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1. RESUMEN

La superficie global afectada por la salinidad y la alcalinidad supera los 900
millones de hectéreas. Sdlo la provincia de Buenos Aires posee mas de 4,7
millones de ha de suelos arcillosos con alto contenido de sales sédicas.

Diversas especies vegetales exhiben caracteristicas de tolerancia que las hacen
potencialmente Utiles para estudiar los mecanismos de respuesta que generan
tolerancia a la salinidad y alcalinidad. Por ejemplo, Chloris gayana y Panicum
coloratum muestran diversos niveles de adaptacion a estas condiciones
edaficas. Ademas, existen leguminosas como Lotus tenuis y Melilotus albus,
cuyos niveles de tolerancia a condiciones de salinidad y alcalinidad edafica
permiten evaluar una posible consociacion con las poaceas mencionadas, lo cual
incrementaria el valor nutritivo de la pastura. Una evaluacion exhaustiva de estas
especies en condiciones controladas permitiria discriminar entre los efectos de
la salinidad y la alcalinidad sobre la germinacion y el crecimiento de las plantas
y si la inoculacién con microorganismos promotores del crecimiento mejora el

desempeiio de las mismas en estas condiciones.

En este contexto, el primer objetivo del trabajo fue comparar los efectos de la
salinidad y la alcalinidad en la germinacion y el Tso de las semillas de C. gayana
cv. Katambora (PGG Wrighton S.A.), P. coloratum cvs. Klein Verde y Bambatsi
(Peman), M. albus, L. tenuis cv. Nahuel (Biscayart), L. tenuis (Picasso) y L.
corniculatus (semilla identificada de Picasso S.A.). Para esto, se llevé a cabo un
disefio completamente aleatorizado con un arreglo factorial de 7 genotipos x 2
niveles de salinidad x 2 valores de pH. Las semillas se incubaron 19 dias bajo
un fotoperiodo de 12 horas a 25 °C y 20 °C durante los periodos de luz y
oscuridad, respectivamente. Las soluciones de germinacion surgieron de la
combinacion en proporciones 1:1 de sales de Na* neutras (NaCl - Na,SO,) y
alcalinas (NaHCO; - Na,COs). Las concentraciones salinas utilizadas fueron de
10 y 50 mM, lo cual resultoé en cuatro tratamientos: N10 (control) y N50 para las
sales neutras (pH = 6,5) y A10 y A50 para las sales alcalinas (pH = 10,2). La
germinacion (%) se calcul6 como el nimero de semillas germinadas en un

tratamiento / NUmero de semillas germinadas en agua x 100. Las medias se



sometieron al analisis de la varianza (ANVA) y cuando éste mostré diferencias

significativas se compararon con la prueba de Tukey (p < 0,05).

La salinidad (N50) no afectd la germinacion de ninguna especie evaluada. La
alcalinidad sélo inhibi6 la germinaciéon de las semillas de P. coloratum cv. Klein
Verde, que en A10 germinaron un 38 % menos que en la solucion control. La
combinacion de alcalinidad y salinidad (A50) inhibi6 drasticamente la
germinacion de semillas de todos los genotipos excepto de C. gayana. La
germinacion de las semillas incubadas en A50 fue del 72 % para C. gayana y
oscilé entre el 0 % y el 20 % para el resto de los genotipos. La salinidad aumento

ligeramente el Tso de todos los genotipos (12 %) pero la alcalinidad no lo afecto.

El segundo objetivo fue evaluar los efectos de la salinidad, el pH y la inoculacion
de las semillas con compuestos comerciales que contenian BPCV sobre la
emergencia, el crecimiento y el desarrollo temprano de plantas de C. gayana cv.
Katambora. Para cumplir con este objetivo se sembraron 30 semillas sobre
recipientes plasticos con sustrato compuesto por una mezcla de perlita y
vermiculita. Los recipientes se colocaron sobre bandejas con solucion nutritiva
completa mas el tratamiento de salinidad/pH correspondiente. Las plantas
crecieron bajo 16 horas de fotoperiodo con temperaturas maxima y minima
medias de 27,7 y 23,4 °C durante los periodos de luz y oscuridad,
respectivamente. La duracién del periodo de evaluacion fue de 24 dias. El dia de
la cosecha se determind el peso fresco y seco del vastago y la raiz, el contenido
de clorofila, numero de macollos, el contenido relativo de agua y la permeabilidad
de las membranas. El experimento consisti6 en un disefio completamente
aleatorizado con estructura factorial de 2 niveles de salinidad x 2 valores de pH
X 4 inoculantes, con 6 repeticiones por tratamiento. Las concentraciones salinas
utilizadas para el ensayo fueron de 25 y 50 mM para cada una de las soluciones,
lo cual resulto en los tratamientos N25 y N50 para las sales neutras (pH =6,4) y
A25y A50 para las sales alcalinas (pH = 10). Para los tratamientos de inoculacion
se realizaron diluciones de compuestos comerciales que contenian: Bacillus
subtilis (Inoculante Promotor BS de Nitrasoil), Azospirillum brasilense INTA AZ39
+ Bioprotector (ambos de Nitrasoil), A. brasilense + Pseudomonas fluorescens

(de Barenbrug) y bioprotector (de Nitrasoil) como tratamiento control.
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Ninguno de los tres factores evaluados (salinidad, pH e inoculacion) afecto la
emergencia de C. gayana. El pH alcalino inhibié el desarrollo de macollos,
independientemente de la salinidad. La combinacién de salinidad con alcalinidad
produjo disminucion en los pesos secos del vastago. El peso seco de las raices
de plantas expuestas a alcalinidad fue 75 % menor que el control; mientras que
el incremento de la concentracion salina, independientemente del pH, redujo 41
% el PSR. La relacion entre los pesos secos del vastago y de la raiz (V/R) se
mantuvo estable salvo en plantas expuestas a 50 mM en las cuales disminuy6
22 % respecto a la concentracion de 25 mM. Unicamente el factor pH tuvo efecto
significativo sobre el contenido de clorofila. Las plantas que crecian en pH neutro
mostraron un 76 % mas de clorofila que las que crecian en pH alcalino (10,82 y
6,15 unidades SPAD, respectivamente). El CRA se redujo un 16 % cuando se
combinaron los factores salinidad y alcalinidad. El porcentaje de pérdida de
electrolitos en tejidos foliares, utilizado como indicador del dafio de la membrana
celular, aument6 levemente con alcalinidad, independientemente de la
concentracion salina. Sin embargo, en plantas previamente inoculadas con A.
brasilense + P. fluorescens, y expuestas a las mismas combinaciones de

concentracion salinay pH, el PPE fue 23 % menor que en las plantas sin inocular.

Conclusiones: i) La GR de C. gayana en A50, si bien es 35 % menor a la del
control, es similar a la observada en N50 y A10, con un T50 32 % mayor que el
control; ii) La incubacién de las semillas de P. coloratum, L. tenuis, L. corniculatus
y M. albus en la solucién A50 inhibe fuertemente la GR; iii) En etapas tempranas
de crecimiento, la biomasa final de plantas de C. gayana cv Katambora

disminuye cuando se le aplica un estrés salino/alcalino.

Palabras clave: forrajeras subtropicales, estrés, bacterias, pH.
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2. INTRODUCCION

2.1. Situacion y caracteristicas de los suelos salinos y alcalinos

La FAO/UNESCO estimo que la superficie terrestre global afectada por salinidad
y alcalinidad supera los 900 millones de hectareas (Wicke et al., 2011). Esta
superficie aumenta a una tasa del orden de 0,25 a 0,50 millones de hectéreas
por afo, principalmente debido al incremento de la frecuencia de eventos
climaticos extremos (sequias, inundaciones, etc) y la expansion de la agricultura

bajo riego (Sanchez et al., 2015).

Para el afio 2050, se calcula que la produccion de alimentos a nivel mundial
debera crecer un 60 % (FAO, 2016). Esto, introducira en el contexto
agropecuario un intenso debate por la cantidad de superficie cultivable, al mismo
tiempo que la necesidad de un mejor aprovechamiento de los suelos que hoy
sufren algun tipo de degradacion como, por ejemplo, salinidad y alcalinidad
(Mahjoory, 2011). La salinidad reduce los rendimientos de los cultivos y, por
encima de ciertos umbrales, hace inviable completamente su produccion (FAO,
2015).

La Argentina es el tercer pais con mayor superficie de suelos afectados con sales
en el mundo en forma natural (salinizacién primaria), después de Rusia y
Australia (FAO-UNESCO en Lavado, 2007). A diferencia de otros paises, que
poseen suelos afectados por sales en climas aridos y semiaridos, en Argentina
también existen enormes extensiones de estos suelos en climas humedos y
subhumedos donde las sales provienen de las capas freaticas (Taboada et al.,
2003).

Los suelos salinos se caracterizan por poseer una elevada concentracion de
sales solubles. Los iones mas comunmente encontrados son el ClI-y los sulfatos
de Na*, Ca?* y Mg?*. La salinidad de la solucién del suelo se cuantifica en
términos de conductividad eléctrica o de potencial osmaético. Cuanto mas alta es
la concentracion salina, mayor es la conductividad eléctrica y menor el potencial
osmatico. El umbral inferior de salinidad en los suelos se establece

convencionalmente en una conductividad eléctrica del extracto saturado de 4 dS



m-! (a 25 °C). En base a la conductividad eléctrica del extracto saturado (CES),
el United States Salinity Laboratory de Riverside (1954) establece grados de
salinidad (Tabla 1).

Tabla 1: clasificacion de los suelos segun la conductividad eléctrica del extracto

saturado en dS m, segun el United States Salinity Laboratory (1954).

