crecimiento y desarrollo de los cultivos. Por lo tanto, resulta de suma importancia
desarrollar programas de mejoramiento genético de especies vegetales con la finalidad
de incrementar la tolerancia al estrés por calor (IPCC, 2007; Sanchez et al., 2014; IPCC,
2014). En las plantas numerosas reacciones bioguimicas son sensibles a la temperatura
(Hasanuzzaman et al., 2013). El calor puede afectar a las plantas en varios niveles
organizacionales provocando alteraciones morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas e
incluso la expresion génica (Kumar et al., 2012; Wahid et al., 2007). Asimismo, las
respuestas de las plantas al calor, varian dependiendo de la especie vegetal, la intensidad
y la duracion del estrés (Hasanuzzaman et al., 2013). Se ha observado que el calor
provoca la pérdida del contenido de agua de las células, debido a esto se reduce el
tamaiio de las mismas y como consecuencia se reduce el crecimiento (Ashraf y Hafeez,
2004; Rodriguez et al., 2005). Como ejemplo, en respuesta al calor, la altura de planta,
el nimero de tallos y la biomasa total se redujo en cultivares de arroz (Mitra et al.,
2008). Las altas temperaturas pueden acortar el estadio fenolégico y reducir el ciclo de
vida de la planta (Nahar et al., 2010). La fotosintesis es uno de los procesos fisiologicos
mas sensibles al calor, y en las plantas C3 la alta temperatura tiene mayor influencia

sobre la capacidad fotosintética que en las C4 (Yang et al., 2006). En estrés térmico se
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producen alteraciones importantes en los cloroplastos, como la alteracién de la
organizacion estructural de los tilacoides y la pérdida de apilamiento de grana (Ashraf y
Hafeez, 2004; Rodriguez et al., 2005). La actividad del fotosistema Il (PSII) se reduce
considerablemente en condiciones de elevada temperatura (Morales et al., 2003). En un
estudio realizado en Vitis vinifera L. la temperatura de 40 °C redujo notablemente la
conductancia estomatica, el crecimiento de tallos y la biomasa total (Greer y Weedon,
2012). Una de las principales consecuencias del calor es el exceso de generacion de
ERO, produciendo estrés oxidativo en la planta (Hasanuzzaman et al., 2013). Pudiendo
causar peroxidacion de lipidos y, por consiguiente, dafios de membrana, degradacion de
proteinas e inactivacion de enzimas (Meriga et al., 2004). Una planta es capaz, en cierta
medida, de tolerar el estrés térmico generando sefiales para cambiar el metabolismo. Las
plantas alteran su metabolismo de diversas maneras en respuesta al calor, por ejemplo,
modificando el sistema antioxidante para restablecer el equilibrio de 6xido-reduccién
celular y la homeostasis (Valliyodan et al., 2006; Janska et al., 2010; Hasanuzzaman et
al., 2013; Choudhury et al., 2017). En plantas tolerantes al calor, se ha observado una
mayor proteccion contra los dafios producidos por ERO debido a la sintesis de
compuestos antioxidantes enzimaticos y no enziméticos (Apel y Hirt, 2004). Se ha
observado que la actividad de diferentes enzimas antioxidantes es sensible a la
temperatura, que la activacion se produce en diferentes rangos de temperatura, y que la
actividad de estas enzimas varia aumentando o disminuyendo a medida que el calor se
incrementa (Hasanuzzaman et al., 2013). Chakrabortty y Pradhan (2011), observaron
que la catalasa (CAT), la ascorbato peroxidasa (APX) y la superéxido dismutasa (SOD)
mostraron un aumento inicial antes de disminuir (a 50 °C), mientras que las actividades
de la peroxidasa (POX) y la glutatién reductasa (GR) disminuyeron sus actividades
completamente en temperaturas de entre 20 y 50 °C. Por otra parte, la actividad
antioxidante total fue maxima en 35 - 40 °C en las variedades tolerantes y en 30 °C en
las susceptibles. Ademas, se han reportado diferencias en actividades enzimaticas
dependiendo de la especie vegetal, y el estado fenoldgico del cultivo (Almelselmani et
al., 2006; Dat et al., 1998).

-29-



Es bien conocido que el estrés por sequia y el estrés por calor inducen la
generacion de especies reactivas de oxigeno y que la generacion de ERO esta
estrechamente controlada tanto a nivel de produccion como de degradacion a través del
incremento de la actividad del sistema antioxidante (Gil y Tuteja, 2010; Anjum et al.,
2011). Esto dltimo, resulta promisorio en Cenchrus ciliaris L. para caracterizar y
evaluar la respuesta bioquimica con la finalidad de identificar parametros asociados a la

tolerancia en esta especie.

Buffel grass (Cenchrus ciliaris L.) es una graminea utilizada como forraje para
la alimentacion de ganado bovino y caprino en las regiones aridas y semiaridas del
mundo (Saini et al., 2007; Chandra y Dubey, 2008; Kharrat-Souissi, et al., 2012). Su
temperatura 6ptima para el crecimiento se encuentra entre los 25 y 35 °C (Namur et al.,
2014). Ivory y Whiteman (1978) estudiaron el efecto de las combinaciones de
temperaturas diurnas y nocturnas sobre el crecimiento de buffel grass cv. Biloela, entre
otras especies forrajeras subtropicales y determinaron que el crecimiento Optimo se
obtuvo aplicando temperatura diurna de 35°C y nocturna de 29°C. Sin embargo, falta
conocimiento acerca de la tolerancia de buffel grass al estrés por calor, y la forma en
que éste afecta a su crecimiento. Por otra parte, esta especie es conocida por su
tolerancia a la sequia; sin embargo, se ha reportado variabilidad en la tolerancia y
diferentes respuestas a los estreses ambientales han sido observadas en diversos
genotipos (Mansoor et al., 2002; Kharrat-Souissi et al., 2012; Al-Dakheel et al., 2015;
Al-Dakheel y Iftikhar Hussain, 2016). En Argentina, buffel grass se cultiva en el
noroeste (De Ledn, 2004; Griffa, 2010; Namur et al., 2014), en &reas con escasas
precipitaciones durante la mayor parte del afio y con alta temperatura e insolacién en el
verano (Guevara et al., 2009; Karlin, 2013). ElI IFRGV lleva adelante un programa de
mejoramiento genético en buffel grass y dispone de una coleccion activa de
germoplasma caracterizada molecular y morfolégicamente. Uno de los objetivos del
programa de mejoramiento es obtener cultivares tolerantes a diferentes tipos de estrés
abiotico. Para tal fin resulta necesario desarrollar sistemas experimentales en

condiciones controladas que permitan evaluar genotipos en su respuesta al estrés
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generando al mismo tiempo, herramientas para realizar caracterizaciones en estadios

fenoldgicos tempranos mediante parametros asociados a la tolerancia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la participacion del estrés oxidativo y la defensa antioxidante en la

tolerancia al estrés por sequia y calor en Cenchrus ciliaris L.

Desarrollar sistemas experimentales modelo de sequia y calor para evaluar la

tolerancia de Cenchrus ciliaris L.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se utilizaron los genotipos de buffel grass cultivar Biloela y una estirpe sexual
introducida, de ahora en adelante denominados RN51 y RN1, respectivamente, segun
sus numeros de registro de la coleccion del IFRGV. RN51 es uno de los cultivares méas
difundidos en el pais (Avila et al., 2014; Namur et al., 2014) y RN1 es el Gnico parental
sexual utilizado en programas de mejoramiento (Burson et al., 2012) y ambos se
encuentran disponibles en la coleccién activa de C. ciliaris del IFRGV. Ademas, en
dichos genotipos, han sido observadas respuestas contrastantes (tolerancia y

susceptibilidad, respectivamente) en salinidad (Lanza Castelli et al., 2010).
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Condiciones generales de crecimiento

Los genotipos fueron sembrados en macetas de plastico de 3 L de capacidad
volumétrica, utilizando 0,2 gr de semillas por maceta. Cada maceta fue llenada con 2,76
kg de sustrato compuesto por una mezcla de arena y tierra en proporcion 1:1 que
previamente fue secado en estufa durante 72 horas a 105°C. Luego de la siembra las
macetas fueron regadas utilizando un aspersor hasta lograr la saturacion del sustrato y 2
horas mas tarde, una vez finalizado el drenaje, las macetas fueron pesadas
determinandose el 100 % de contenido hidrico del sustrato (CHS) por método
gravimétrico. EI CHS de las macetas se mantuvo al 80 % con riegos diarios durante 30
dias en camara de crecimiento con fotoperiodo de 16 horas de luz / 8 horas de
oscuridad, 28°C (+/-2) de temperatura, 40% (+/-10) de humedad relativa y 250
umol/s*m? de intensidad luminica. En estas condiciones se cultivaron las plantas desde
la siembra hasta cumplirse 30 dias, obteniéndose 35 plantas por cada maceta con
promedio de 4 hojas. A los 30 dias desde la fecha de siembra (DDS) se realizaron los
distintos ensayos aplicando los tratamientos detallados a continuacion.

Determinacion de la intensidad de sequia

Para establecer la intensidad de sequia capaz de provocar respuestas bioquimias
diferenciales entre los genotipos RN51 y RN1, las macetas con el material vegetal
cultivado en las condiciones generales de crecimiento fueron regadas hasta saturacion y
luego de 2 horas de finalizado el drenaje se determind el 100 % de CHS mediante
método gravimétrico. Luego se suspendio el riego y se recolectaron todas las hojas de
tres plantas de cada genotipo por seis repeticiones al lograrse 100, 70, 50, 30, 15y 5 %
de CHS (Fig. 2.1). De las muestras recolectadas se obtuvieron extractos para la

medicién de parametros bioquimicos.
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Fig. 2.1. Esquema del ensayo para determinacion de la intensidad de sequia. Dias desde la siembra (DDS). Contenido
hidrico del sustrato (CHS).

Determinacion del periodo de estrés por sequia para la obtencién de

respuestas diferenciales entre genotipos

Para establecer el periodo de estrés necesario para obtener respuestas de
crecimiento diferentes entre los genotipos, observadas mediante los caracteres
morfolégicos, se ensayaron como materiales vegetales RN1 y RN51, que fueron
cultivados en macetas en las condiciones generales de crecimiento y se realizaron tres
ensayos donde se aplicaron tratamientos de sequia con 50% de CHS (Fig. 2.2 A), 30%
de CHS (Fig 2.2 B) y 15% de CHS (Fig. 2.2 C) que fueron contrastados aplicando un
tratamiento con 80% de CHS considerado como control con buena provision de agua y
ausencia de estrées. El crecimiento de las plantas fue evaluado fenotipicamente cada tres
dias mediante Altura (AL), Peso Fresco (PF) y Peso Seco (PS) de la parte aérea de la
planta. En cada momento de evaluacidn se recolectaron tres plantas de cada genotipo

por tratamiento y por seis repeticiones.
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Tratamiento Sequia 50% x 12 dias ( A)
T° 28°C
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Fig. 2.2. Esquemas de los ensayos de estrés por sequia para determinar el tiempo en el cual se observan diferencias en
el crecimiento. Dias desde la siembra (DDS). Contenido hidrico del sustrato (CHS). (A) Tratamiento de 50% CHS
durante 12 dias y Control 80% CHS; (B) Tratamiento de 30% CHS durante 12 dias y Control 80% CHS. (C)
Tratamiento 15% de CHS durante 6 dias y Control 80% CHS.
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Evaluacion de la tolerancia al estrés por sequia

Una vez identificada la intensidad y el periodo de estrés con los ensayos
anteriores, en el cual los genotipos se diferenciaron entre si, se realizd un nuevo ensayo.
Para ello, los genotipos RN1 y RN51 se cultivaron en macetas bajo las condiciones
generales de crecimiento antes descriptas y a los 30 DDS se aplicaron los tratamientos
sequia (30% de CHS) y control (80% de CHS). En el presente ensayo se decidio
extender el periodo de sequia y realizar observaciones hasta cumplirse 24 dias de
tratamiento. Para la medicion de caracteres bioquimicos se recolectaron muestras
foliares a las 24, 48 y 72 horas y a los 6, 9, 12 y 21 dias de tratamiento. El crecimiento
fue evaluado a los 18 y 24 dias, correspondiendo a 54 y 60 DDS mediante los caracteres
de AL, PF y PS de planta (Fig. 2.3). Se realizaron seis repeticiones por cada genotipo y

tratamiento.