CEs (dSm) Descripcion
0-2 Suelos normales
2-4 Suelos ligeramente salinos
4-8 Suelos salinos
8-16 Suelos fuertemente salinos
>16 Suelos extremadamente salinos

Por otro lado, la sodificacion o alcalinizacion ocurre cuando en la solucion del
suelo existe una concentracion elevada de sales sodicas de tipo carbonato y
bicarbonato de Na* (Etchevehere, 1976). Las arcillas saturadas de cationes Na*,
en presencia de agua de lluvia y COz2 disuelto, se hidrolizan liberando iones Na*
y OH- a la solucion edafica, lo cual incrementa el pH. El criterio generalmente

aceptado para definir a un suelo alcalino es que posea un pH mayor a 8,5.

El porcentaje de sodio intercambiable (PSI) se define como la cantidad de sodio
adsorbido por las particulas del suelo, expresado en porcentaje de la CIC, es
decir, PSI = Na* intercambiable (meq / 100 g de suelo) / CIC (meq / 100 g de
suelo) * 100. Este parametro se usa comunmente para estimar la concentracion

de Na* de un suelo. Los suelos alcalinos poseen un PSI mayor a 15 %.

Utilizando la conductividad eléctrica, el porcentaje de sodio intercambiable del
complejo de cambio y el pH, se clasifica a los suelos en salinos, salinos-alcalinos

y alcalinos (Tabla 2).
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Tabla 2: Clasificacion de suelos en funcidén de la conductividad eléctrica,

porcentaje de sodio intercambiable y pH. Fuente: Montico 2006.

Conductividad % de Na*
. intercambiable en
electrica _ pH Clasificacion
el complejo de
(dS/cm a 25°C) cambio
<4 <15 6,5-7,5 Normal
> 4 <15 7-8,5 Salino
>4 > 15 >8.5 Salino- Alcalino
<4 > 15 > 8,5 Alcalino

La Pampa Deprimida es una de las regiones del pais méas afectada por sales, ya
que el 50 % de la superficie est4 ocupada por suelos con diversos niveles de
salinidad o alcalinidad. Estos suelos son caracteristicos de sectores de relieve
concavo, donde hay aporte de agua de escurrimiento y/o superficie freatica
(Lavado, 1988; Imbellone et al., 2010). Si bien el pastizal natural es el principal
recurso forrajero utilizado en la zona, una alternativa para incrementar la
produccion, a corto plazo, es la introduccion de especies forrajeras de buena
calidad con potencial para tolerar tales condiciones ambientales, junto con
técnicas de manejo que hagan mas eficiente y sustentable la producciéon y, a
largo plazo, un programa de mejoramiento genético basado en la variabilidad

intraespecifica natural.

2.2. Efectos de la salinidad y la alcalinidad en las plantas

Los efectos mas significativos y ampliamente estudiados de la salinidad sobre
las plantas han sido el estrés osmatico, el desequilibrio i6nico y la toxicidad
directa de los iones sobre los procesos metabolicos (Zhu, 2001; Tester et al.,
2003; Munns et al., 2008). El estrés salino afecta a la gran mayoria de los
procesos de las plantas, tales como la germinacion, el crecimiento, la

fotosintesis, las relaciones hidricas y el balance nutricional (Parihar et al., 2015).
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Los efectos adversos producidos por la alcalinidad mas investigados han sido la
deficiencia de nutrientes, el incremento de la absorcion de sodio en suelos
salinos 6 sodicos (Yang et al., 2008a, b; Zhang y Mu, 2009, entre otros) v,
recientemente, se observé que la alcalinidad induce dafio oxidativo en las raices
(Zhang et al., 2017).

Efectos de la salinidad sobre la germinacién

La salinidad afecta al proceso de germinacién de diferentes maneras. En
principio, altera la imbibicion de las semillas debido a que se reduce el potencial
osmoético del medio circundante (Khan et al., 2008), altera el metabolismo de las
proteinas (Dantas et al., 2007) e interrumpe el balance hormonal (Khan et al.,
1994).

En un estudio con cariopses de C. gayana Kunth y P. coloratum L. cosechadas
de plantas cultivadas en un suelo alcalino-sédico (pH =9,8; CE=0,69dSm 1y
PSI = 26,2%) se observo que la germinacion de estas semillas fue 25y 20 %
menor, respectivamente, al incrementar la concentracion salina de 25 a 150 mM
(Garcia et al., 2018). En otro estudio con cariopses de cuatro cultivares de C.
gayana Kunth (Finecut, Katambora, Tolgar y Toro) se observé que un incremento
de la concentracién salina de 25 a 150 mM de sales de Na* neutras (NaCl -
Na,SO,) redujo la germinacién relativa de 99,8 % a 64,8 %, respectivamente.
Ademas, la velocidad de germinacién también disminuy6 en ambos casos (Gago
et al., 2017).

En Melilotus officinalis (semillas recolectadas de plantas que crecian en un
cultivo de canola en Iran, se mantuvieron en heladera y se rompié su dormicion
con &cido sulfarico) se observé que la germinacion no disminuyé de manera
significativa con el aumento de la concentracion de NaCl en la solucion de
incubacion de 0 a 100 mM; sin embargo, por encima de esta concentracion el
porcentaje de germinacion disminuyo siguiendo una curva sigmoidea y se inhibi6
completamente a una concentracion salina de 300 mM. La concentracion
requerida para inhibir un 50 % la germinacién fue de 207 mM de NaCl (Ghaderi-
far et al., 2010).
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Estos resultados muestran que las semillas de estas especies son capaces de
germinar aun en presencia de una alta concentracion salina en la soluciéon

edafica.

Efectos de la salinidad sobre el crecimiento

El crecimiento de la planta es otro de los procesos que se ve afectado por la
presencia de salinidad en el suelo. La causa principal es la reduccién de la
absorcién de agua y la consecuente disminucion de la presion de turgencia
celular debido al bajo potencial hidrico del agua en el suelo, producto de las sales
disueltas en la misma (Parihar et al., 2015). Taleisnik et al., (1997) midieron el
efecto de la salinidad sobre el crecimiento de 6 cultivares de C. gayana (Pioneer,
Pioneer Local, Katambora, Bell, Boma y Callide) a concentraciones crecientes
de NaCl (100 — 400 mM). A pesar de que esta especie mostré una alta tolerancia
a la salinidad, se observo una reduccion significativa de la acumulacién de peso
fresco, en la relacion entre peso fresco y seco, y en la concentracion de peso
seco por unidad de area foliar en estas plantas. En otro estudio se midio el
crecimiento de raices de plantas de C. gayana cv. Boma cultivadas en
invernadero. Este cv. no se vio afectado hasta una concentracion salina de 200
mM de NaCl. A partir de este umbral, disminuy6 el nimero de raices y su tamafio
y las mismas acumularon concentraciones mayores de azucares solubles y de
reserva de lipidos (Coérdoba et al., 2001). Rogers et al. (1996) evaluaron la
tolerancia a la salinidad de 9 poblaciones de especies de Melilotus que crecieron
en soluciones hidropénicas con 5 concentraciones de NacCl (0, 45, 90, 135y 180
mM) en invernadero. La produccion de materia seca no se vio afectada hasta
una concentracion salina 90 mM, sin embargo, el rendimiento disminuyé un 39
% a una concentracion de NaCl 180 mM, con respecto al tratamiento control (0
mM de NaCl). Plantas de L. tenuis redujeron un 37 % la produccién de biomasa

total al exponerse a una concentracion salina 100 mM de NaCl (Paz et al., 2012).

Efectos de la salinidad sobre el contenido relativo de agua, la fotosintesis

y el contenido de clorofila

La reduccion de la tasa fotosintética en las plantas bajo estrés salino se debe
principalmente a la reduccion del potencial agua. El contenido relativo de agua

(CRA) es una medida del contenido de agua respecto del agua total que el tejido
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puede almacenar. Esta medicion permite conocer el estado hidrico de la planta.
El CRA se relaciona con el potencial hidrico porque éste y sus componentes
principales a nivel celular (potencial de presion y de solutos) son funcion del
volumen de agua del protoplasto. En general, la disminucion del contenido
relativo de agua de 100 % a 90 % se relaciona con la reduccién de la expansion
celular y el cierre del poro estomatico en la hoja. La pérdida de solutos desde las
células guarda puede activarse por un descenso del contenido hidrico de la hoja
induciendo una mayor sintesis de ABA. Contenidos entre 90 % y 80 % se
relacionan con cambios en la composicidn de los tejidos y algunas alteraciones
en las tasas relativas de fotosintesis y respiracion. Niveles de CRA menores al
80 % usualmente implican potenciales hidricos del orden de los -1,5 MPa, o
menos, lo cual lleva a cambios en el metabolismo, tales como disminucion
significativa de la fotosintesis e incremento de la respiracion, entre otros
(Gonzélez et al., 2001; Soares-Cordeiro et al., 2009). En especies mesofilas, en
general, en una etapa temprana del estrés hidrico, con un rango de CRA que
varia entre el 100 y el 80 %, la disminucién de la fotosintesis neta se produce
principalmente por una reduccién en la concentracion intercelular de CO2 debido
a una disminucion de la conductividad estomatica. Un estrés hidrico mas severo
produce una disminucion de la tasa potencial de fotosintesis (que cesa a un CRA
de aproximadamente 40 %), la cual no se recupera por un incremento de la

concentracion intercelular de CO2 (Lawlor, 2002; Soares-Cordeiro et al., 2009).

El contenido de clorofila se correlaciona directamente con la salud general de la
planta (Zhang et al., 2005). Una disminucion del contenido de clorofila bajo estrés
salino es un fendbmeno comunmente informado y, en varios estudios, la
concentracion de ésta se utiliza como un indicador sensible del estado
metabdlico de la célula (Chutipaijit et al., 2011). Por ejemplo, en un estudio
llevado a cabo con 3 genotipos diferentes de C. gayana, que se cultivaron en
concentraciones crecientes de NaCl (5, 10, 15y 20 dS m?), los valores de SPAD
se mantuvieron constantes hasta un nivel de salinidad equivalente a 10 dS m?,
y luego se observo una reduccion significativa en los valores de SPAD a partir
de niveles de salinidad de 15 dS m en los 3 genotipos (Daba, 2019). C. virgata,
otra especie haldfita, exhibié un incremento de clorofila a, b y carotenoides bajo

estrés salino moderado (120 Mm) en comparacion con el tratamiento control, sin
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embargo, los contenidos disminuyeron a una concentracion salina de 160 mM.
(Yang et al., 2008). Concentraciones de NaCl (mayores a 200 mM) en conjunto
con altos valores de pH (mayores a 9) produjeron un detrimento significativo del
contenido de clorofila de las hojas en plantas de M. officinalis (Vu et al., 2015).
Esto podria deberse a que altos niveles de salinidad y pH podrian inhibir la
sintesis de clorofila (Shi et al., 1997).

Una respuesta comun a diversos factores de estrés ambiental, entre ellos la
salinidad y la toxicidad i6nica, es la acumulacion de especies reactivas de
oxigeno tales como el anién superéxido (O2), peroxido de hidrogeno (H202), y
radical hidroxilo (HO") que pueden causar dafio oxidativo al reaccionar con
moléculas de proteina, acido desoxirribonucleico (ADN) y lipidos (Azevedo Neto
et al., 2006; Singh et al., 2007), lo cual induce dafio a las membranas celulares
(pérdida de integridad de las mismas) y, como consecuencia, incremento de la
permeabilidad (Ismail, 2003; Gunes et al., 2007).

Tolerancia a la salinidad y mecanismos de tolerancia al estrés salino

La tolerancia a la salinidad se define como la habilidad de las plantas de crecer
y completar su ciclo de vida en un sustrato que contiene altas concentraciones
de sales solubles. Las plantas que pueden sobrevivir y crecer con altas
concentraciones de sales en la rizosfera se denominan haldfitas (Parida et al.,
2005).

Las plantas tolerantes desarrollan un conjunto de mecanismos bioquimicos y
moleculares para hacer frente al estrés salino. Los mecanismos bioquimicos que
conducen a productos y procesos que mejoran la tolerancia a la salinidad actian
de manera aditiva e incluso sinérgica. Las estrategias bioquimicas incluyen:
acumulacion selectiva o exclusion de iones, control de la toma de iones por parte
de las raices y su transporte hacia las hojas, compartimentalizacién de iones a
nivel celular y de toda la planta, sintesis de solutos compatibles (entre ellos,
prolina, glicina betaina (GB), azUcares y polioles), cambios en la fotosintesis,
alteracion de la estructura de membranas y sintesis de enzimas que detoxifican
las especies reactivas de oxigeno tales como catalasa (CAT), ascorbato
peroxidasa (APX), guayacol peroxidasa (POD 6 GPX), glutation reductasa (GR)

y la metaloenzima superoxido dismutasa (SOD) (Parida et al., 2005).También
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existen compuestos no enzimaticos que protegen las células vegetales del estrés
oxidativo, por ejemplo el &cido ascorbico, que se encuentra en cloroplastos,
citosol, vacuolas y espacio apoplastico, y es quizas el antioxidante no enzimatico
ma&s importante en las plantas, ya que participa en la defensa contra el estrés
oxidativo biético y abidtico por su funcién en la degradacién del H20: via el ciclo

del glutation-ascorbato (Athar et al., 2008).

Efectos de la alcalinidad sobre las plantas

Los estudios sobre los efectos de la alcalinidad en la etapa de germinacion y el
crecimiento de las plantas han mostrado que un pH elevado produce la
precipitacion de iones metalicos (Zn?* y Fe?*) de la solucion edafica, alteraciones
en la absorcién/remocién de iones inorganicos tales como Na*, K*, Cl, Ca*? NOz
y H2PO#, perturbacion del balance iénico y la homeostasis celular, la alteracion
del transporte de electrones, la fotosintesis, el intercambio gaseoso y el
contenido de pigmentos (Yang et al., 2008; Li et al., 2010; Rouphael et al., 2010;
Islam et al., 2011; Wang et al., 2011).

Semillas de M. officinalis, por ejemplo, redujeron su germinacion un 45 % con
respecto al tratamiento control (pH = 6) cuando fueron incubadas a un pH de 9
(Ghaderi-far et al., 2010).

Bajo condiciones de alcalinidad, el contenido de aniones inorgéanicos decrece,
por lo que se torna importante el rol de los acidos organicos (principalmente
malato y citrato) en el mantenimiento del equilibrio i6nico celular (Javid et al.,
2011; Wang et al., 2011; Gao et al., 2014). Por otro lado, en suelos alcalinos,
grandes cantidades de acido abscisico (ABA) se pierden en la rizosfera. El ABA
es un acido débil que penetra facilmente a través de la membrana en su forma
protonada, pero no asi en su forma aniénica. En condiciones de alcalinidad, el
ABA predomina en su forma anionica, por lo que tiende a acumularse en el
compartimento mas alcalino, en este caso, la solucion del suelo y, en
consecuencia, las plantas se vuelven deficientes en esta hormona y mas
susceptibles a las condiciones de estrés (Degenhardt et al., 2000; Sauter et al.,
2001). Ante una misma concentracion de Na* en la solucion edafica, se ha
observado que la alcalinidad genera un aumento de la concentracion del

contenido de este ion en las hojas (Gago, 2017). Por lo tanto, una concentracién
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de Na* que no resulta perjudicial para una planta determinada en un suelo neutro
puede resultar toxica en un suelo alcalino. Especies con diferentes niveles de
tolerancia a la salinidad/alcalinidad mostraron la misma respuesta, por ejemplo,
Medicago sativa (Li et al., 2010), Triticum aestivum (Guo et al., 2010), Sorghum
bicolor (Zhao et al., 2014), Medicago ruthenica (Guan et al., 2009), P. virgatum

(Liu et al., 2014), Chloris gayanay P. coloratum (Garcia et al., 2015), entre otras.

Yang et al., (2008) compararon los efectos del estrés salino y alcalino sobre la
tasa de crecimiento relativa (g de peso seco d!) de C. virgata y observaron que
se vio afectada por ambos tipos de estreses. Este parametro disminuy6 a medida
que se incrementaban las concentraciones salinas, sin embargo, la disminucion
fue mas marcada bajo estrés alcalino. Especificamente, la reduccion fue de 0,11
a 0,8 al aumentar la concentracion de sales neutras desde 0 mM a 160 mM. Al
aumentar la concentracion de las sales alcalinas la tasa de crecimiento
disminuyo de 0,11 a 0,02. Liu y colaboradores (2014) observaron que la
inhibicion tanto de la germinacion como del crecimiento de plantulas de P.
virgatum debido a un estrés provocado por un pH alto fue mayor que la inhibicion
producida a una misma concentracion de sales neutras. Luna et al. (2017)
evaluaron algunos rasgos fisioldgicos potencialmente responsables de las
restricciones del crecimiento en condiciones de suelo alcalino en P. coloratum.
Estos autores observaron que la fotosintesis y la actividad del Fotosistema Il se
encuentran entre los mecanismos mas afectados negativamente por la
alcalinidad, y pueden ser parcialmente responsables de las limitaciones de
crecimiento observadas en esta especie. Ademas, el crecimiento en el suelo
alcalino fue severamente afectado (cerca del 85 %) comparado con el
crecimiento en suelo a pH 7. Garcia et al. (2018) observaron una fuerte inhibicién
de la germinacion de C. gayana cv. Finecut y P. coloratum cv. Klein Verde al
incrementar la concentracion de sales de Na* alcalinas (Na2CO3s + NaHCOs, pH
= 10) de 25 a 150 mM. En un estudio llevado a cabo por Li et al. (2010) se
midieron los efectos de la alcalinidad sobre la fotosintesis en plantas de Alfalfa
(M. sativa L.). Los resultados mostraron que el contenido de clorofila de M. sativa
se redujo de manera significativa posiblemente porque el alto valor de pH causoé

que precipitara el Mg?* y se inhibiera la sintesis de clorofila (Shi et al., 1997).
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Los factores de estrés previamente mencionados plantean la necesidad de
evaluar el comportamiento de especies de valor agronémico en distintas etapas
de su desarrollo bajo las condiciones de estrés mencionadas y practicas de

manejo que maximicen el rendimiento de las mismas.

2.3. Especies tolerantes a suelos salinos y/o sédicos con elevado potencial

forrajero

Dentro de las especies con posibilidades de uso en los suelos restrictivos de la
Pampa Deprimida, se encuentran algunas de las poaceas perennes previamente
mencionadas con metabolismo Ca, tales como P. coloratum L. y C. gayana
Kunth. Ademas, existen leguminosas como L. tenuis y M. albus, cuyos niveles
de tolerancia a condiciones de salinidad y alcalinidad edéfica las hacen
potencialmente Utiles para una posible consociacibn con las poéaceas
mencionadas, lo cual incrementaria el valor nutritivo de la pastura (Berti, 2002;
Vignolio et al., 2010).