Tratamiento: SEQUIA
T® 28°C
DDS o 2 30 32 36 37 38 39 42 45 48 54 57 60
| ! &% &—4 4 o s
CHS 100%  80% 100% 80% 30% 30%  30%
- ey )
& Parametros 4 Caracteres
Tratamiento: CONTROL  Biogquimicos lorfokgicos
T® 28*C
DDS o 2 30 32 36 37 38 39 42 45 48 54 57 60
! &-4-& H—d—& 4 4 a
CHS 100% 80% 100% 80% 80% 80%  80%

Fig. 2.3. Esquema del ensayo de estrés para evaluar la tolerancia a la sequia utilizando pardmetros bioquimicos y
caracteres de crecimiento. Dias desde la siembra (DDS). Contenido hidrico del sustrato (CHS). Ambos tratamientos
fueron aplicados a los genotipos RN51 y RN1.

-35-



Evaluacion de la tolerancia al estrés por calor

A los 30 dias DDS se realiz6 un riego a saturacion y se determiné el 100 % de
CHS en todas las macetas, luego un grupo de macetas fue llevado a una camara de
crecimiento donde se aplico el tratamiento de shock térmico, elevando la temperatura a
45 °C (+/ - 2) durante 72 horas. EI CHS fue mantenido en 80 % con fotoperiodo de 16
h luz / 8 h oscuridad, humedad relativa del ambiente (HR) 40 % (+ / - 10) y 250
pumol/s*m? de intensidad luminica. Otro grupo de macetas permanecié en camara de
cria bajo las condiciones generales de crecimiento y fueron utilizadas como tratamiento
control. Se recolectaron muestras foliares para la medicion de parametros bioquimicos a
las 24, 48 y 72 horas de tratamiento. En cada momento de muestreo se recolectaron
todas las hojas de tres plantas por genotipo y por tratamiento (control /calor) con seis
repeticiones. Luego de aplicarse el tratamiento de calor, las macetas fueron llevadas a la
camara con condiciones normales de crecimiento y posteriormente, a los 5, 10 y 15 dias
(44, 49 y 54 DDS) se recolectaron muestras para la medicion de los caracteres

morfolodgicos (Fig. 2.4).

Tratamiento: CALOR _a5c_
To  28% , 28°C
DDS o 2 30 32 36 37 38 39 44 49 54
l ! &-b-4 o “ A
CHS 100% 80% 100% 80%  80% 80%
¢, ~ Parimetros 4 Caracteres
Tratamiento: CONTROL #" Bioquimicos Morfologicos
T® 28°C
DDS o 2 30 32 36 37 38 39 44 49 54
: O . T ¢
CHS 1000 80% 100% $0% 80% 80%

Fig 2.4. Esquema del ensayo de estrés por calor con tratamiento de 45°C durante 72 horas y tratamiento control con
28°C. Dias desde la siembra (DDS). Contenido hidrico del sustrato (CHS).
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Medicion de pardmetros bioguimicos

Determinacion del contenido de Malondialdehido (MDA)

La peroxidacion de lipidos en hojas fue evaluada mediante el contenido de
MDA, de acuerdo con la técnica descrita por Heath y Packer (1968). Se utilizaron 100
mg de muestra vegetal congelada que fueron molidos con nitrégeno liquido con 1,5 mL
de &cido tricloroacético 0,1% (TCA) y posterioremente se realizd un centrifugado a
12000 rpm durante 10 minutos. Luego se mezclaron 0,5 mL del extracto obtenido con
0,5 mL de una solucién de 20 % de TCA con 0,5 % de acido tiobarbiturico (TBA) y se
incub6 durante 20 minutos a 90 °C en bafio térmico. Posteriormente se realizd un
centrifugado a 12000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante fue medido a 532 nm.
Las mediciones se corrigieron para la turbidez inespecifica restando la absorbancia a
600 nm. Para cada muestra se realizd un control sin TBA (Hodges et al., 1999). La
concentracion de MDA fue calculada utilizando un coeficiente de extincién molar de
155 mM™ cm™. Los resultados fueron expresados en nanomoles de MDA por

miligramo de peso fresco (nmol / mg PF).

Determinacion del poder reductor total (Valor FRAP)

La técnica de FRAP se utilizd para determinar la actividad antioxidante total
mediante la reduccion del ion férrico a la forma ferrosa en presencia de compuestos
antioxidantes (Benzie and Strain, 1996). La solucion reactiva de FRAP consistio en 525
mL de buffer acetato de potasio (300 mmol / L pH 3,6), 50 mL de 2,4,6-Tris (2-
pyridyl)-s-triazin (10 mmol / L), y 25 mL de FeClz*6 H20 (200 mmol / L). Del extracto

obtenido utilizando 100 mg de hojas molidas con 1 mL de alcohol al 80%, se utilizaron
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30 pl que fueron mezclados con 270 ul de solucidn reactiva de FRAP. Luego se
incubaron las muestras durante 40 minutos y se midio la densidad 6ptica a 600 nm. Los
resultados fueron expresados en micromoles de hierro reducido por gramo de peso

fresco (umol / g PF).

Determinacion de actividad catalasa (CAT)

La actividad de la enzima CAT fue medida mediante la cinética de consumo de
perdéxido de hidrégeno a 240 nm (Aebi, 1984). Se utilizaron 100 mg de muestra de hojas
molidas con nitrogeno liquido y homogeneizadas en 1,5 mL con 50 mM de buffer
fosfato de potasio (pH 7,4) conteniendo 1 mM de EDTA (&cido etileno di amino tetra-
acético) y 1% (25 mg) de PVPP (poli vinil poli pirrolidona). Luego se centrifug6 a
12000 rpm durante 30 minutos a 4 °C y el sobrenadante fue utilizado para determinar la
concentracion de proteina y la actividad enzimética. La unidad de actividad enzimatica
CAT se definié como la cantidad de enzima requerida para catalizar la conversion de 1
umol de peroxido en agua por minuto. El contenido de proteina del extracto enzimético
fue determinado de acuerdo al método descrito por Bradford (1976). El contenido de
proteina soluble se calculé mediante la formula obtenida de la curva patron de albdmina
de suero bovino. Los resultados de la actividad CAT fueron expresados en micro moles
de perdxido consumido por minuto por miligramo de proteina (umol / min*mg

Proteina).

Determinacion de la actividad superéxido dismutasa (SOD)

La actividad de la enzima SOD se estimé de acuerdo al método de Beauchamp
and Fridovich (1973), basado en la capacidad de esta enzima para inhibir la reduccién
de NBT (nitro blue tetrazolium). La luz ultravioleta (LUV) influye sobre la riboflavina,
la cual se oxida reduciendo el oxigeno a i6n stperoxido. Este a su vez, en presencia de

metionina como catalizadora, se oxida reduciendo el NBT a blue formazan, responsable
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de la coloracion azul. Asi la concentracion del ion sUperoxido esta directamente
relacionada con el color. La mezcla de reaccion (1 mL) contenia 30 ul del extracto
enzimético y una solucion de buffer fosfato (50 mM pH 7,4) conteniendo 13 mM de
Metionina, 75 uM de NBT y 1 uM de EDTA. La reaccion se inicio agregando 4 uM de
riboflavina y se incub6 9 minutos bajo LUV. Como muestra Control, se realiz6 una
mezcla completa, pero sin extracto vegetal, la cual presentd la méaxima reduccion de
NBT (méaxima coloracion de la reaccion). La reaccion se detuvo colocando los tubos en
oscuridad y la densidad éptica fue medida a 560 nm. La unidad de actividad enzimética
se definié como la cantidad de enzima que redujo la densidad 6ptica al 50% del control
(mezcla de reaccion carente de enzima). El contenido de proteina del extracto
enzimatico fue determinado de acuerdo al método descrito por Bradford (1976). El
contenido de proteina total se calculé mediante la formula obtenida de la curva patron
de albdmina de suero bovino. Los resultados de la actividad SOD fueron expresados en

unidades SOD por miligramo de proteina (USOD / mg Proteina).

Medicion de caracteres morfologicos

Se realizaron mediciones de AL, PF y PS de la parte aérea de la planta,
recolectandose en cada momento de medicion tres plantas al azar por cada repeticion

para cada genotipo y tratamiento.
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Disefio experimental y Analisis estadistico

En todos los ensayos se utilizaron disefios completamente aleatorizados con seis
repeticiones, siendo la unidad experimental la maceta. Para las comparaciones entre las
medias de los parametros bioquimicos, se utilizaron modelos lineales generales mixtos
y se aplic6 ANAVA para un modelo trifactorial con interaccion entre los factores
genotipo x tratamiento x tiempo de medicion. Los caracteres morfologicos de
crecimiento, se analizaron con modelos lineales generales mixtos y ANAVA para un
modelo bifactorial con interaccidén genotipo x tratamiento. Las medias se compararon
mediante la prueba DGC (Di Rienzo et al., 2002) al nivel de significacion del 5% (p <
0,05) usando el software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2017). En todas las

figuras se representa el error estandar.

Complementariamente, en las figuras se presentan valores en porcentaje que
indican la reduccion o el incremento del valor promedio del tratamiento de estrés en
relacién al valor promedio del tratamiento control y fue calculado utilizando la siguiente
formula: Valor % = [ (ks * 100 / xc) ] -100. Donde xs y xc representan los valores

promedio de los tratamientos de estrés y control para cada genotipo.
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RESULTADOS

Determinacion de la intensidad de sequia

En el ensayo para la determinacién de la intensidad de sequia, se observé que el
dafo oxidativo cuantificado mediante el contenido de MDA se incremento a partir del
30% de CHS en el genotipo RN1 mientras que, en el genotipo RN51 el aumento ocurrio
al 5% de CHS. Asimismo, a medida que se incrementd la severidad de la sequia
(disminuyendo el CHS), el dafio oxidativo en RN1 fue mayor que el observado en
RN51 (Fig. 2.5 A).

En relacion a la actividad enzimatica SOD, ambos genotipos en las intensidades
de sequia de 15 y 5% de CHS, presentaron baja actividad SOD, sin diferencias
estadisticamente significativas (p > 0,05). Por otra parte, se pudo observar que en el
genotipo RN1 la méaxima actividad se registré al 70% de CHS, mientras que en el
genotipo RN51 la actividad maxima de SOD fue mas tardia, al 50% de CHS. Por
ultimo, al 30% de CHS el genotipo RN51 presentdé mayor actividad que RN1 (Fig. 2.5
B). En cuanto a la actividad de la enzima CAT, se observaron diferencias significativas,
a partir del 30% de CHS en adelante (Fig. 2.5 C), siendo el genotipo RN51 el que
mostro la mayor actividad CAT en comparacion al RN1.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el 30% de CHS indicé una intensidad de
sequia a partir de la cual se produjo estrés oxidativo y respuestas bioquimicas

diferenciales en los genotipos evaluados.

-41-



(A)

20

18 <A
= 16
-9
5 14 -B
2
ERRY)

E -
= o C
~ 10
2
= oD
= 8 E
vF ® £ gF
2 g
o, e,
100 70 50 30 15 5
CHS (%)

9000 B
8000 A 9, ( )
«

E 7000

S

E 6000

2 5000

a2 4000

Qo

L 30000

8 2000 |

9 1000 u ¢
D - oC .Ii D VD
100 70 50 30 15 5

CHS (%)

0.800 (C)
= 0.700 oA
=
2
= 0,600
—

-

20 0,500

£

£ 3

g 0,400

B B
= 0300

5

0.200 C
2 0 > .(_ o
- " Ye
< 0,100 ®
& 2 D D

s
0,000 D
100 70 50 30 IS 5
CHS (%)

Fig 2.5. Parametros bioquimicos medidos en diferentes contenidos hidricos del sustrato (CHS) en los genotipos RN1
(circulos blancos) y RN51 (circulos negros). Contenido de MDA (A). Actividad enzimética SOD (B) y actividad
enzimatica CAT (C). Cada punto representa el promedio de seis repeticiones. Las barras de error indican el error
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Determinacion del periodo de estrés por sequia para la obtencién de

una respuesta diferencial entre genotipos

En relacion a la evaluacion del crecimiento, el ensayo en el cual durante 12 dias
se aplicaron los tratamientos de sequia con 50% de CHS y 80% de CHS (condicion
control), no se observaron cambios en las variables AL, PF y PS de planta para los
genotipos evaluados. (Anexo). Al comparar ambos genotipos, no se hallaron diferencias
significativas entre los tratamientos. Por otra parte, al aplicar los tratamientos de sequia
con 15% de CHS y control (80% CHS), se observé interaccién entre genotipo y
tratamiento; sin embargo, las diferencias solo se pudieron apreciar hasta el tercer dia al
15% de CHS, posteriormente el material vegetal mostrd signos de elevada
deshidratacién, dificultando las mediciones por lo cual las observaciones fueron

suspendidas al sexto dia de tratamiento (Anexo).

Por ultimo, se observé interaccion entre genotipo y tratamiento (p < 0,02) a los
12 dias en el ensayo donde fueron aplicados los tratamientos de sequia con 30% de CHS
y control (80% CHS). Ambos genotipos, en sequia, presentaron disminuciones en los
valores de AL, PF y PS respecto de los valores observados en la condicion control. El
crecimiento fue mas afectado por la sequia en el genotipo RN1 que en el genotipo
RN51. Las reducciones de Al (Fig 2.6 A), PF (Fig. 2.6 B) y PS (Fig. 2.6 C) en el
genotipo RN1 fueron de -22,8%, -36,3% Yy -37,6% respectivamente, mientras que en el
genotipo RN51 los valores observados fueron de -9,8%, -18,7% y -17%.

De acuerdo a los resultados obtenidos, un periodo de 12 dias aplicando los
tratamientos de sequia con 30% de CHS y control con 80% de CHS, permitio expresar
diferencias contrastantes en los caracteres morfologicos y observar diferencias en la

reduccion del crecimiento para los genotipos evaluados.
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Evaluacion de la tolerancia al estrés por sequia

Para evaluar la tolerancia a la sequia a través de parametros bioguimicos y
caracteres morfoldgicos, se aplicaron los tratamientos de sequia con 30 % de CHS y
control con 80 % de CHS durante 24 dias. A nivel bioquimico, las mayores diferencias
se observaron a las 72 horas de tratamiento. El genotipo RN51 present6 un incremento
del 30% en el contenido de MDA mientras que el genotipo RN1 mostré un 60% de

aumento (Fig. 2.7 A). En cuanto al poder reductor, RN51 presenté mayores valores de
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FRAP que RN1 y se observé un incremento de 162% a las 72 horas de tratamiento (Fig.
2.6 B). En las mediciones de las actividades enziméticas SOD y CAT, el genotipo RN51
presento la mayor actividad, con aumentos de 62 y 200% respectivamente, mientras que
el genotipo RN1 no mostréd incrementos de actividad enzimatica respecto de su
tratamiento control (Fig. 2.7 Cy 2.7 D).
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Fig 2.7. Pardmetros bioquimicos medidos a las 24, 48 y 72 horas en los genotipos RN1 (cuadrado blanco: control,
circulo blanco: sequia 30% de CHS) y RN51 (cuadrado negro: control, circulo negro: sequia 30% de CHS).
Contenido de MDA (A), Valor de FRAP (B), Actividad enziméatica SOD (C) y actividad enzimética CAT (D). Cada
punto representa el promedio de seis repeticiones. Las barras de error representan el error estandar. Letras distintas
indican diferencias significativas (p < 0,05). Los valores expresados en porcentaje indican el incremento en el valor
promedio del tratamiento de sequia respecto del valor promedio del tratamiento control.
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En relacion a los caracteres morfolégicos evaluados: AL, PF y PS, se observo
interaccion entre genotipo y tratamiento a los 18 y a los 24 dias. Los 18 dias de
tratamiento, correspondieron a 54 DDS y se obervaron pérdidas de -21,7%, -57,9% vy -
44% en AL (Fig 2.8 A), PF (Fig. 2.8 B) y PS (Fig. 2.8 C) en el genotipo RN1 y pérdidas
de -6,4%, -24,2% y -18% en el genotipo RN51. Por lo tanto, el crecimiento se vié mas
afectado en el genotipo RN1 en relacion al genotipo RN51. Similares respuestas fueron
observadas en los genotipos a los 24 dias de tratamiento (60 DDS). El efecto del estrés
por sequia sobre la disminucion del crecimiento se acentuo, pero las diferencias entre
los genotipos se mantuvieron, resultando el crecimiento del genotipo RN1 més afectado
en relacion al genotipo RN51. En el genotipo RN1 las pérdidas de AL (Fig. 2.9 A), PF
(Fig. 2.9 B) y PS (Fig 2.9 C) fueron de -23%, -65% Yy -52,4% mientras que en RN51 se

observaron peérdidas de -10.3 %, -26.3 % y -31 %, respectivamente.
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Evaluacion de la tolerancia al estrés por calor

El dafio oxidativo se incrementé en ambos genotipos a las 72 horas con

tratamiento de 45 °C observandose diferencias en el contenido de MDA entre los
genotipos evaluados. El genotipo RN1 present6 el mayor incremento en el contenido de
MDA respecto del control (73 %); mientras que, el genotipo RN51 presenté un aumento
del 33 %. Ademas, se observé que el dafio oxidativo se incrementd de forma temprana
en el genotipo RN1 a partir de las 24 horas de tratamiento de calor; mientras que, en
RN51 recién fue observado a las 72 horas (Fig. 2.10 A).

En relacién al poder reductor total, el genotipo RN1 en estrés por calor, no
mostré cambios respecto del tratamiento control; mientras que, el genotipo RN51
presentd incrementos en los valores de FRAP a las 24, 48 y 72 horas del orden del 88 %
y superiores (Fig. 2.10 B). Al evaluar las actividades enzimaticas SOD y CAT, el
genotipo RN51 mostro los mayores incrementos en la actividad antioxidante, incluso a
las 72 horas de tratamiento pudo observarse actividades enzimaticas incrementadas
respecto del control, con valores de 66 % en SOD (Fig. 2.10 C) y 105 % en CAT
(Figura 2.10 D). Por otra parte, el genotipo RN1 solamente present6 incrementos en las
actividades enzimaticas a las 24 horas de tratamiento y luego no se observaron

diferencias respecto del control (Fig. 2.10 Cy 2.10 D).
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Fig 2.10. Pardmetros bioquimicos medidos a las 24, 48 y 72 h de tratamientos, con calor 45°C (circulos) y control
28°C (cuadrados) en los genotipos RN1 (color blanco) y RN51 (color negro). Contenido de MDA (A). Valor de
FRAP (B). Actividad enzimatica SOD (C). Actividad enziméatica CAT (D). Los valores expresados en porcentaje,
sefialados a las 72 h, indican el incremento del valor promedio del tratamiento de calor con respecto al valor
promedio del tratamiento control. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).

En cuanto a los caracteres morfolégicos, se observd que el genotipo RN51
resulté menos afectado por el calor que RN1 y las diferencias fueron significativas a los
15 dias luego de aplicado el tratamiento de calor (54 DDS). En AL (Figura 2.11 A), PF
(Figura 2.11 B) y PS (Figura 2.11 C) de parte aérea de la planta, el genotipo RN51
disminuyd -7%, -16% y -37%, respectivamente en relacion al tratamiento control,
mientras en el genotipo RN1 los valores fueron de mayor magnitud -50%, -44% y

-68%, respectivamente.
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DISCUSION

La sequia y el calor reducen el crecimiento de la planta afectando varios
procesos fisioldgicos y bioguimicos como la fotosintesis, respiracion, transporte de
nutrientes y el balance hormonal, provocando la reduccién del peso fresco, seco y la
biomasa (Farooq et al., 2012; Hasanuzzaman et al., 2012). La disminucion del
crecimiento es uno de los potenciales criterios o indices de tolerancia a estrés abidtico
(Fazeli et al., 2007; Munns, 2002). La tolerancia generalmente se evalia como el
porcentaje de produccién de biomasa en condiciones de estrés en comparacion con las
condiciones de control durante un periodo de tiempo (Munns, 2002). En esta tesis se
registraron disminuciones en el crecimiento debido a la sequia y el calor, resultando més
afectado el genotipo RN1. Por esta razdn, se sugiere a este ultimo como susceptible y, a
RN51 como tolerante. Ademas, esta diferenciacion en la respuesta a la sequia y calor,
sugiere la existencia de variabilidad intraespecifica en buffel grass, coincidiendo con lo
reportado por Mansoor y colaboradores (2002) quienes evaluaron una coleccién de

genotipos de la misma especie, en India.

El estrés ambiental (salinidad, sequia, calor, alta intensidad de luz, entre otros)
puede provocar un rapido incremento oxidativo debido a la proliferaciéon de ERO
generando cambios bioquimicos y fisiolégicos que pueden provocar una baja
produccién de biomasa en las plantas (Abbasi et al., 2007; Abideen et al., 2015; Giraud
et al., 2008; Miao et al., 2006; Serrato et al., 2004). La depuracion de especies reactivas
de oxigeno por sistemas enzimaticos y no enzimaticos y la estabilidad de la membrana
celular, son mecanismos vitales de tolerancia a la sequia (Anjum et al., 2011). El
contenido de MDA, producto de la peroxidacién de lipidos de membrana, es
considerado indicador de dafio oxidativo (Moller et al., 2007). En el presente estudio, el
dafo oxidativo se incrementé en ambos genotipos en sequia y calor; sin embargo, RN51
fue menos afectado en relacion a RN1. Nuestras observaciones concuerdan con varios
estudios realizados en otras especies vegetales (Bi et al., 2016; Jin et al., 2016; Liu et

al., 2008; Sekmen et al., 2014; Wang y Huang, 2004;) donde aquellos genotipos con
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menor dafio oxidativo, lograron un mejor desempefio en el crecimiento en condiciones
de estrés. En cuanto al poder reductor total (valor FRAP), ha sido utilizado como una
medida del contenido total de antioxidantes en plantas medicinales y especies arboreas
(Cervilla et al., 2007; Dudonné et al., 2009; Nur Alam et al., 2013; Popovi¢ et al., 2016;
Rabeta y Nur Faraniza, 2013). Adicionalmente, se ha reportado un aumento del poder
reductor bajo condiciones de estrés en una graminea hal6fita Phragmites karka Rets.
(Abideen et al., 2015). Observacion que concuerda con nuestros resultados. Ademas, en
los resultados obtenidos en la presente tesis, se encontraron valores mas elevados en
RN51 bajo condiciones de estrés que en RN1. Incluso, se observd una asociacion
negativa entre el contenido de MDA y el valor de FRAP, mostrando un contenido
reducido de MDA y un valor incrementado de FRAP en el genotipo tolerante (RN51).
Esta relacion inversa puede deberse a que el valor de FRAP es una medida del poder
reductor total y proporciona una estimacion de la capacidad antioxidante total del
extracto obtenido de las muestras foliares de las plantas, por lo tanto, a mayor valor de
FRAP se infiere mayor reaccion antioxidante y por lo tanto mayor capacidad para evitar
o controlar la peroxidacion de lipidos de membrana cuantificado mediante el contenido
de MDA.