Una graminea perenne nativa de Africa, C. gayana Kunth, constituye uno de los
forrajes de temporadas célidas mas importantes en las areas tropicales y
subtropicales del mundo (Ponsens et al., 2010). Esta especie es estolonifera y
cespitosa, posee un porte erecto y capacidad de formar estolones que enraizan
en los nudos y le permiten cubrir el suelo eficientemente, y produce varias
floraciones durante el periodo de crecimiento. El cultivar Katambora produce
entre 6ty 7t MS/ha, con 60 % a 64 % de digestibilidad y 10 % a 11 % de proteina
bruta, tiene alta capacidad de rebrote ante condiciones extremas, posee buena
sanidad y también es apta para pastoreo mecanico y henificacion (Martin, 2010).
Evaluaciones en condiciones controladas mostraron que C. gayana es tolerante
a la sequia (Ghannoum, 2009; Ponsens et al., 2010), salinidad (Taleisnik et al.,
1998; Ribotta et al., 2013), periodos cortos de anegamiento (Imaz et al., 2012;
Imaz et al., 2015; Makar, 2019), alcalinidad (Bui, 2013; Avaca, 2015; Pesqueira
et al., 2017) y heladas (Jones, 1969; Pesqueira et al., 2016).

Panicum coloratum L. var. coloratum es una especie graminea C4 perenne de
crecimiento estival, nativa de Africa oriental, adaptada a zonas subtropicales y
tropicales (Armando et al., 2013). Esta especie puede alcanzar una altura de 80

— 90 cm o en algunos casos hasta mas de 1 m (Petruzzi et al., 2003). La
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produccion promedio de materia seca por afio es de aproximadamente 8 t MS/ha
y proporciona valores de proteina cruda superiores a 14 % en la estacion estival
(diciembre) en Argentina. Las principales caracteristicas de esta forrajera son su
resistencia a la sequia y las heladas (Petruzzi et al., 2003; Pesqueira et al.,
2016), a la salinidad (Otondo et al., 2014), a la alcalinidad (Garcia et al., 2015)
su adaptacion a una amplia variedad de suelos y condiciones climaticas
(Armando et al., 2013). Esta especie es altamente polimérfica y se reconocen
diferentes variedades, entre ellas, la var. coloratum y var. makarikariense como
las mas comunes. Sin embargo, la literatura menciona una tercera variedad, la
var. kabumlabula (Tischler et al., 2004). El cultivar Klein Verde, perteneciente a
P. coloratum var. coloratum, exhibe mayor tolerancia a la salinidad que el cultivar
‘Bambatsi’, de la var. makarikariense. Plantas del cv. Klein verde cultivadas en
invernadero en presencia de 200 mM de NaCl mostraron mayor acumulacion de
biomasa, mayor concentracion de K* y relacion K*/Na* en la parte aérea que
plantas del cv. Bambatsi cultivadas en las mismas condiciones (Taleisnik et al.,
1998). Estas caracteristicas de tolerancia hacen que el cv Klein Verde sea
considerado mas atractivo para explorar variabilidad en tolerancia a la salinidad.

Lotus tenuis es una leguminosa herbacea ampliamente utilizada como planta
forrajera en zona templadas, presenta habito de crecimiento postrado, y
ramificaciones desde las yemas axilares, cuya densidad varia de acuerdo con el
genotipo y las condiciones ambientales (De Battista, 2001). La época de
crecimiento es primavera-verano-otofio (PVO) y florece desde noviembre hasta
marzo. Esta especie es diploide (2 n = 2 x = 12) y presenta una raiz lefiosa
engrosada llamada corona, a partir de la cual también ocurren brotaciones
(Gebrehiwot et al., 2002). En Argentina, L. tenuis coloniz6 y se naturalizé en los
bajos salino-alcalinos de la Pampa Deprimida de la Provincia de Buenos Aires,
la cual constituye un caso particular de invasion biologica positiva (Ledn et al.,
1979, 1985). Por ser una especie albgama y presentar una importante
variabilidad morfo-fisiologica durante el proceso de naturalizacion, se han
generado genotipos e incluso poblaciones con diferentes niveles de tolerancia a
las variadas condiciones adversas, tipicas de esta region (Pesqueira, 2009). L.
tenuis es muy valorada por su aporte a la oferta forrajera de los sistemas

ganaderos de la region, debido a su buena adaptacibn en areas con
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predominancia de gramineas y pobre presencia de leguminosas. Por lo tanto, se
la considera la especie mas conveniente para mejorar el contenido de nitrogeno
y las propiedades de digestibilidad del forraje en aquellas regiones en donde no

prosperan ni la alfalfa ni otras leguminosas de interés (Clda et al., 1997).

El género Melilotus, perteneciente a la familia de las leguminosas, comprende
varias especies, algunas de las cuales se conocen como trébol de olor. En
Argentina, las especies de Melilotus fueron introducidas en varias ocasiones,
pero los eventos no quedaron debidamente registrados. Por su gran rusticidad,
se esparcieron espontdneamente llegando a naturalizarse en varias regiones
donde es posible encontrarlas en los bordes de las rutas (Rosso, 2014). Las
plantas son erectas, mas o menos ramificadas y pueden alcanzar 1,5 m de altura.
Esta especie se adapta a un amplio rango de ambientes y en general es tolerante
a suelos alcalinos o salinos, pero no soportan la sombra. La inclusién del género
Melilotus en la cadena forrajera se realiza habitualmente en consociaciones con
gramineas, ya sea templadas o subtropicales, a las que agrega tenor proteico
sin perjudicar la produccion total de forraje (Bruno et al., 1983). En lineas
generales, el Melilotus se emplea en situaciones limitantes para el cultivo de
alfalfa, ya sea por condiciones de anegamiento o salinidad o por déficit de
nutrientes. Sus ventajas destacadas son su alta produccion y facil resiembra y el

aumento de valor nutritivo a la especie acompafante.
2.4. Inoculacién con microorganismos benéficos

En el marco de la produccion sostenible, herramientas como la utilizacion de
microorganismos benéficos se aplican con el objetivo de mejorar la produccion
de las plantas (Bhattacharyya et al., 2012). Dentro de estas denominadas
“tecnologias limpias” se encuentran los bioinoculantes, basados en la utilizacién
de microorganismos debidamente seleccionados por su alta eficiencia e
inocuidad, que permiten reducir los insumos externos y mejorar la cantidad y

calidad de los recursos internos, ademas de ser econémicos.

Los bioinoculantes pueden estar formulados con bacterias que ejercen un efecto
positivo en las plantas, denominadas Bacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (BPCV) (Vessey, 2003). La inoculacion con BPCV mitiga el efecto

negativo producido por las sales en diferentes plantas. Las BPCV pueden
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estimular el crecimiento de las plantas que se encuentran bajo estrés salino a
través de diversos mecanismos directos e indirectos (Kasim et al., 2016). Los
mecanismos directos incluyen produccion de fitohormonas (por ejemplo,
auxinas, citoquininas, etileno y giberelinas), fijacion de nitrogeno, movilizacion de
nutrientes y produccion de sideroforos (Hayat et al., 2010). Poseen diferentes
mecanismos y modos de accion. Estos mecanismos conllevan a un incremento
en el largo de raices, mayor area de exploracion y un consecuente aumento de
absorcion de nutrientes (Egamberdieva et al., 2007). El principal mecanismo
indirecto consiste en la reduccion de la frecuencia de enfermedades causadas

por fitopatégenos.

Diversos autores han ensayado la utilizacién de este tipo de préactica sobre C.
gayana y otro tipo de pasturas megatérmicas. Maza et al. (2017) estudiaron el
efecto de la inoculacion de semillas de C. gayana cv. Finecut con Pseudomonas
tolaasii IEXb y Bacillus atrophaeus CN4 en condiciones de campo. La inoculacion
con B. atrophaeus CN4 incrementé la produccion de biomasa forrajera a los 21
dias después de la siembra (DDS) mientras que la inoculacién con P. tolaasii
IEXb mostro resultados similares a los 40 DDS. Por otro lado, la inoculacion con
estos microorganismos no afecté la biomasa de las raices. Los resultados
obtenidos en este caso muestran la necesidad de realizar evaluaciones a largo
plazo sobre el uso de bioinoculantes en pasturas, que incluyan diferentes
concentraciones de inéculo y distintas cepas de rizobacterias promotoras del

crecimiento vegetal.

Estudios en otras especies forrajeras megatérmicas también muestran
resultados promisorios a partir de la inoculacibn con BPCV. Las bacterias
rizoféricas Bacillus pumilus y Bacillus subtilis, aisladas de suelos salino/sodicos
(pH= 9,65 — 10,2; CEs = 4,2 dSm™) y caracterizadas utilizando parametros
morfolégicos y bioquimicos, han demostrado tener caracteristicas de BPCV,
tales como la produccién de AlA, solubilizacion de fosfatos y también tolerancia
al estrés salino. Estos aislados también han provocado un mayor vigor en
plantulas de tomate crecidas en suelos de pH = 9,35 y CEs = 4,2 dSm*
(Damodaran et al., 2013). Sanchez Lopez et al. (2016) aislaron y caracterizaron

bacterias con potencial para promover el crecimiento de Pennisetum

Corlito Maximiliano



18

clandestinum en suelos salinos. A partir de muestras de suelo rizosférico se
aislaron, entre varias bacterias, B. amyloliquefaciens y B. subtilis. Estas cepas
mostraron la capacidad de fijar N y producir amonio, exopolisacaridos y celulosa,
y tanto en presencia como ausencia de NaCl, produjeron indoles y solubilizaron
fésforo. La evaluacion de plantas de P. clandestinum inoculadas con estas cepas
y cultivadas en invernadero evidencio un incremento significativo de la biomasa
y el desarrollo. Los resultados de esta investigacion demostraron que las cepas
aisladas tienen la capacidad de crecer en suelos salinos conservando sus
caracteristicas como promotoras de crecimiento vegetal con efectos positivos

sobre P. clandestinum.