En condiciones de estrés por déficit hidrico se ha descrito que el nivel de los
antioxidantes enzimaticos y no enzimaticos puede incrementarse, decrecer o permanecer
sin cambios, dependiendo de la especie vegetal, la duracién del estrés y el antioxidante
en estudio (Sircelj et al., 2005; Jubany-Mari et al., 2010). Las enzimas antioxidantes
SOD y CAT son consideradas claves en la defensa antioxidante (Bi et al., 2016). La
SOD celular constituye la primera linea de defensa contra las ERO y cataliza la
dismutacién del radical superoxido (O-¢2) a perdxido de hidrogeno (H202) (Apel y Hirt,
2004; Bi et al., 2016; Das y Roychoudhury, 2014; Gill y Tuteja, 2010). En este estudio,
mayor actividad SOD bajo sequia, se observé en el genotipo tolerante. Los resultados
aqui presentados concuerdan con lo reportado por Huseynova (2012), quien informo
que la actividad SOD disminuyo significativamente en cultivares de trigo sensibles y se
mantuvo a nivel basal o aumentd en los tolerantes. Ademas, se reportaron resultados
similares en Festuca arundinacea S. bajo sequia (Bi et al., 2016). La CAT es una de las
principales enzimas que capturan H>O, que se produce a través de la dismutacion de O-

*2 en los peroxisomas y cloroplastos. La actividad de la enzima CAT se incrementd en
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el genotipo tolerante bajo sequia, mientras que no se observo aumento de actividad en el
susceptible. Resultados similares en la actividad CAT han sido reportados en otras
especies vegetales (Jiang y Huang, 2001, Gill y Tuteja, 2010, Anwuar Hossain et al.,
2013; Boaretto et al., 2014, Bi et al. 2016; Jin et al., 2016).

En cuanto al desarrollo del sistema experimental, el modelo con tratamientos de
sequia (30% CHS) y control (80% CHS) durante 24 dias resultd util para provocar

respuestas diferenciales entre los genotipos tanto a nivel bioquimico como fenotipico.

Bajo condiciones dptimas de temperatura, las plantas mantienen un balance entre
la produccion y la degradacion de las EAO (Suzuki y Mittler, 2006). El estrés por calor
induce la produccion de EAO y deprime la actividad antioxidante provocando
peroxidacion lipidica (He y Huang, 2010; Jiang y Huang, 2001). EI mantenimiento de
bajos niveles de acumulacion de MDA ha sido asociado con una mejor tolerancia al
calor (Du et al, 2009; Larkindale y Huang, 2004). En el presente estudio, el genotipo
RN51 present6 menor contenido de MDA, mayor poder reductor, mayor actividad
enzimatica y su crecimiento fue menos afectado. Estas observaciones concuerdan con
otros estudios donde en general se ha reportado que los genotipos tolerantes al estrés,
poseen una expresion superior de antioxidantes, siendo ese comportamiento observado
en otras especies vegetales en condiciones de salinidad (Walia et al., 2005), sequia
(Turkan et al., 2005), frio (Kumar et al. 2008) y calor (Cui et al., 2006; Almeselmani et
al., 2009; Snider et al., 2010). Por ultimo, cabe destacar que la capacidad de las plantas
para minimizar el estrés oxidativo depende de la eficacia de los antioxidantes,
existiendo variaciones entre y dentro de las especies vegetales (Blokhina et al., 2002).
En la presente tesis también se observaron variaciones en la capacidad para minimizar
el dafio oxidativo en los genotipos evaluados de buffel grass, y dicha capacidad, estuvo
relacionada con el incremento en la actividad antioxidante. En relacion al modelo de
estrés aplicado, con temperatura de 45 °C constante durante 72 horas, resulto efectivo
para generar estrés por calor en los genotipos evaluados, permitiendo observar cambios
bioquimicos y morfoldgicos. Se diferenciaron respuestas al calor en los genotipos de
buffel grass evaluados, identificandose al genotipo RN1 como sensible al estrés por

calor y, al genotipo RN51, como tolerante.
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CONCLUSIONES PARCIALES

El presente estudio aporta conocimiento acerca de la participacion del estrés
oxidativo en el estrés por sequia y calor en buffel grass. Se presentan respuestas
bioquimicas y morfoldgicas contrastantes que sugirien la existencia de variabilidad
genética intraespecifica para la tolerancia a sequia y calor en Cenchrus ciliaris L. Se
evidencia que el genotipo tolerante presenta mayor defensa antioxidante, menor dafio

oxidativo y menor reduccién de crecimiento en comparacion con el susceptible.

Se obtuvo un sistema experimental modelo de estrés por sequia para buffel
grass. En dicho sistema, la utilizacion de pardmetros bioquimicos (MDA, FRAP, SOD y
CAT) medidos a las 72 horas de estrés y caracteres morfoldgicos (AL, PF y PS)
medidos a los 12, 18 y/o 24 dias aplicando tratamiento sequia (30% CHS) y control
(80% CHS), identifican al genotipo RN1 como susceptible y a RN51 como tolerante a
dicho estrés.

En el estrés por calor, los parametros bioquimicos medidos a las 72 horas de
trtamiento permiten obtener respuestas diferenciales entre los genotipos evaluados y
concuerda con la respuesta observada en caracteres morfologicos medidos a 15 dias
luego de aplicados los tratamientos control (28 °C) y calor (45 °C). EIl sistema
experimental modelo de estrés por calor desarrollado permite identificar a RN1 como
susceptible y a RN51 como tolerante.
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CAPITULO III

ESTRES COMBINADO POR SEQUIA Y CALOR

INTRODUCCION

La sequia y el calor son conocidos como dos de los principales factores abidticos
que amenazan al crecimiento y desarrollo de los cultivos agricolas. Se prevé que la
frecuencia, duracion e intensidad de ambos tipos de estrés aumente en el futuro, lo que
podria causar efectos adversos en la productividad de cultivos, forrajes y
consecuentemente en la produccién ganadera (Zhou et al., 2017). En la Gltima década,
se han realizado investigaciones para determinar la respuesta de diferentes especies de
plantas a distintos tipos de estrés abidtico aplicando un Unico estrés a la vez, mientras en
los ecosistemas, las plantas suelen estar expuestas simultdneamente a distintos factores
estresantes (Mittler, 2006; Pandey et al., 2015).

Las plantas han desarrollado diversas adaptaciones morfologicas, celulares,
fisioldgicas, bioquimicas y moleculares para protegerse en situaciones de estrés abiético
(Choudhury et al., 2017; Pandey et al., 2015). El estrés oxidativo por ser considerado un
mecanismo comun asociado a la tolerancia en la mayoria de los estreses abidticos
(Ashraf, 2009; Mittler 2002), surge como una propuesta de interés para su analisis como
herramienta para la identificacion de genotipos tolerantes. Las condiciones de sequia y
calor aumentan drésticamente los niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO)
provocando dafio oxidativo de proteinas, ADN Yy lipidos (Apel y Hirt, 2004; Farooq et
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al., 2009; Gill y Tuteja, 2010; Mittler, 2002). Particularmente, cuando las ERO atacan
directamente a los lipidos de la membrana celular, el malondialdehido (MDA), un
producto de la peroxidacion de acidos grasos insaturados, aumenta su contenido (Gill y
Tuteja, 2010). Las ERO también actian como moléculas de sefializacion en muchos
procesos bioldgicos, como el cierre de estomas, el crecimiento, el desarrollo y la
sefializacion del estrés (Suzuki et al., 2012). Debido a la doble funcién de las ERO, las
plantas tienen capacidad de regular, en cierta medida, las concentraciones de ERO por
medio de mecanismos de control y eliminacion (Sekmen et al., 2014). Las plantas han
desarrollado un sistema de defensa, que involucra enzimas antioxidantes y compuestos
no enzimaticos para proteger a las plantas de las ERO. Cuando la homeostasis de ERO
se interrumpe bajo condiciones ambientales desfavorables, la induccién de la defensa
antioxidante enzimatica es considera un factor importante de la tolerancia al estrés en
las plantas (Mittler et al., 2011; Sekmen et al., 2014; Suzuki et al., 2011; Suzuki et al.,
2012; You y Chan, 2015). Las principales enzimas antioxidantes incluyen a la
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT), ascorbato peroxidasa (APX) y glutation
reductasa (GR) entre otras (Ashraf, 2009; Gill y Tuteja, 2010; Sharma et al., 2012; You
y Chan, 2015).

Existe poco conocimiento acerca de la respuesta de las plantas a la combinacion
de distintos tipos de estrés abidtico y actualmente es necesario realizar estudios
aplicando tratamientos de estrés en forma combinada, para obtener una mejor
comprension de los mecanismos involucrados en la tolerancia (Choudhury et al., 2017;
Mittler y Blumwald, 2010; Pandey et al., 2015; Rizhsky et al., 2002; Suzuki et al.,
2014). Cuando las plantas se enfrentan a multiples factores abidticos al mismo tiempo,
la estrategia de adaptacion se rige por la interaccion, entre los factores de estrés
involucrados, lo cual es interpretado por la planta como un nuevo estado de estrés
(Mittler, 2006). En general, las respuestas de las plantas a multiples tipos de estrés estan
mayormente determinadas por el estrés mas severo (estrés dominante) (Pandey et al.,
2015). Sin embargo, los resultados dependen en gran medida del estado fenoldgico de la
planta, el genotipo, la susceptibilidad o tolerancia y la intensidad de los tipos de estres

abidtico involucrados en la combinacion (Silva et al., 2010). Varios autores resaltan la

-66 -



necesidad de desarrollar cultivos con mejor rendimiento y tolerancia a la combinacion
de estrés abidtico, destacando la compleja interaccion entre sequia y calor (Feller y
Vaseva, 2014; Mittler, 2006; Pandey et al., 2015).

Buffel grass es una especie subtropical apomictica (Ozias-Akins, 2006),
utilizada para produccién de forraje en regiones aridas y semiaridas en todo el mundo
(Saini et al., 2007). Se sabe que buffel grass presenta toleracia al estrés por sequia con
buena produccion de biomasa y calidad de forraje (Hacker y Waite, 2001; Kharrat-
Souissi et al., 2010; Marshall et al., 2012). Sin embargo, se ha observado variabilidad
genética en varios genotipos cuando fueron expuestos a estrés abiotico (Al-Dakheel y
Iftikhar Hussain, 2016; Kharrat-Souissi et al.,2012; Mansoor et al., 2002).

En el capitulo previo de esta tesis, se desarrollaron sistemas experimentales de
estrés por sequia y calor aplicados de forma separada. En el desarrollo de dichos
sistemas experimentales se caracteriz6 la participacion del estrés oxidativo y se evalud
la tolerancia, relacionada con el crecimiento, en los genotipos contrastantes RN51 y
RN1 de buffel grass. En el presente capitulo, se aplico un modelo experimental de estrés
combinado por sequia y calor, generado en base a los resultados obtenidos en los
modelos descriptos en los capitulos anteriores y se realizd la comparacion de las
respuestas de los parametros bioquimicos y de crecimiento observadas en el estrés por

sequia y calor, aplicados de forma separada y en combinacion.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar la participacion del estrés oxidativo y la defensa antioxidante en la

tolerancia al estrés combinado por sequia y calor en Cenchrus ciliaris L.

Desarrollar un sistema experimental modelo de estrés combinado por sequia y

calor para evaluar la tolerancia de Cenchrus ciliaris L.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron los genotipos RN1 y RN51 descritos en el Capitulo 11.

Condiciones Generales de Crecimiento

Se utilizaron las mismas condiciones descritas en el Capitulo II.
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Ensayo de estrés combinado por sequiay calor

A los 30 DDS las macetas con el material vegetal crecido en las condiciones
generales de crecimiento fueron regadas hasta saturacion y luego de 2 h de finalizado el
drenaje, se determind el 100 % de CHS mediante método gravimétrico. Luego se
suspendio el riego y se recolectaron todas las hojas de 3 plantas de cada genotipo por
cada repeticion a las 24, 48 y 72 horas de lograrse las condiciones de 30 % de CHS y
temperatura de 45 °C constante. Paralelamente, un grupo de macetas fue utilizado como
tratamiento control, permaneciendo en camara de cria, bajo condiciones generales de
crecimiento y, se recolectaron muestras en los mismos momentos que el grupo de

macetas bajo estrés combinado (Fig. 3.1).

45°C
o 28C ‘ 28°C
DDS © 2 30 32 36 37 38 39 54
‘ | | A TR 'Y
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Fig 3.1. Esquema del ensayo de estrés combinado por sequia y calor. DDS: dias después de la siembra. CHS:
contenido hidrico del sustrato.
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Medicion de pardmetros bioguimicos

Se realizaron mediciones de dafio oxidativo (contenido de MDA), poder reductor
total (valor de FRAP) y actividades enzimaticas SOD y CAT utilizando las técnicas
descriptas en el Capitulo Il. Establecida la condicion de estrés combinado por sequia y
calor, las mediciones fueron realizadas en muestras foliares a las 24, 48 y 72 h.
Recolectandose todas las hojas de tres plantas al azar, de seis repeticiones, para cada

genotipo y tratamiento.

Medicion de caracteres morfologicos

Se realizaron mediciones de AL, PF y PS de la parte aérea de planta, a los 15
dias luego de aplicado el tratamiento de estrés combinado por sequia y calor
(correspondiendo a 54 DDS). Se recolectaron cinco plantas al azar, de seis repeticiones,

para cada genotipo y tratamiento.
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Disefio experimental y Analisis estadistico

En el ensayo se utilizd un disefio completamente aleatorizado con seis
repeticiones, siendo la unidad experimental la maceta. Para las comparaciones entre las
medias de los parametros bioquimicos, se utilizaron modelos lineales generales mixtos
y se aplico ANAVA para un modelo de tres factores con interaccion entre los factores
genotipo x tratamiento x tiempo de medicion. Para las comparaciones entre las medias
en caracteres de crecimiento, se utilizaron modelos lineales generales mixtos y se aplico
ANAVA para un modelo bifactorial con interaccion entre los factores genotipo x
tratamiento. Las medias se compararon mediante la prueba DGC (Di Rienzo et al.,
2002) al nivel de significacion del 5% (p < 0,05) usando el software estadistico InfoStat
(Di Rienzo et al., 2017).

Complementariamente, en las figuras se presentan valores en porcentaje
indicando la reduccion o el incremento del valor promedio del tratamiento de estrés en
relacién al valor promedio del tratamiento control. Para el calculo de dicho valor se
utilizé la siguiente formula: Valor % = [ (ks * 100 / xc) ] -100. Donde xs y xc
representan los valores promedio de los tratamientos de estrés y control para cada

genotipo.
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RESULTADOS

Parametros bioquimicos

El contenido de MDA fue mayor en el genotipo RN1 en comparacion con el
genotipo RN51 en todos los momentos de medicién (24, 48 y 72 horas de tratamiento),
alcanzando un incremento del 86 % respecto de su tratamiento control. Por el contrario,
RN 51 solamente incrementé un 21 % el contenido de MDA, a las 72 horas de
tratamiento (Fig. 3.2 A).

En relacion al poder reductor total, cuantificado mediante el valor de FRAP, el
genotipo RN51 presentd incrementos mayores que el genotipo RN1. Asimismo, la
mayor diferencia entre los genotipos fue observada a las 72 h de tratamiento, con un
incremento de 140% en el genotipo RN51 respecto de su control y el valor de FRAP en
el genotipo RN1 no varié (Fig 3.2 B).

En cuanto a la actividad enzimatica SOD, ambos genotipos presentaron
incrementos a las 24 horas, aunque sin diferenciarse entre si. Luego, el genotipo RN1
mostrd el maximo de actividad a las 48 horas de tratamiento y finalmente a las 72 horas
no se diferencié con el control. Por el contrario, el genotipo RN51 mostré un
incremento de 37 % en la actividad SOD a las 72 horas (Fig. 3.2 C).
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Fig. 3.2. Pardmetros bioquimicos medidos a las 24, 48 y 72 h de tratamiento de estrés combinado por
sequia y calor. Contenido de MDA (A), Valor de FRAP (B), Actividad enzimatica SOD (C) y Actividad enzimatica
CAT (D). Genotipo RN51 Control (cuadrado negro), RN51 estrés combinado (circulo negro), RN1 Control (cuadrado
blanco), RN1 estrés combinado (circulo blanco). Cada punto representa el valor promedio de seis repeticiones. Las
barras de error representan el error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). Los valores
en porcentaje representan el incremento en el valor promedio del tratamiento de estrés respecto del valor promedio
del tratamiento control.

En relacion a la actividad de la enzima CAT, se observo mayor actividad en el
genotipo RN51 en cada momento de medicion. Inclusive, a las 72 h de exposicion al
estrés combinado, se observd un incremento de 116 % en RN51 con respecto a su
control; mientras que, RN1, sélo mostrd diferencias en la actividad de la enzima CAT, a

las 24 h bajo estrés combinado, en relacion a la condicion sin estrés (Figura 3.2 D).
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Caracteres morfdlogicos

Se observd interaccion entre Genotipo y Tratamiento para los caracteres de AL,

PF y PS a los 15 dias de aplicado el estrés combinado. Ambos genotipos presentaron

reducciones en los valores de los caracteres evaluados respecto del control.

Sin

embargo, las pérdidas de Altura (Fig 3.3 A), Peso fresco (Fig. 3.3 B) y Peso seco de la

parte aérea de la planta (Fig. 3.3 C) observadas en el genotipo RN51 fueron de -23%,

-24% vy -42% respectivamente, mientras que en el genotipo RN1 los valores fueron de

-43 %, -70 % y -70% repectivamente. Por lo tanto, el crecimiento en el genotipo RN51

resulté menos afectado en comparacion con en el genotipo RN1.
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Comparacion de las respuestas obtenidas en parametros bioquimicos y
caracteres morfologicos, en estrés por sequia y calor aplicados por

separdo y aplicados en combinacion

Al comparar los resultados obtenidos aplicando los estreses por sequia y calor de
manera separada y en combinacion, se pudo observar incrementos en el contenido de
MDA en ambos genotipos. Sin embargo, el contenido de MDA siempre fue mayor en el
genotipo susceptible RN1 y los incrementos de MDA se observaron a las 24, 48 y 72
horas de tratamiento, mientras que en el genotipo tolerante RN51 el incremento de
MDA solamente fue observado a las 72 h para todas las condiciones de estrés. En ese
momento de muestreo, los incrementos de MDA para el genotipo RN1 respecto de su
condicion control fueron de 60%, 73% y 86% para estres por sequia (Fig 3.4 A), calor
(Fig. 3.4 B) y la combinacién de ambos (Fig. 3.4 C) respectivamente, mientras que en el

genotipo tolerante RN51, se observaron incrementos del 30%, 33% y 21%.

En relacion al valor de FRAP, siempre se observaron incrementos en el genotipo
tolerante RN51 mientras que en el genotipo susceptible RN1, en general, no se
observaron cambios respecto del tratamiento control. Unicamente a las 24 horas de
tratamiento de estrés combinado se observdé un cambio, para el genotipo RN1
encontrandose el valor de FRAP por debajo del valor control. De acuerdo a estos
resultados, el genotipo susceptible no mostré capacidad para incrementar el poder
reductor total. Por otra parte, los incrementos en los valores de FRAP observados a las
72 horas para el genotipo RN51 fueron de 162%, 88% y 140% para las condiciones de
estrés por sequia (Fig. 3.4 A), calor (Fig 3.4 B) y la combinacion de ambos (Fig. 3.4 C)

respectivamente.
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Fig. 3.4. Comparacion de resultados obtenidos al evaluar el contenido de MDA (A), (B), (C) y el valor de FRAP (D),

(E), (F) aplicando el estrés por sequia y calor en forma separada y en combinacién. Cada punto representa el

promedio de seis repeticiones. Las barras de error representan el error estdndar. Letras distintas indican diferencias

significativas (p < 0,05). Los valores expresados en porcentaje, a las 72 horas, indican el incremento en el valor

promedio del tratamiento de estrés respecto del valor promedio del tratamiento control.
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Al comparar la actividad de la enzima CAT, el genotipo tolerante RN51 presento
mayores incrementos de actividad en relacion al genotipo susceptible RN1. Este ultimo,
solamente presentd incrementos en la actividad CAT a las 24 horas de tratamiento de
estrés combinado y de tratamiento estrés por calor y no fueron observados incrementos
en el tratamiento de estrés por sequia (Fig. 3.5 A, B, C). Por otra parte, se observd que
la actividad CAT decrecio en el genotipo tolerante a medida que aument6 el tiempo de
exposicion de las plantas al tratamiento de estrés por sequia y calor aplicados de forma
separada 0 en combinacion. Sin embargo, e incluso a las 72 horas de tratamiento, el
genotipo RN51 mostré incrementos en la actividad CAT, respecto de su condicion
control, de 200%, 105% y 116% en los tratamientos de estrés por sequia (Fig 3.5 A),

calor (Fig. 3.5 B) y la combinacion de ambos (Fig. 3.5 C) respectivamente.

En relacion a la actividad SOD, se observaron incrementos variables en ambos
genotipos. Por un lado, el genotipo susceptible, no mostr6 cambios de actividad
respecto del tratamiento control en la mayoria de los momentos de medicion. Pero se
observd un incremento de actividad a las 24 horas de tratamiento en estrés por calor y
otro incremento de actividad fue observado a las 48 horas de tratamiento en el estrés
combinado. Ademas, en el genotipo RN1, no se observaron incrementos de actividad
SOD a las 72 horas de tratamiento. Por otra parte, en el genotipo tolerante RN51 se
observaron incrementos en la actividad SOD en la mayoria de los momentos de
medicion. Incluso a las 72 horas de tratamiento de estrés el genotipo RN51 presentd
valores de actividad SOD incrementados, respecto del control, de 62%, 66% y 37%
cuando se aplico estrés por sequia (Fig. 3.5 A), estrés por calor (Fig. 3.5 B) y la

combinacion de ambos (Fig. 3.5 C) respectivamente.
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Fig. 3.5. Comparacidn de resultados obtenidos al evaluar las actividades enzimaticas CAT (A), (B), (C) y SOD (D),

(E), (F) aplicando el estrés por sequia y calor en forma separada y en combinacién. Cada punto representa el

promedio de seis repeticiones. Las barras de error representan el error estndar. Letras distintas indican diferencias

significativas (p < 0,05). Los valores expresados en porcentaje, a las 72 horas, indican el incremento en el valor

promedio del tratamiento de estrés respecto del valor promedio del tratamiento control.
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A los 54 DDS, los caracteres de AL, PF y PS de la parte aérea de la planta
mostraron interaccion ente genotipo y tratamiento, distinguiendose respuestas
contrastantes entre los genotipos. La reduccion en el PS de la parte aérea de la planta en
el genotipo RN51 fue de -18%, -37% y -42% para el estrés por sequia (Fig. 3.6 A),
estrés por calor (Fig. 3.6 B) y estrés combinado (Fig. 3.6 C) respectivamente. Mientras
que, en el genotipo RN1 la reducion fue de -44%, -68% y -70%. Los caracteres de AL y
PF mostraron resultados similares. En general, se observo reduccién del crecimiento en
ambos genotipos cuando se aplico estrés por sequia y por calor de manera separada o en
combinacién. Sin embargo, el genotipo RN51 resulté menos afectado demostrando
mejor capacidad para mantener el crecimiento bajo condiciones desfavorables y por lo
tanto tolerancia a los estreses aplicados, mientras que el genotipo RN1 resulté mas

afectado y por lo tanto susceptible.
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Fig. 3.6. Comparacion de resultados obtenidos al evaluar el Peso Seco de Planta en Sequia (A), Calor (B) y la
combinacién de sequia mas Calor (C). Genotipo RN51 Control (51:C), RN51 Sequia (51:SE), RN51 Calor (51:CA),
RN51 Sequia mas Calor (51:SE+CA). Genotipo RN1 Control (1:C), RN1 Sequia (1:SE), RN1 Calor (1:CA), RN1
Sequia mas Calor (1:SE+CA). Genotipo*Tratamiento representa la interaccion entre ambos factores. Las barras de
error representan el error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas con (p < 0,05). Los valores en
porcentaje representan la disminucion del valor promedio del tratamiento de estrés (barras color gris) con respecto al

valor promedio del tratamiento control (barras color negro).
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DISCUSION

En el presente estudio se utiliz6 un modelo de estrés combinado, aplicando
sequia y calor en forma simultdnea. Se evalué la tolerancia en dos genotipos
contrastantes de buffel grass y se compararon los resultados obtenidos en parametros
bioquimicos y de crecimiento entre los tratamientos individuales de estrés por sequia,

calor, y la combinacion de ambos.