Hungria et al. (2016) evaluaron la capacidad de Azospirillum brasilense para
estimular el crecimiento de dos genotipos de Brachiaria spp en tres sitios de
Brasil (donde se estima que hay cerca de 180 millones de hectareas de pasturas,
de las cuales 70 % se encuentran degradadas). En promedio se han producido
incrementos de biomasa del 5,4 % y 22,1 % en los tratamientos de fertilizacion
con nitrégeno y fertilizacion con nitrdgeno en combinacion con Azospirillum,

respectivamente.

La utilizacion de bioinoculantes en especies forrajeras como C. gayana se
presenta como una alternativa interesante que podria generar buenos resultados
como los mencionados previamente en esta y otras especies para ambientes

estresantes como los suelos salinos y alcalinos de la Pampa Deprimida.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales

Comparar los efectos de la salinidad y la alcalinidad sobre la germinacién y el
Tso de semillas de especies Poaceas y Fabaceas potencialmente tolerantes a los
estreses mencionados, tales como C. gayana, P. coloratum, L. tenuis, L.

corniculatus y M. albus.
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Evaluar los efectos de la salinidad, la alcalinidad y la inoculacion con bacterias
promotoras del crecimiento vegetal sobre el crecimiento de plantas de C. gayana

cv. Katambora en estadios tempranos de desarrollo.

3.2 Objetivos especificos

Comparar la germinacion acumulada (G) y el tiempo al 50 % de germinacion
(Ts0) de semillas de C. gayana, P. coloratum, L. tenuis, L. corniculatus y M. albus
incubadas en soluciones con diferentes niveles de salinidad y alcalinidad.

Evaluar los efectos de la salinidad, la alcalinidad y la inoculacion de las semillas
con BPCV sobre la emergencia, peso seco del vastago y la raiz, el nimero de
macollos, el contenido de clorofila foliar, el contenido relativo de agua y la
permeabilidad de las membranas celulares foliares de plantas de C. gayana cv.

Katambora.

4. HIPOTESIS

La combinacion de salinidad moderada (75 mM de Na*) y pH elevado (= 10) en
la solucién de incubacion reduce la germinacion, e incrementa el tiempo al 50 %
de germinaciéon de las semillas de C. gayana, P. coloratum, L. tenuis, L.

corniculatus y M. albus. Las respuestas difieren entre las especies.

Existen diferencias en la tolerancia de C. gayana cv. Katambora al efecto del
estrés por salinidad comparado con el estrés combinado salinidad-alcalinidad

sobre la emergencia, crecimiento, desarrollo y otros parametros fisiolégicos.

La inoculacion de semillas de C. gayana cv. Katambora con bacterias benéficas
resulta en un aumento de la biomasa vegetal aérea y radical (PSV y PSR),

numero de macollos, contenido de clorofila y CRA y en la disminucion del PPE.

Corlito Maximiliano



20

5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Experimento 1: Efectos de la salinidad y el pH sobre la germinacion y
el Tso de C. gayana, P. coloratum, L. tenuis, L. corniculatus y M. albus

5.1.1. Soluciones de incubacién

Las soluciones de germinacién surgieron de la combinacion en proporciones 1:1
de sales de Na* neutras (NaCl - Na,S0O,) y alcalinas (NaHCOs; - Na,CO3). El pH
de las soluciones se midid con un peachimetro de mesada Termo-pH-metro
digital ALTRONIX TPX-lI con electrodo apto para soluciones alcalinas y la

conductividad eléctrica con un termo-conductimetro portatil Sper Scientific.

Las concentraciones salinas utilizadas fueron de 10 y 50 mM para ambas
combinaciones de sales. El pH de las soluciones de sales de Na* neutras y
alcalinas fue de 6,5 y de 10,2, respectivamente. Los tratamientos resultantes
fueron N10 (tratamiento control; pH=6,5, CE= 10 mM), N50 (pH=6,5, CE= 50
mM), A10 (pH=10,2, CE= 10 mM) y A50 (pH=10,2, CE= 50 mM).

5.1.2. Condiciones de incubacién

Las semillas se colocaron sobre dos papeles de filtro estériles en cajas de Petri
de 90 mm de didmetro y se hidrataron con 6 ml agua destilada o con soluciones
con diferentes niveles de salinidad y pH. Las cajas se mantuvieron tapadas y
cubiertas con polietileno para evitar la evaporacion. Diariamente, las semillas con
la radicula visible de longitud > 2 mm se registraron como germinadas y se
descartaron. Las semillas se incubaron durante 19 dias, con una alternancia
diaria de 12 h de luz y oscuridad, a temperaturas maxima media y minima media

de 25 °C y 20 °C durante los periodos de luz y oscuridad, respectivamente.

5.1.3. Material vegetal

Los genotipos evaluados fueron las poaceas C. gayana cv. Katambora (PGG
Wrighton S.A.), P. coloratum cvs. Klein Verde y Bambatsi (Peman) y las
Fabaceas L. tenuis cv. Nahuel (Biscayart), L. tenuis y L. corniculatus (semilla
identificada de Picasso S.A.) y M. albus (Biscayart). En las especies poaceas, la

estructura botanica que se denominara semilla de aqui en adelante es una
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unidad de dispersion, la cual comprende el cariopse encerrado en las glumas y

glumelas.

Estos genotipos fueron seleccionados debido a que son especies forrajeras
potencialmente tolerantes a los factores de estrés a los que fueron sometidos en
este estudio (salinidad y alcalinidad), ademas de que se ha demostrado su
capacidad de producir biomasa en cantidad y calidad en estos ambientes.

5.1.4. Parametros evaluados

El poder germinativo (PG) de las semillas se calcul6 como el porcentaje de
germinacion de las semillas luego de 19 dias desde el comienzo de la imbibicion
en agua desionizada, en relacién al total de semillas sembradas de cada
genotipo evaluado.

La germinacion acumulada (G) se calcul6 segun la siguiente férmula:

G (%) = Semillas germinadas / (Semillas totales - semillas infectadas) * 100

Las semillas infectadas corresponden a aquellas que se desintegraban al ser
apretadas y se consideraron como “semillas muertas” (Peretti, 1994).

Con el objetivo de comparar los genotipos evaluados, la G de cada tratamiento
se expresé como porcentaje de las semillas germinadas en agua del genotipo
correspondiente (GR, %) (Karim et al., 1992), el cual se calculé mediante la
siguiente formula:

GR (%) = Semillas germinadas en un tratamiento / Semillas germinadas en agua
*100.

El Tso se calculo de acuerdo con la férmula de Coolbear et al. (1984) modificada
por Farooq et al. (2005):

Tso (d) = Ti + {(N/2) - ni} (ti-tj) / ni-n;

Donde, N es el numero final de germinacion, niy nj son el numero acumulado de
semillas germinadas en recuentos adyacentes a los tiempos ti y tj

respectivamente, cuando ni < N/2 < n;.
5.1.5. Disefio estadistico

Con el objetivo de comparar el efecto de la salinidad y alcalinidad sobre la G y el
Tso de semillas de C. gayana cv. Katambora, P. coloratum cvs. Klein Verde y
Bambatsi, L. tenuis cv. Nahuel, L. tenuis y L. corniculatus (semilla identificada de
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Picasso S.A)) y M. albus (Biscayart), se llevd a cabo un disefio factorial
completamente aleatorizado con un arreglo factorial de siete genotipos x dos
concentraciones de sales de Na* (10 y 50 mM) x dos pHs (6,5 y 10,2), con 5
repeticiones de 200 semillas cada una para C. gayana, 100 semillas para P.
coloratum cvs. Klein Verde y Bambatsi, y 50 para L. tenuis cv. Nahuel, L. tenuis

y L. corniculatus (semilla identificada de Picasso S.A.) y M. albus.

5.2 Experimento 2: Efecto de la salinidad, el pH y la inoculacion de las
semillas con BPCV sobre la emergencia y el crecimiento temprano de

plantas de C. gayana cv. Katambora.
5.2.1. Tratamientos salino/alcalinos e inoculacion con BPCV

El experimento consisti6 en un disefio completamente aleatorizado con
estructura factorial de 2 niveles de salinidad x 2 niveles de pH x 4 inoculantes,
con 6 repeticiones por tratamiento.

Los niveles de salinidad evaluados fueron de 25 y 50 mM para las combinaciones
de sales neutras y alcalinas, tal como se explicé en las soluciones salino-
alcalinas de germinacion. Por lo tanto, los tratamientos resultantes fueron N25,
N50 (pH = 6,4 + 0,03), A25 y A50 (pH =10 + 0,02).

A diferencia de las soluciones de incubacion de las semillas para los
experimentos de germinacion, en las cuales las sales de sodio se disolvieron en
agua desionizada, en las soluciones de crecimiento las sales de sodio se
disolvieron en una solucién nutritiva completa, adaptada de la solucién nutritiva
de Chu et al. 1978, con el agregado de Mo y Cu de acuerdo a la solucién de
Murashige y Skoog (1962) y 0,5 mM de Na* (para aportar Na* a las plantas
incubadas en la solucion control, por tratarse de un micronutriente esencial para
las especies Ca4). Para la solucion de crecimiento, los macronutrientes de la
solucion nutritiva completa se diluyeron al 25 % y los micronutrientes al 50 % de
las concentraciones utilizadas en las soluciones originales, excepto el Fe cuya
concentracion se mantuvo al 100 %. De esta manera, la solucién de crecimiento
aportaba los macro y micronutrientes esenciales, de acuerdo a la siguiente
combinacién y concentraciéon de sales (en mg L1): 46,25 MgSO4 7H20; 100
KH2PO4; 176,875 KNOs; 250 (NO3)2Ca 4H20; 115,75 (NH4)2S04; 0,8 H3BOs; 1,65
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MnSO4 H20; 0,75 ZnSO4 7H20; 0,4 KI; 27,8 FeS0O4 7H20; 37,3 Na2EDTA; 0,05
Naz:MoO4 2H20; 0,05 CuS0O4 5H20; 25 Cl2Ca 2H20.

Para los tratamientos de inoculacidén se realizaron diluciones de compuestos
comerciales que contienen: Bacillus subtilis (NITRASOIL/ Inoculante
PROMOTOR BS), Azospirillum brasilense INTA AZ39 (NITRASOIL/ BIO-
ENHANCE) + Bioprotector (de Nitrasoil), A. brasilense + Pseudomonas
fluorescens (Barenbrug), y agua destilada + bioprotector (NITRASOIL) como

tratamiento control.

5.2.2. Crecimiento de las plantas.

Treinta semillas de C. gayana cv Katambora se dispusieron en cada recipiente
plastico sobre un sustrato compuesto por una mezcla de perlita y vermiculita (en
proporcion 3:1) y se cubrieron con 1 cm del mismo sustrato (figura 1). Previo a
la colocacion en los recipientes, el sustrato se coloc6 en bolsas de malla fina 'y
pretratd de la siguiente manera: i) Inmersion durante 2 h en agua corriente, ii)
Drenado del exceso de agua corriente y enjuague con agua destilada, iii)
Inmersion en las soluciones de los tratamientos salino/alcalinos
correspondientes hasta el dia siguiente, iii) Drenado del exceso de solucién. Los
recipientes se colocaron sobre bandejas con soluciébn de crecimiento y la
combinacion del nivel de salinidad y pH correspondiente. Las plantas crecieron
bajo 16 h de fotoperiodo y temperaturas medias (media + EEM) maxima y

minima de 27,7 £ 0,4 °Cy 23,4 + 0,4 °C, respectivamente.
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Figura 1: Vista general de la cAmara donde se llevo a cabo el experimento. Las
semillas de C. gayana cv. Katambora fueron sembradas en los recipientes con

perlita y vermiculita con los tratamientos correspondientes.

El dia previo a la cosecha se determinaron el nimero de macollos por planta y

el contenido de clorofila.

La cosecha se realizé a los 24 DDS. Las plantas se lavaron tres veces con agua
destilada y se secaron con papel absorbente. Luego, la parte aérea y las raices
se separaron y se determiné el peso fresco (PF) de las mismas. Los vastagos y
las raices se secaron individualmente en estufa a 60 °C hasta peso constante
para determinar el peso seco (PS). La relacion vastago/raiz (Relacion V/IR) surgi6

del cociente de ambos valores.
5.2.3. Contenido relativo de agua (CRA).

Alos 24 DDS, antes de cosechar las plantas, porciones de 2 cm de la ultima hoja
totalmente expandida de cada planta se cortaron, se pesaron inmediatamente
para obtener el peso fresco (PF), se sumergieron en agua destilada y se

mantuvieron a temperatura ambiente y baja intensidad de luz (cercana al punto
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de compensacion luz) durante 6 horas, transcurridas las cuales se pesaron
nuevamente para determinar el peso turgente (PT). Después se llevaron a estufa
a 60 °C hasta peso constante para determinar el peso seco (PS). EI CRA se

calculé mediante la siguiente férmula:
CRA (%) = (PF-PS) / (PT - PS) x 100
5.2.4. Estabilidad de las membranas celulares.

La estabilidad de las membranas celulares se estimé mediante el porcentaje de
pérdida de electrolitos (PPE) a partir de tejidos foliares, segun una adaptacion
del método de Wang y Huang (2004). El dia de la cosecha se dividi6 la parte
aérea de laraiz. Las hojas se enjuagaron tres veces con agua destilada, se cortd
una porciéon de 2 cm de la ultima hoja expandida, la cual se sumergié en un tubo
con 10 ml de agua destilada. Previo al agregado de los tejidos, se determiné la
conductividad eléctrica del agua destilada (Ca) de cada tubo. Tras mantener las
muestras en un agitador orbital, a 25 °C y baja intensidad de luz durante 6 h, se
determind la conductividad eléctrica inicial (Ci) de la solucion. Luego, los tubos
que contenian el material vegetal se llevaron a autoclave a 1 atmésfera de
presion durante 15 minutos para inactivar las células y liberar todos los iones al
medio. Después de 24 h se determind la conductividad maxima (Cm) de la

solucion a 25 °C. El PPE (%) se calculé como:
PPE (%) = (Ci-Ca/ Cm-Ca) x 100
5.3. Analisis estadistico

Los datos se analizaron con el programa Infostat (Di Rienzo et al., 2016). Las
medias se sometieron al analisis de varianza (ANVA) (a = 0,05). Cuando éste
mostro diferencias significativas, las medias se compararon con la prueba de
Tukey (p < 0,05). La respuesta del Tso a la salinidad y alcalinidad en el
experimento de germinacion se analizé dentro de cada genotipo. La solucion A50
so6lo se incluyd en el analisis de los datos de C. gayana y M. albus porque el
porcentaje de germinacion del resto de los genotipos en este tratamiento fue

demasiado bajo (0 al 9 %) como para obtener un valor de Tso significativo.
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6. RESULTADOS

6.1 Experimento 1: Efectos de la salinidad y el pH sobre la germinaciony el
Tso de C. gayana, P. coloratum, L. tenuis, L. corniculatus y M. albus

6.1.1. PG y GR de semillas de C. gayana, P. coloratum, L. tenuis, L.

corniculatus y M. albus

El PG de las semillas difiri6 entre los genotipos (Figura 2), por lo tanto, para
comparar la respuesta a la salinidad/alcalinidad se utilizaron los valores de
germinacion relativos a la germinacién en agua para cada genotipo (GR). La G
en la solucién N10 no difirié significativamente de la germinacion en agua para
los genotipos evaluados, excepto para L. corniculatus, cuya G en N10 fue
significativamente superior a la G en agua, pero la diferencia fue leve (9 %) (tabla
3). Por lo tanto, el tratamiento N10 se consideré como el control debido a que no
inhibid la germinacion en ninguno de los genotipos evaluados, en relacién a la

germinacion en agua.
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C. gayana P. coloratum P. coloratum L. tenuis cv. L. tenuis Melilotus
CV. cv. Bambatsi cv. Klein cornlculatus Nahuel Picasso alba
Katambora Verde Picasso

Figura 2. Poder germinativo (PG, porcentaje de germinacion de las semillas
luego de 19 dias del comienzo de la imbibicion en agua desionizada, en relacion
con el total de semillas sembradas) de los genotipos evaluados. Los valores
representan la media de 5 repeticiones + EEM. Letras diferentes indican

diferencia significativa segun Tukey (p < 0,05)
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Tabla 3. Comparacion de la germinacion acumulada (G) de las semillas de cada
genotipo embebidas 19 dias en agua o en la solucibn N10. Los valores

representan la media de 5 repeticiones. * Diferencia significativa de los valores

de lafila, segun Tukey (p < 0,05).

G (%)
GENOTIPO
Agua N10
C. gayana cv. Katambora 52,8+2,0 | 62,5+4,6
P. coloratum Bambatsi 28,8+2,6 | 29,7+2,6
P. coloratum cv. Klein Verde 30,3+2,1 | 33,0+3,7
L. corniculatus Picasso 82,8+1,2 |90,4+1,7*
L. tenuis cv. Nahuel 88,8+3,7 | 91,6+3,1
L. tenuis Picasso 88,0+2,3 | 88,8+3,5
M. albus 76,4+26 | 77612,6

La salinidad (N50) no afecté la GR de los genotipos evaluados, con respecto al
control. La alcalinidad (A10) s6lo disminuy6 la GR de las semillas de P. coloratum
cv. Klein Verde, la cual fue 38 % menor a la observada en N10. La combinacion
de alcalinidad y salinidad (A50) inhibié drasticamente la GR de todos los

genotipos, excepto la de C. gayana (Figura 3).
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C.gayana  P. coloratum P. coloratum L. corniculatus L. tenuis L. tenuis M. albus
Katambora Bambatsi Klein Verde Picasso Nahuel Picasso

N10 mN50 A10 mA50

Figura 3. Germinacion relativa a la germinacion en agua (GR) luego de 19 dias
de imbibicién en las soluciones N10, N50, A10 y A50. Los valores representan la
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media de 5 repeticiones + EEM. Letras diferentes indican diferencia significativa

segun Tukey (p < 0,05).
6.1.2. Tso

El Tso de las semillas incubadas en agua difirié entre genotipos, por lo tanto, el
efecto de la salinidad y alcalinidad sobre el Tso se evalué dentro de cada

genotipo.

La alcalinidad combinada con un nivel bajo de salinidad (A10) no indujo
incrementos del Tso, con respecto al control (N10), en ninguno de los genotipos
evaluados. Las semillas de P. coloratum cv. Bambatsi, L. tenuis cv. Nahuel y L.
corniculatus mostraron un incremento leve del Tso en presencia de 50 mM de
sales de Na*, con respecto al control. Las semillas de C. gayana y M. albus
fueron las que mejor toleraron el tratamiento A50, y mostraron valores de GR de
71,6 y 19,4 %, respectivamente. El Tso de ambas especies aumento en las
semillas incubadas en A50, con respecto las incubadas en la solucion control,

pero el incremento fue menor en C. gayana que en M. albus (Figuras 4y 5).
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C.gayana P.c. Bambatsi P.c. Klein L. corniculatus L. tenuis L. tenuis M. albus
Verde Picasso Nahuel Picasso

Figura 4. Tiempo al 50 % de germinacion (Tso) de las semillas embebidas en las
soluciones N10, N50, A10 y A50. Los valores representan la media de 5
repeticiones + EEM. Letras diferentes indican diferencia significativa segun

Tukey (p < 0,05) dentro de cada genotipo.
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Figura 5. Evolucion de la germinacion relativa a la germinacion en agua (GR, en

%) de las semillas embebidas en las soluciones N10, N50, A10 y A50. Los

valores representan la media de 5 repeticiones + EEM.
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6.2. Experimento 2: Efectos de la salinidad, el pH y la inoculacién de las
semillas con BPCV sobre la emergencia y el crecimiento temprano de

plantas de C. gayana cv. Katambora.
6.2.1. Emergencia

Ninguno de los tres factores evaluados (salinidad, pH e inoculacién) afecté el
porcentaje de emergencia de C. gayana (Tabla 4 y figura 6).