El dafio oxidativo evaluado mediante el contenido de MDA, producto de la
peroxidacion de lipidos de membranas, se incrementd en las plantas cuando se
impusieron los estreses. Pero, menores contenidos de MDA fueron observados en el
genotipo tolerante en todas las condiciones de estrés, sugiriendo que el genotipo
tolerante tuvo menor dafo generado por las especies reactivas de oxigeno (EAO).
Nuestros resultados concuerdan con varios estudios realizados en otras especies de
plantas (Bi et al., 2016; Jin et al., 2016; Liu et al., 2008; Sekmen et al., 2014; Wang y
Huang, 2004). Ademas, el presente estudio sugiere que el genotipo tolerante tendria méas
capacidad para mantener controlado el dafio oxidativo durante un periodo mas

prolongado de exposicion al estrés en comparacion al genotipo susceptible.

Por otra parte, el valor de FRAP, ha sido estudiado en especies de plantas
medicinales y se ha utilizado como herramienta para la determinacion del poder
reductor en estrecha relacion con el contenido total de antioxidantes (Cervilla et al.,
2007; Dudonné et al., 2009; Nur Alam et al., 2013; Popovi¢ et al., 2016; Rabeta y Nur
Faraniza, 2013). Mas aun, Abideen et al., (2015) ha reportado aumento del poder
reductor en una pastura haléfita en condiciones de estrés. De acuerdo con los resultados,
mayores valores de FRAP fueron observados en el genotipo tolerante (RN51), bajo las
distintas condiciones de estrés, en comparacion con el genotipo susceptible (RN1).
Ademas, se observd una relacion inversa entre el contenido de MDA vy el valor de

FRAP, en la cual valores bajos de MDA correspondieron con valores altos de FRAP

-80-



para el genotipo tolerante y valores altos de MDA fueron observados en ausencia de
incrementos en valor de FRAP para el genotipo susceptible.

Para analizar el comportamiento de la defensa antioxidante, se realizaron
mediciones de la actividad de las enzimas SOD y CAT, que cumplen funciones
importantes en el control de las EAO (Bi et al., 2016). La enzima SOD ha sido
considerada como la primera defensa contra las EAO catalizando la dismutacion del
anion superoxido (O2) a peroxido de hidrégeno (H202) (Apel y Hirt, 2004; Bi et al.,
2016; Choudhury et al., 2017; Das y Roychoudhary, 2014; Gill y Tuteja, 2010). En el
presente trabajo de tesis , se observé mayor actividad SOD en el genotipo tolerante bajo
condiciones de estrés por sequia, calor y la combinacién (sequia + calor). Por otra parte,
fue observado un aumento de actividad SOD en el genotipo susceptible, pero solamente
a las 48 h bajo estrés combinado. Huseynova (2012) ha reportado que la actividad SOD
fue significativamente afectada en cultivares de trigo susceptibles y se mantuvo sin
diferencias respecto del control o se increment6 en los cultivares tolerantes. Ademas,
estudios en festuca alta, especie forrajera templada, han mostrado similares resultados
cuando se realizaron evaluaciones en plantas en condiciones de estrés por sequia, calor
y la combinacién de ambos estreses (Bi et al., 2016). Basados en trabajos previos y en
el estudio actual, el genotipo tolerante podria tener una mayor capacidad para
incrementar la actividad SOD e incluso mantener ese incremento durante mas tiempo

bajo condiciones de estrés que el genotipo susceptible.

La CAT es una de las principales enzimas que eliminan el H202 producto de la
dismutacion del O en los cloroplastos y peroxisomas (Apel y Hirt, 2004; Gill y Tuteja,
2010). Hasta el momento, los estudios que han aplicado estrés por calor, sequia y
combinacion, han reportado diferentes efectos sobre la actividad CAT, observandose
incrementos, reducciones o valores iguales al control (Anwar Hossain et al., 2013; Bi et
al., 2016; Boaretto et al., 2014; Gill y Tuteja, 2010; Jiang y Huang, 2001; Jin et al.,
2016). En el presente estudio se ha observado que la actividad enzimatica CAT se
incrementd en el genotipo tolerante en todas las condiciones de estrés, mientras que, en
el genotipo susceptible se regitrd ausencia de aumento en la actividad CAT en la

mayoria de las mediciones. En este estudio, se observé tambien que la actividad CAT
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decrecidé en ambos genotipos a medida que aumentd el tiempo de exposicion de las
plantas al estrés; sin embargo, a las 72 horas de tratamiento, el genotipo tolerante
siempre mostro actividad CAT incrementada en todas las condiciones de estrés. Estos
resultados concuerdan con otros reportes que indicaron que la tolerancia al estrés
abidtico estuvo asociada con incrementos en la actividad CAT (Anwar Hossain et al.,
2013; Choudhury et al., 2017; Gill y Tuteja, 2010; Suzuki et al., 2014; You y Chang,
2015).

La evaluacion del crecimiento revel6 menores reducciones en el genotipo
tolerante cuando fue evaluado en estrés por sequia, calor y la combinacion de ambos. En
base a estos resultados, se pudo observar una relacion significativa entre un mejor
desempefio del crecimiento, menor dafio oxidativo, induccién de enzimas antioxidantes
y mayor poder reductor, indicando que, la regulacion del estrés oxidativo estaria
asociado a una mayor tolerancia al estrés abiotico en buffel grass, como ha sido
informado en otros estudios para otras especies de plantas (Almeselmani et al., 2006;
Gill y Tuteja, 2010; Sundaram y Rathinasabapathi, 2010; Wang et al., 2010).

En general, cuando diferentes estreses abidticos ocurren simultdneamente,
pueden causar efectos sinérgicos o antagonicos sobre la productividad y el crecimiento
del cultivo (Pandey et al., 2015). En un estudio realizado por Pandey et al., (2015) en la
especie Hordeum spontaneum se reportd que la combinacion de estrés por sequia y
salinidad causoé efecto sinérgico, provocando aumento del dafio en las plantas. Por otra
parte, se han observado efectos antagénicos para el estudio del estrés combinado por
calor y salinidad, donde la exposicion simultanea a salinidad y calor mejord la
tolerancia a la sal en Solanum lycopersicum (Rivero et al., 2014). Varios estudios han
observado que el estrés por sequia en combinacion con estrés por calor, causa dafios
mas severos que los provocados por los mismos aplicados de forma individual, en
cultivos templados anuales y bianuales (Suzuki et al., 2014; Zhou et al., 2017), en
Portulaca (Jin et al., 2016) y en pasturas (Jian y Huang, 2000). En el presente trabajo de
tesis, cuando calor y sequia se aplicaron por separado, la reduccion en el crecimiento
fue mas severa en estrés térmico que en sequia, mientras que cuando se aplicaron ambos

tipos de estrés en combinacion, los efectos perjudiciales fueron similares a los obtenidos
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en estrés por calor. Por lo tanto, no se observo efecto sinérgico ni antagonico al aplicar
el tratamiento combinado de estrés por sequia y calor. Los resultados sugieren que el
calor tuvo un efecto predominante sobre la sequia en los genotipos de buffel grass
evaluados. Esto podria indicar que la respuesta al estrés combinado no es Unica y se
podria inferir una relacion entre la respuesta bioquimica de buffel grass al calor y el
estrés combinado. Aunque la evidencia reciente muestra que las respuestas de las
plantas a la sequia y calor simultdneos dieron como resultado un nuevo perfil de
expresion de la transcripcion que no podria predecirse por el efecto del estrés individual
(Zandalinas et al., 2018). Ademas, otro factor a considerar es que el efecto que provoca
el estrés combinado depende del genotipo, el estadio fenoldgico de la planta, la
intensidad y duracion de la combinacion y los tipos de estrés involucrados (Silva et al.,
2010).

CONCLUSIONES PARCIALES

El estrés individual por sequia y calor, como también la ocurrencia en
simultaneo de ambos estreses, provoca dafio oxidativo en los genotipos de buffel grass,
guedando esto demostrado por la reduccidén de la las actividades enzimaticas y el

incremento de la peroxidacién lipidica.

El genotipo susceptible (RN1) exhibe mayor contenido de MDA, menor valor de
FRAP y menores actividades SOD y CAT, en comparacion con el genotipo tolerante en

todas las condiciones de estrés evaluadas.

Los resultados aqui presentados, indican que la sequia y el calor perjudican
notablemente el balance del metabolismo oxidativo y provocan cambios bioquimicos y

de crecimiento en los genotipos de buffel grass.

Los modelos de estrés por sequia y calor aplicados de manera aislada o en

combinacion, permitien observar respuestas contrastantes en buffel grass.
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La medicion de los parametros bioquimicos, realizada a las 72 horas de
aplicados los modelos de estrés desarrollados, puede resultar una herramienta
importante para la caracterizacion de genotipos de buffel grass en un programa de
mejoramiento genético, permitiendo identificar genotipos tolerantes con capacidad de
lograr menor pérdida de crecimiento en condiciones ambientales desfavorables de

sequia y calor.

Por ultimo, en relacién a la utilizacién de los modelos de estrés aplicados en
forma individual o en combinacion y debido a que las respuestas bioquimicas y de
crecimiento mantuvieron los contrastes, entre los genotipos, cuando estos fueron
evaluados en sequia y calor aplicados en forma separada o en combinacion, podria
resultar mas completo y eficiente realizar futuras evaluaciones de la tolerancia de buffel

grass a dichos tipos de estrés aplicando el modelo combinado.
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CAPITULO IV

UTILIZACION DE PARAMETROS BIOQUIMICOS PARA
LA IDENTIFICACION DE GENOTIPOS TOLERANTES

INTRODUCCION

Las condiciones de estrés abidtico como sequia y calor causan grandes pérdidas
a la produccion agricola en todo el mundo. El progreso en la generacion de cultivares
con mayor tolerancia al estrés abidtico ha sido lento debido a la complejidad ambiental
de las zonas de cultivo, con sus condiciones heterogéneas, las combinaciones de estrés
abiotico y el cambio climatico global (Mittler y Blumwald, 2010), entre otros. En los
programas de mejoramiento vegetal, la identificacion y seleccion de genotipos como
parentales promisorios, asi como en la progenie, es el paso basico para la obtencién de
nuevos recursos genéticos. Los fitomejoradores utilizan diversas variables y métodos de
seleccidn para identificar aquellos genotipos tolerantes a estrés ambiental; sin embargo,
las condiciones no controladas, la heterogeneidad del suelo, la gran cantidad de material
vegetal, el tiempo de realizacion de los experimentos y la cantidad de mano de obra
necesaria para evaluar materiales en condiciones de campo, hacen que los ensayos en
condiciones naturales, sean costosos y complejos de realizar. Los experimentos bajo
condiciones controladas en laboratorio y en camaras de cria,
estandarizados correctamente, son mas confiables y  faciles  de conducir, en

comparacion a los ensayos de campo (Razzaqg et al., 2017).
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Asimismo, existe fuerte evidencia de que los ensayos bajo condiciones
controladas pueden ser realizados para identificar adecuada y répidamente aquellos
genotipos tolerantes (Minner et al., 1983); sin embargo, el éxito de estas predicciones
requiere evidencia de que los genotipos identificados como tolerantes en condiciones
controladas, también reflejen este rasgo bajo condiciones de campo (Ashraf et al.,
2009). Existen varios autores que han reportado asociaciones entre datos de laboratorio
y campo Yy otros que no. Asimismo el caracter final en el que se centra la seleccién de
germoplasma en condiciones naturales, es la produccion de materia seca o rendimiento,
sin embargo, previamente bajo condiciones controladas, se puede reducir el nimero de
material a validar su produccion a campo. Estos son algunos de los desafios que
enfrenta la agricultura moderna, siendo necesario combinar enfoques para mejorar
significativamente la tolerancia al estrés abiotico de los cultivos en diversos ambientes
de produccion. Se deben lograr enfoques innovadores que tengan en cuenta los
antecedentes genéticos y la fisiologia de los cultivos, integrando evaluaciones realizadas

en condiciones controladas y a campo (Mittler y Blumwald, 2010).