Tabla 4: Efecto de la salinidad, el pH y la inoculacién con Bacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal (BPCV) sobre el porcentaje de emergencia de plantulas
de C. gayana cv. Katambora.

Fuente de variacion p
Inoculacién 0,0957
pH 0,8655
salinidad 0,7692
Inoculacion*pH 0,7562
Inoculacidn*salinidad 0,8447
pH*salinidad 0,8177
Inoculacion*pH*salinidad 0,8389

N25 mN50 mA25 mAS50
70

60

L I
iz {II III IIII III

Control Azospirillum brasilense A. brasilense + P Bacillus subtilis
fluorescens

Emergencia (%)

Microorganismos inoculados

Figura 6: Efecto de la salinidad, el pH y la inoculacién con Bacterias Promotoras
del Crecimiento Vegetal (BPCV) sobre el porcentaje de emergencia de plantulas

de C. gayana cv. Katambora. Las columnas son promedios de seis repeticiones
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y las barras indican los errores estandar de la media. EI ANVA no mostro

diferencias significativas entre las medias de los tratamientos.
6.2.2. Numero de macollos por planta

De los tres factores evaluados (salinidad, pH e inoculacion) solo el factor pH tuvo
un efecto significativo sobre la cantidad total de macollos (p < 0,0001). Las
plantas que crecian en pH neutro mostraron =4 veces mas macollos que las que
crecian en pH alcalino. EI niumero de macollos por planta fue de (media + EEM)

4,57 + 0,15y 1,05 + 0,06, en pH neutro y alcalino, respectivamente.
6.2.3. PSV, PSR, y relacion VIR

El pH (p < 0,0001) y la salinidad (p = 0,0002) afectaron el PSV y la interaccion
entre los factores pH y salinidad fue significativa (p = 0,0099). El PSV de las
plantas que crecian en pH neutro no difiri6 entre niveles de salinidad. El
incremento del pH redujo el PSV en un 61 % en las plantas que crecian en
salinidad 25 mM y del 93 % en las que crecian en 50 mM. El incremento del nivel
de salinidad de 25 a 50 mM de las plantas que crecian en pH 10 indujo una
reduccion del 82 % del PSV (Figuras 7 y 8).
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Figura 7: Efecto de la salinidad y el pH sobre el Peso Seco del Vastago (PSV)
de plantulas de C. gayana cv. Katambora. Las barras indican el error estandar
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de la media. Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de
Tukey (p < 0,05).

Figura 8: Plantas de C. gayana cv Katambora en el dia de la cosecha. Los
tratamientos ordenados de izquierda a derecha son: N25, N50, A25 y A50. En
este caso corresponden a las plantas que no fueron inoculadas con bacterias
PGPR.

El pH (p <0,0001) y la salinidad (p < 0,0001) afectaron el peso seco de las raices.
La interaccion entre ambos factores no fue significativa (p < 0,6317). EI PSR de
las plantas cultivadas en pH 10 (11,27) fue un 75 % menor que el de las plantas
cultivadas en pH 6,4 (44,99). El incremento de la salinidad de 25 a 50 mM indujo
la disminucién del PSR en un 41 %, (en mg L) de 35,37 a 20,89. (Figuras 9 y
10).
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Figura 9: Comparacion de plantas cosechadas de C. gayana cv Katambora. El

tratamiento de la izquierda corresponde al N25 y el de la derecha a A25.
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Figura 10: Comparacion de plantas cosechadas de C. gayana cv Katambora. El
tratamiento de la izquierda corresponde al N25 y el de la derecha a N50.
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Unicamente la salinidad tuvo un efecto significativo sobre la relacién V/IR (p =
0,02). La interaccion entre los factores no fue significativa (p = 0,2055). Las
plantas que crecian en una concentracion salina 25 mM mostraron una relacion
VIR 28 % mayor que las que crecian en una concentracion 50 mM (6,27 y 4,9;

respectivamente).
6.2. 4. Contenido de clorofila

De los tres factores evaluados (salinidad, pH e inoculacién), el pH tuvo un efecto
significativo sobre el contenido de clorofila (p < 0,0001). Las plantas que crecian
en pH neutro mostraron un 76 % mas de clorofila que las que crecian en pH

alcalino (10,82 y 6,15 unidades SPAD, respectivamente).
6.2. 5. Contenido relativo de agua (CRA)

El pH (p = 0,0147) y la salinidad (p = 0,0044) afectaron el CRA y la interaccion
entre factores pH y salinidad fue significativa (p = 0,0225). El CRA sélo se redujo
en presencia de 50 mM de sales de sodio alcalinas (pH = 10), con respecto al

resto de los tratamientos (Figura 11).
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Figura 11: Efecto de la salinidad y el pH sobre el contenido relativo de agua

(CRA) de plantulas de C. gayana cv. Katambora. Las barras indican el error
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estandar de la media. Letras distintas indican diferencias significativas segun la
prueba de Tukey (p < 0,05).

6.2.6. Estabilidad de las membranas celulares foliares estimado mediante

el porcentaje de pérdida de electrolitos (PPE)

El pH (p = 0,0028) y la inoculacion (p = 0,0256) modificaron la estabilidad de las
membranas de las células del vastago. El incremento de pH indujo un aumento
del PPE del 21 %. A pH neutro, el PPE fue de 23 % y a pH alcalino de 27,8 %.
Las plantas obtenidas de semillas inoculadas con A. brasilense + P. fluorescens
mostraron un 23 % menos de PPE que las plantas control. Los valores de PPE
de todas las plantas obtenidas de semillas inoculadas con microorganismos

promotores del crecimiento vegetal fueron similares (Figura 12).

35

30 I ab
ab

25 I

20

o
—

PPE (%)

15

10

Control Azospirillum brasilense A. brasilense + P Bacillus subtilis
fluorescens

Microorganismos inoculados

Figura 12: Efecto de la inoculacion con Bacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (BPCV) sobre el porcentaje de pérdida de electrolitos (PPE) de plantulas
de C. gayana cv. Katambora. Las barras indican los errores estandar de la media.
Letras distintas indican diferencias significativas segun la prueba de Tukey (p <
0,05).
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7. DISCUSION

7.1. Experimento 1: Efectos de la salinidad y el pH sobre la germinacion y
el Tso de C. gayana, P. coloratum, L. tenuis, L. corniculatus y M. albus

Los resultados de este estudio muestran que C. gayana cv. Katambora fue la
especie que mejor se comportd ante la combinacién de alcalinidad y salinidad.
La presencia de 50 mM de sales alcalinas de sodio (pH = 10,2) inhibi6 la GR de
C. gayana sélo un 34,7 %, con respecto al control; mientras que la germinaciéon
del resto de los genotipos evaluados se inhibid fuertemente ante el estrés

impuesto.

La mayor parte de los genotipos no mostraron diferencias entre los tratamientos
N10 y A10 a excepcién de P. coloratum cv. Klein Verde, que en el tratamiento

A10 disminuy®¢ significativamente la GR.

C. gayana cv. Finecut y P. coloratum cv. Klein verde mostraron respuestas
similares en estudios previos de nuestro grupo de trabajo. EI PG de C. gayana
no se vio afectado en presencia de 50 mM de sales alcalinas de Na* (pH=10),
en relacion al control (25mM de sales neutras de Na*, pH6) (94,4 + 3,3y 96,5
2,4, respectivamente). La germinacion de P. coloratum, en cambio, disminuyo de
93,9 % en el tratamiento control a 33,2 % en el tratamiento que contenia 50 mM
de sales alcalinas de Na* (pH=10) (Garcia et al., 2018). Los valores de Tsode las
semillas de C. gayana cv. Katambora coinciden con los publicados por Taleisnik
et al. (1997). Estos autores observaron que la tasa de absorcién de agua por
parte de las semillas no fue afectada por el nivel de salinidad (0—400 mM NacCl)
y la tasa de germinacion fue inicialmente rapida y disminuy6 progresivamente
indicando que la mayoria de las semillas germinaron en los primeros 3 dias
después de la siembra en distintos cultivares de C. gayana (Boma, Callide, Bell,
Katambora y dos cultivares de Pioneer). En P. coloratum, el incremento de la
concentracion salina de 10 a 50 mM, a pH neutro, indujo el aumento del Tso de
las semillas del cv. Bambatsi de 5,64 d a 6,42 d. Lo mismo sucedioé con las
semillas de las fabaceas evaluadas, L. corniculatus (Picasso) y L. tenuis cv.
Nahuel, las cuales mostraron incrementos de los valores del Tso al aumentar la
concentracion salina de 10 a 50 mM en pH neutro. Gago (2017) obtuvo

resultados similares en P. virgatum; a diferentes pHs (6,4 9,3 y 10), a medida
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gue aumentaba la concentraciéon salina en cada caso (25 a 100 mM), el Tso

incrementaba su valor (Figura 2 de dicho estudio).