Con la finalidad de utilizar los pardmetros bioquimicos del estrés oxidativo para
caracterizar e identificar genotipos tolerantes al estrés por sequia y calor, en el presente
capitulo se realizé la evaluacién de cinco genotipos de Cenchrus ciliaris L., empleando
el sistema experimental modelo de estrés combinado, desarrollado en el Capitulo
previo. Asimismo, para convalidar los resultados obtenidos en el crecimiento bajo
condiciones controladas, se efectué un ensayo comparativo de produccion de biomasa
en condiciones de campo en la localidad de Quilino ubicada en el noroeste de la

provincia de Cordoba.
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OBJETIVO ESPECIFICO

Aplicar los parametros bioguimicos relacionados con el estrés oxidativo para la

identificacion de genotipos tolerantes a sequia y calor en Cenchrus ciliaris L.

MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron tres genotipos de Cenchrus ciliaris L. RN1, RN51, RN49, que
forman parte de la coleccion activa, sita en el IFRGV. Los genotipos RN1 y RN51
fueron elegidos debido a sus respuestas contrastantes (susceptible y tolerante,
respectivamente) observadas en los estudios realizados por Lanza Castelli, et al.,
(2010), Tommasino et al., (2012) y en los capitulos previos de esta tesis. EI genotipo
RN49 es el cultivar comercial Texas 4464, muy utilizado en Argentina (Namur et al.,
2014) y a nivel mundial, ademés es conocido por su tolerancia a la sequia (Al-Dakheel y
Iftikhar Hussain, 2016; Ayersa, 1981; Fernando et al., 1995). De igual forma, se
evaluaron dos mutantes somaclonales S6 y J20, obtenidos a partir del genotipo RN51
mediante técnicas de mejoramiento genético no convencionales que fueron
desarrollados por el grupo de Genotecnia del IFRGV — CIAP — INTA. Con respecto a
S6, este fue obtenido mediante cultivo in vitro de embriones maduros de Cenchrus
ciliaris L., y un proceso de seleccion in vitro con NaCl como agente simulador de estrés
salino (Lopez Colomba et al., 2013). En relacion a J20, se obtuvo por mutagénesis de
semillas maduras y posterior seleccion in vitro con manitol, como agente simulador de

estrés por sequia (L6pez Colomba et al., 2011).
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Condiciones Generales de Crecimiento

Los genotipos fueron sembrados en macetas de plastico de 3 L de capacidad
volumétrica, utilizando 0,2 gr de semillas por maceta. Cada maceta fue llenada con 2,76
Kg de sustrato compuesto por una mezcla de arena y tierra en proporcion 1:1 que
previamente fue secado en estufa durante 72 horas a 105°C. Luego de la siembra las
macetas fueron regadas utilizando un aspersor hasta lograr la saturacion del sustrato y 2
horas més tarde, una vez finalizado el drenaje, las macetas fueron pesadas y se
determind el 100 % de contenido hidrico del sustrato (CHS) por método gravimétrico.
El CHS de las macetas se mantuvo al 80 % con riegos diarios durante 30 dias en cAmara
de crecimiento con fotoperiodo de 16 horas de luz / 8 horas de oscuridad, con 28°C (+/-
2) de temperatura, 40% (+/-10) de humedad relativa y 250 umol / s*m2 de intensidad
luminica. Al cumplirse 30 dias desde la fecha de siembra (DDS) se aplicaron los

tratamientos descritos a continuacion.

Evaluacion de la tolerancia al estrés combinado por sequia y calor en

cinco genotipos de buffel grass

Se utilizd el sistema experimental modelo de estrés combinado de sequia y calor
descripto en el Capitulo 111 de la presente tesis. (Fig.4.1). Se realizaron seis repeticiones

por cada genotipo para cada tratamiento.
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Fig. 4.1. Esquema del ensayo de estrés combinado. DDS: dias después de la siembra. CHS: contenido hidrico del
sustrato.

Medicion de parametros bioquimicos

Determinaciones del Contenido de Malondialdehido (MDA), valor de FRAP y
actividades enzimaticas SOD y CAT, fueron realizadas del mismo modo y utilizando las
mismas técnicas que fueron descriptas en materiales y métodos en el Capitulo 1l de esta

tesis doctoral.

Medicion de Caracteres morfoldgicos

Se realizaron mediciones de AL, PF y PS de la parte aérea de la planta a los
quince dias, luego de aplicado el tratamiento de estrés combinado (54 DDS). Para la
medicion se utilizaron cinco plantas al azar, por seis repeticiones para cada genotipo y

tratamiento.
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Evaluacion de produccion total de biomasa en condiciones de campo

Con el fin de evaluar el rendimiento, en términos de produccién de biomasa, de
los cinco genotipos (RN51, RN1, J20, S6 y RN49), se disefid un experimento en
condiciones de campo. Las semillas de cada genotipo se sembraron en macetas, las
plantas se mantuvieron en el invernadero para su crecimiento durante 30 dias y luego se
implantaron en la localidad de Quilino, Coérdoba (230 m.s.n.m. 30°1025,86"" S
64°40°02,52"" O). Las condiciones edaficas del lote donde se realiz6 el ensayo fueron:
1,79 % de contenido de materia organica, 1,04 % de carbono organico, 0,105 % de
nitrogeno total, 9,9 de relacion C: N, N-NOs™ > 100, contenido de fosforo 96,5 ppm, pH
6,5y C.E. 3,9 dS / m. Quilino es una region tipica de cria de ganado bovino para
produccion de carne y se realiza el cultivo de buffel grass como un importante recurso
forrajero. Quilino estéd influenciado por el clima de estepa local con un régimen de
precipitaciones escaso (entre 200 y 450mm anuales). Este clima se considera BSh segln
la clasificacion climatica de Koppen-Geiger (Képpen, 1936; Peel et al., 2007), que tiene
inviernos suaves (con valores minimos absolutos de -2 °C) y veranos calurosos o muy
calurosos (con valores maximos absolutos de 45 °C o incluso superiores). Las
condiciones climaticas durante el periodo evaluado variaron dentro de los valores
promedio (Anuario Meteorolégico BCCBA, 2015; 2016) (Fig. 4.9). Veinticinco plantas
de cada genotipo se colocaron en cada parcela (1 m?) siguiendo un disefio en bloques
completos aleatorizados con cinco repeticiones. La distancia entre parcelas fue de 1 m.
La implantacion se llevo a cabo en diciembre de 2014. Las plantas de todas las parcelas
se cortaron a una altura uniforme de 25 cm el 14 de septiembre de 2015. Se realizaron
tres cortes para evaluar la produccion total de biomasa. Los cortes se realizaron
mecanicamente durante la temporada de crecimiento de la especie en las fechas:
17/12/15, 14/ 01/16 y el 12/03/16. EI PS se determin0 después de secar las muestras en
un horno de aire forzado a 60 °C hasta que se obtuvo un peso en seco constante (72
horas).
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Disefio experimental y Analisis estadistico

En el ensayo de estrés combinado por sequia y calor, se utilizd un disefio
completamente aleatorizado con seis repeticiones, siendo la unidad experimental la
maceta. Para las comparaciones entre las medias de los parametros bioguimicos, se
utilizaron modelos lineales generales mixtos y se aplicd6 ANAVA para un modelo
trifactorial con interaccién entre los factores genotipo x tratamiento x tiempo de
medicion. Para las comparaciones entre los valores promediosde de los caracteres de
crecimiento, se utilizaron modelos lineales generales mixtos y se aplico ANAVA para

un modelo bifactorial con interaccion entre los factores genotipo x tratamiento.

En el ensayo realizado a campo, se utilizé un disefio completamente aleatorizado
con cinco repeticiones, siendo la unidad experimental la parcela. La comparacion entre
las medias de la produccion total de biomasa se utilizdé modelos lineales generales
mixtos y se aplicO ANAVA para un modelo unifactorial (Genotipo) y para un modelo
bifactorial (Genotipo*Fecha de cosecha). Las medias se compararon mediante la prueba
DGC (Di Rienzo et al., 2002) al nivel de significacion del 5% (p < 0,05) usando el
software estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2017). El error estandar se representa en

todas las figuras.

Complementariamente, en las figuras se presentan valores en porcentaje que
indican la reduccién o el incremento del valor promedio del tratamiento de estrés en
relacion al valor promedio del tratamiento control y fue calculado utilizando la siguiente
formula: Valor % = [ (xs * 100 / xc) ] -100. Donde xs y xc representan los valores

promedio de los tratamientos de estrés y control para cada genotipo.
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RESULTADOS

Parametros bioquimicos

El contenido de MDA se incremento en todos los genotipos cuando se aplico el
tratamiento de estrés por sequia y calor. A las 72 horas de tratamiento se observaron 5
grupos con diferencias significativas. EIl primer grupo estuvo constituido por el genotipo
RN1 y present6 el mayor incremento en el contenido de MDA con un valor de 83%
respecto del tratamiento control. El segundo y tercer grupo mostraron incrementos
intermedios e incluyeron a los genotipos S6 y RN49 respectivamente, con valores de
54% y 38%. EI cuarto grupo presentd los menores incrementos de MDA, e incluyd a los
genotipos RN51 y J20, con valores de 15% y 33% respectivamente. El quinto grupo
estuvo conformado por el tratamiento control de cada uno de los genotipos evaluados
(Figura. 4.2).
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Fig. 4.2. Contenido de malondialdehido (MDA) medido a las 24, 48 y 72 horas de estrés combinado por sequia y
calor en los genotipos RN51, RN1, RN49, J20 y S6. Cada punto representa el promedio de seis repeticiones. Las
barras de error representan el error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). Los valores
en porcentaje representan el incremento en el valor promedio del tratamiento de estrés combinado respecto del valor
promedio del tratamiento control.
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En relacion al poder reductor total, cuantificado mediante el valor de FRAP, se
distinguieron 4 grupos con diferencias significativas a las 72 horas de tratamiento de
estrés por sequia y calor. El primer grupo, conformado por los genotipos RN51 y J20,
presentd el mayor incremento del poder reductor, con valores de 166% y 143%
respectivamente. El segundo grupo estuvo constituido por el genotipo RN49 que
presentd un incremento inferior al primer grupo, pero superior al tercer y cuarto grupo,
con un valor de 103%. Por otra parte, en el tercer grupo se encontro el genotipo S6 que
presentd un incremento de 67%. Finalmente, el cuarto grupo incluyé los tratamientos
control y el genotipo RN1 en estrés que no present6 incremento del poder reductor total
(Figura. 4.3).
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Fig. 4.3. Poder reductor total, cuantificado mediante el valor de FRAP, medido a las 24, 48 y 72 horas de estrés
combinado por sequia y calor en los genotipos RN51, RN1, RN49, J20 y S6. Cada punto representa el promedio de
seis repeticiones. Las barras de error representan el error estdndar. Letras distintas indican diferencias significativas
(p < 0,05). Los valores expresados en porcentaje, a las 72 horas, representan el incremento en el valor promedio del
tratamiento de estrés combinado respecto del valor promedio del tratamiento control.
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Al analizar la actividad de la enzima SOD, se encontraron 4 grupos
significativamente diferentes a las 72 horas de aplicado el tratamiento de estrés. El
primer grupo presentdé los mayores incrementos de actividad, encontrandose los
genotipos J20 y RN51con valores de 180% y 169% respectivamente. El segundo grupo
incluyo a los genotipos RN49 y S6 con incrementos intermedios en la actividad SOD,
presentando valores de 146% y 78% respectivamente. El tercer grupo mostrd6 menor
incremento de actividad SOD y estuvo conformado por el genotipo RN1 con un valor
de 69%. El cuarto grupo incluy¢ al tratamiento control de todos los genotipos evaluados
(Figura 4.4).
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Fig. 4.4. Actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD) a las 24, 48 y 72 horas de estrés combinado por sequia
y calor en los genotipos RN51, RN1, RN49, J20 y S6. Cada punto representa el promedio de seis repeticiones. Las
barras de error representan el error estndar. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). Los valores
expresados en porcentaje, a las 72 horas, representan el incremento en el valor promedio del tratamiento de estrés
combinado respecto del valor promedio del tratamiento control.
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En relacion a la actividad enzimética CAT, se diferenciaron dos grupos a las 72
horas de tratamiento de estrés combinado por sequia y calor. EI primer grupo mostrd
incremento de actividad enzimatica con valores de 137%, 128% y 93% para los
genotipos RN51, J20 y RN49 respectivamente. Por otra parte, el segundo grupo incluyé
a los tratamientos control de todos los genotipos y a los tratamientos de estrés de los
genotipos RN1 y S6 sin incrementos de actividad CAT (Fig. 4.5).
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Fig. 4.5. Actividad de la enzima catalasa (CAT) a las 24, 48 y 72 horas de estrés combinado con sequia y calor, en los
genotipos RN51, RN1, RN49, J20 y S6. Cada punto representa el promedio de seis repeticiones. Las barras de error
representan el error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). Los valores expresados en
porcentaje, a las 72 horas, representan el incremento en el valor promedio del tratamiento de estrés combinado
respecto del valor promedio del tratamiento control.
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Caracteres de crecimiento

A los 15 dias de aplicado el tratamiento de estrés combinado se observd
reduccion del crecimiento en todos los genotipos bajo tratamiento de estrés combinado.
En el peso seco de la parte aérea de la planta se distinguieron 4 grupos con diferencias
significativas. El primer grupo incluyd al tratamiento control del genotipo RN51. El
segundo grupo estuvo conformado por los tratamientos control de los genotipos J20,
RN49, S6 y RN1. El tercer grupo incluyo a los tratamientos de estrés combinado de los
genotipos RN51, J20 y RN49 con reducciones de -46%, -40% y -41% respectivamente.
El cuarto grupo se formo con los tratamientos de estrés combinado de los genotipos S6

y RN1, con reducciones de -64% y -71% (Fig. 4.6).
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Fig. 4.6. Peso seco de la parte aérea de la planta medido a los 15 dias del tratamiento de estrés combinado con sequia
y calor (54 dias desde la siembra) en los genotipos RN51, RN1, RN49, J20 y S6. Genotipo*Tratamiento representa la
interaccion entre ambos factores. Las barras color negro (tratamiento control) y color blanco (tratamiento estrés
combinado) representan los promedios de seis repeticiones. Las barras de error representan el error estandar. Letras
distintas indican diferencias significativas (p < 0,05). Los valores expresados en porcentaje representan la reduccion
en el valor promedio del tratamiento de estrés combinado respecto del valor promedio del tratamiento control.
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Evaluacion de produccion total de biomasa en condiciones de campo

Se observaron 3 grupos con diferencias significativas. EI primer grupo mostro la
mayor produccion de biomasa e incluyo a los genotipos J20, RN51 y RN49, con valores
promedios iguales o superiores a 0,800 Kg de Materia seca total por metro cuadrado. El
segundo grupo, incluyé al genotipo S6 con un valor promedio cercano a 0,600 Kg
MS/m?. El tercer grupo present6 la menor produccion e incluy al genotipo RN1 con un
valor promedio cercano a 0,300 Kg MS/m? (Fig. 4.7).
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Fig. 4.7. Produccion total de Biomasa en Kg de Peso seco / m? obtenida de tres cosechas en el periodo de crecimiento
del cultivo entre diciembre — marzo para los genotipos RN51, RN1, RN49, J20 y S6, evaluados en condiciones de
campo en la localidad de Quilino (Noroeste de Cérdoba, Argentina). Las barras repersentan el valor promedio de
cinco repeticiones. Las barras de error representan el error estandar. Letras distintas indican diferencias significativas
(p <0,05).
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Los genotipos (RN1 y S6) que en el sistema experimental de estrés combinado

por sequia y calor mostraron mayores reducciones en el crecimiento (71% y 64%)

también presentaron menor produccién de biomasa en condiciones de campo en todos

los momentos de cosecha de biomasa (Fig. 4.8).
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Fig. 4.8. Comparacion de producciones de Biomasa en Kg de Peso seco / m? obtenidas en cada cosecha en el periodo
de crecimiento del cultivo entre diciembre — marzo para los genotipos RN51, RN1, RN49, J20 y S6, evaluados en
condiciones de campo en la localidad de Quilino (Noroeste de Cérdoba, Argentina). Cada punto repersentan el valor
promedio de cinco repeticiones. Las barras de error representan el error estandar. Letras distintas indican diferencias

significativas (p < 0,05).

QUILINO | pp (mm)acum T media (°C) Tmed max (°C) Tmed min (°C)

Sept-15 2 14 22 7
Oct-15 3 18 24 13
Nov-15 65 23 28 15
Dic-15 78 24 34 18
Ene-16 103 26 33 20
Feb-16 95 25 31 20
Mar-16 48 22 27 15

Total 394 mm

21,7 °C 28,4 °C 15,4 °C

Fig. 4.9. Valores de precipitaciones y temperaturas durante el periodo de evaluacion de los genotipos de buffel grass
en la localidad de Quilino. Los datos de precipitaciones fueron obtenidos del pluviometro instalado en el lugar de
ensayo. Los datos de temperatura fueron suministrados por la red de estaciones meteoroldgicas de la Bolsa de
Cereales de Cordoba (Anuario Meteorolégico BCCBA, 2015; 2016).
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DISCUSION

Cuando los cinco genotipos fueron evaluados en estrés combinado, el genotipo
J20 mostré una respuesta similar a la observada en el genotipo tolerante RN51.
Mientras que el genotipo S6 presentd una respuesta semejante a la observada en el
genotipo susceptible RN1. Las diferentes respuestas pueden deberse al proceso de
obtencidn y seleccién de éstos genotipos (J20 y S6) inducidos por mutacion y variacion
somaclonal como ha sido explicado en trabajos previos, para tolerancia a sequia (Lopez
Colomba et al. 2011) y tolerancia a salinidad (Lopez Colomba et al. 2013). Por otra
parte, el genotipo RN49 es el genotipo de buffel grass de mayor difusion y utilizacion
en los sistemas productivos de cria bovina del noroeste de la Republica Argentina
(Namur et al., 2014) y también presentd respuestas bioguimicas y de crecimiento

similares a las observadas en el genotipo tolerante (RN51).

El efecto del estrés, aplicado de manera individual o en combinacién, sobre los
genotipos evaluados en condiciones controladas puede no tener correlacién con el
efecto observado en condiciones naturales (Mittler 2006). Sin embargo, en nuestro
estudio, el resultado en el crecimiento obtenido en respuesta al estrés por sequia y calor
en condiciones controladas fue similar a la respuesta obtenida en el ensayo de
produccién de biomasa en condiciones de campo realizado en la localidad de Quilino.
Los genotipos tolerantes mostraron mayor crecimiento y produccion total de biomasa,
en ambas condiciones en comparacion con los genotipos susceptibles. Similares
resultados fueron reportados por Saeidi et al. (2015) quienes observaron que el estrés
por sequia durante etapas vegetativas tempranas provocd reduccion de algunos
parametros agronémicos como por ejemplo la produccion total de biomasa. Asimismo,
la clasificacion obtenida de los genotipos de buffel grass en respuesta a estrés por sequia
y calor, bajo condiciones controladas y mediante los pardmetros bioquimicos y

morfolégicos analizados se convalidé a campo.
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CONCLUSION PARCIAL

Las respuestas bioguimicas y las disminuciones del crecimiento observadas en el
presente estudio sentaron las bases para diferenciar los genotipos de buffel grass
basandonos en la susceptibilidad y tolerancia al estrés combinado por sequia y calor. De
los pardmetros bioquimicos medidos, el contenido de MDA y el valor de FRAP, podrian
resultar los mas convenientes de utilizar para futuras caracterizaciones de nuevos
genotipos obtenidos en el programa de mejoramiento que lleva adelante el IFRGV, lo
cual permitiria la identificacion temprana de genotipos tolerantes a ambos estreses, en el

mejoramiento de buffel grass.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES GENERALES

El estrés por sequia y calor, aplicado de forma separada o en combinacion,
provoca cambios en el metabolismo oxidativo en buffel grass observandose respuestas
contrastantes y variabilidad en los genotipos evaluados. Lo cual resulta Gtil en un
programa de mejoramiento para caracterizar e identificar genotipos de buffel grass
tolerantes.

El dafio oxidativo (contenido de MDA) y el poder reductor total (valor de
FRAP) presentan una relacion inversa, en la cual, menores contenidos de MDA se
corresponden con mayores valores de FRAP en los genotipos tolerantes. Estos
parametros bioquimicos medidos a las 72 horas de tratamiento de estrés pueden ser una
herramienta Gtil para identificar respuestas de tolerancia al estrés por sequia y calor en

genotipos de buffel grass.

Los sistemas experimentales desarrollados, de etrés por sequia, calor y la
combinacion de ambos, logran diferenciar genotipos de buffel grass y resultan tiles

para evaluar la tolerancia de dicha especie a esos factores limitantes.

La respuesta en el crecimiento de los genotipos obtenida en el modelo de estrés
combinado utilizado en condiciones experimentales controladas concuerda con la

produccién de biomasa evaluada a campo.

Los resultados mostrados aqui sugieren que el metabolismo antioxidante cumple
una funcién importante en la tolerancia de buffel grass a sequia, calor y la combinacién
de ambos tipos de estrés. Los mecanismos moleculares especificos que subyacen a estos

parametros en buffel grass podrian ser objeto de futuros estudios.
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ANEXO

ENSAYOS DE ESTRES POR SEQUIA
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Fig A.1. Evaluacidn del crecimiento, mediante los caracteres de Altura, Peso Fresco y Peso Seco de la parte aérea de
la planta en los genotipos RN1 (A, C, E) y RN51 (B, D, F) durante 12 dias con tratamiento sequia 50% de CHS
(barras color gris) y tratamiento control 80% de CHS (barras color negro). Letras distintas indican diferencias
significativas (p < 0,05). No se observd efecto del tratamiento sobre el crecimiento. Se observaron diferencias debido
al genotipo y al tiempo de tratamiento.
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Fig A.2. Caracteres morfoldgicos PF y PS evaluados en los genotipos RN1 y RN51, al tercer dia de aplicados los
tratamientos: sequia 15% de CHS (barras color gris) y control 80% de CHS (barras color negro).
Genotipo*Tratamiento representa la interaccion entre ambos factores. Las barras de error representan el error
estandar. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Fig. A.3. Medicion del contenido de MDA en los genotipos RN51 y RN1 a los 6, 9, 12 y 21 dias de tratamiento.
RN51: Control ( ®); RN51: sequia 30% CHS ( @ ); RN1: Control ( O ); RN1: sequia 30% CHS ( © ). No se observd
interaccion entre genotipo y tratamiento. Se observd diferencias debido al tiempo. Letras distintas indican diferencias

significativas (p < 0,05).
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Fig. A.4. Poder reductor cuantificado mediante el VValor de FRAP en los genotipos RN51 y RN1 a los 6, 9, 12 y 21
dias. RN51: Control ( ®); RN51: sequia 30% CHS ( @ ); RN1: Control ( & ); RN1: sequia 30% CHS ( © ). No se
observo interaccion entre genotipo y tratamiento. Letras distintas indican diferencias significativas (p < 0,05).
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