El incremento del pH con bajo nivel de salinidad no incrementé el Tso de las
semillas en ninguno de los genotipos evaluados. El Tso de las semillas de P.
coloratum cv. Klein Verde, L. tenuis (Picasso) y M. albus incubadas en N50 y
A10 no difirié del Tso de las semillas incubadas en la solucion control (N10). Si
bien M. albus fue la fabacea que mas germind en A50 (= 20 %), el Tso de sus
semillas aumentd 2,5 veces en este tratamiento, con respecto al control (Figura
4).

Como se mencion6 previamente, C. gayana fue la poacea que mejor se
comportd a este nivel de concentracion salina y pH a pesar de que su Tso se
diferencio significativamente del tratamiento control, el retraso en la germinacion

no alcanzé a un dia de diferencia con respecto a éste.

7.2. Experimento 2: Efecto de la salinidad, el pH y la inoculacion de las
semillas con BPCV sobre la emergencia y el crecimiento temprano de

plantas de C. gayana cv. Katambora

A partir de la comparacion de los resultados obtenidos durante la germinacion
de todos los genotipos evaluados, se observo que C. gayana cv. Katambora fue
la especie que toler6 mejor las condiciones de mayor estrés aplicadas, por lo
cual se la utilizé para evaluar el estrés salino y alcalino y la inoculacién con
microorganismos PGPR sobre la emergencia y crecimiento temprano de las

plantas cultivadas en hidroponia.

Los factores pH y salinidad afectaron significativamente los parametros

evaluados en C. gayana, excepto el porcentaje de emergencia.

La salinidad, en los tratamientos con pH neutro, no afecté el PSV. Sin embargo,
la alcalinidad redujo significativamente el peso de los vastagos de C. gayana
Katambora. A una misma concentracion salina (25 mM) pero en alcalinidad (pH
= 10) el PSV se redujo de 120 a 45 mg. El efecto de la reduccion fue aun mas

marcado a una concentracion salina mayor (50 mM) (Figura 7).
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Tanto el aumento del pH de 6,4 a 10 como el incremento de la salinidad de 25 a
50 mM redujo significativamente el PSR de C. gayana Katambora. Como se
menciono previamente, el PSR de las plantas cultivadas en pH 10 (11,27 mg)
fue un 75 % menor que el de las plantas cultivadas en pH 6,4 (44,99 mg). El
incremento de la salinidad de 25 a 50 mM indujo la disminucién del PSR en un
41 %, de 35,37 a 20,89 mg. Cordoba et al. (2001) también observaron la
reduccion del peso seco de las raices de plantas de C. gayana cv. Boma por un
incremento de la concentracion salina de sales de NaCl de 0 mM a 200 mM en
la solucién de cultivo. En el tratamiento control (sin NaCl) el peso de las raices
fue de 180 mg y al aumentar la concentraciéon de las sales, este se redujo a 100
mg. El incremento posiblemente fue mas marcado en este trabajo debido a que
las plantas sufrieron el estrés desde el estadio de germinacion, en cambio, en el
trabajo de Cérdoba, este fue aplicado en incrementos constantes.

La combinacion de salinidad y alcalinidad (A50) redujo en forma marcada los
pesos secos del vastago (93 %) y la raiz (75 % al incrementar el pH de 6,4 a 10
y 41 % al aumentar la salinidad de 25 a 50 mM) de C. gayana con respecto al
control. En trabajos previos del grupo se obtuvieron resultados similares en C.
gayana cv Finecut. Estas plantas fueron expuestas durante 30 dias a
combinaciones de pH 7 y pH 10 con 3 concentraciones de sales de Na* (50, 100
y 200 mM) y se compararon con plantas expuestas a condiciones control (0 mM-
pH=7). Los tratamientos fueron aplicados por aclimatacion salina a diferencia de
este trabajo. Se observo que el PSV disminuyo un 50,7 % con pH 7 y 200 mM
de sal en relacién al control. A un mismo nivel de concentracion salina, pero en
pH alcalino el descenso fue mucho mayor (90,1 %) (Pesqueira et al., 2014).
Ademas, como se menciond previamente en el trabajo de Luna et al. (2017) en
P. coloratum, se observd que el crecimiento de esta especie en suelo alcalino
(pH=10) fue un 85 % menor en comparacion al suelo neutro (pH=7). El
incremento del pH de la solucion de cultivo podria interferir con los mecanismos
gue confieren tolerancia a la salinidad. Por ejemplo, Gago (2017) observé que
ante una misma concentraciéon de Na* en la solucion, se observo que la
alcalinidad genera un aumento de la concentracion del contenido de este ion en

las hojas. Por lo tanto, una concentracion de Na* en la solucion de cultivo que no
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resulta perjudicial para una planta determinada en condiciones de pH neutro, en

ocasiones, puede resultar toxica en un pH alcalino (Gago, 2017).

El contenido relativo de agua, una medida del estado hidrico de la planta
disminuyo un 15 % en el tratamiento a una salinidad de 50 mMy pH 10,2. Como
se menciond previamente, la disminucién del CRA a niveles cercanos al 80 %
como en este Ultimo caso se relaciona con la reduccion de la expansion celular
y el cierre del poro estomético en la hoja. Ademas, se relaciona con cambios en
la composicion de los tejidos y algunas alteraciones en las tasas relativas de
fotosintesis y respiracion. Este nivel de CRA indica que se encuentra muy cerca
de un potencial hidrico del orden de los -1,5 MPa, o menos, lo cual podria llevar
a cambios en el metabolismo, tales como disminucion significativa de la
fotosintesis e incremento de la respiracion, entre otros. En este caso, ademas de
la salinidad, el efecto de la alcalinidad y el efecto toxico del Na* podrian estar
produciendo otras alteraciones metabdlicas. En otro trabajo, C. gayana cv.
Finecut, en presencia de 200 mM de NaCl, mostré una disminucion del CRA del
6 % en relacion al control (sin agregado de NacCl), y el pH (8.5) no afectd este
pardmetro (Avaca, 2015). Esto ultimo podria deberse a que el valor de pH no fue
tan alto como en el de este trabajo. Segun Taleisnik et al. (1997), C. gayana, en
presencia de 400 mM de NacCl, disminuy6é dicho porcentaje en =10 %, con

respecto al control.

El PPE es considerado como un buen indice fisiolégico que refleja el grado del
dafio causado a las membranas de células vegetales por estrés salino o alcalino.
El incremento de pH en este experimento indujo un aumento del PPE de los
tejidos foliares con respecto pH neutro. Esto indicaria que las membranas se
dafiaron por el estrés lo cual provocd un aumento de la permeabilidad de las
mismas (Peng et al., 2008). Otros autores obtuvieron resultados similares al
aumentar las condiciones de estrés. Por ejemplo, Gago (2017) observo que la
incubacion de plantas de P. virgatum en salinidad moderada y pH neutro
(100mM-pH6,4) y baja salinidad y pH alcalino (25mM-pH9,3) indujeron mayores
incrementos del PPE en el vastago (3,16 y 2,55 veces) en relacion a los de las
plantas cultivadas en solucion nutritiva sin el agregado de sales de Na*y pH =
6,4. En plantulas de alfalfa el incremento del pH de 7 a 9 no afecté la pérdida de
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electrolitos en tejidos foliares en presencia de 96 mM de sales de Na*. En este
caso, la pérdida se vio incrementada en presencia de 120 mM de sales de Na*
(Peng et al., 2008).

Sin embargo, se observo que la inoculacion con BPCV mejoro la estabilidad de
las membranas celulares. Las plantas obtenidas de semillas inoculadas con la
combinacion de bacterias A. brasilense + P fluorescens redujeron su PPE con
respecto al de las plantas del tratamiento control (sin inocular). El incremento de
la permeabilidad de la membrana celular estd asociado a un aumento de
indicadores de estrés oxidativo en varias especies de plantas (Bolu et al., 2004;
Valentovi€ et al., 2006; Gunes et al., 2007; Singh et al., 2007) y la actividad de
enzimas antioxidantes como ascorbato peroxidasa, catalasa o glutation
peroxidasa (Singh et al., 2007; Sandhya et al., 2010). Los resultados obtenidos
sugieren que la inoculacién con BPCV podria tener un efecto positivo reduciendo

el estrés oxidativo producido por la salinidad y la alcalinidad.

En plantas forrajeras los macollos son la unidad principal de crecimiento, el
aumento en la produccion forrajera puede atribuirse a un aumento en densidad
y/o peso de los mismos (Garay et al., 1999). Lemaire et al., (2009) consideran
que los componentes morfolégicos estan determinados genéticamente, aunque
éstos pueden ser afectados por variables ambientales (como la salinidad y la
alcalinidad) alterando de esta forma la estructura de las pasturas. En este trabajo
se observo que la salinidad no afectd el nimero de macollos de las plantas de
C. gayana. Sin embargo, la alcalinidad inhibi6 casi por completo la aparicion de
macollos. Como se mencioné previamente, las plantas que crecian en pH neutro
mostraron =4 veces mas macollos que las que crecian en pH alcalino, 4,57 +
0,15y 1,05 + 0,06, respectivamente. Pittaro (2014) demostré que clones de P.
coloratum var. coloratum, presentaron variabilidad en el nimero de macollos de
acuerdo con las condiciones de salinidad, algunos de ellos incrementaron las
ramificaciones con 200 mM NaCl respecto del control (0 mM NacCl), pero esto no
se tradujo en un aumento de biomasa. En otras Poaceas como trigo, sin
embargo, la salinidad afectdé negativamente la tasa de aparicion y desarrollo de
macollos y estimulé su muerte, lo cual redujo significativamente el nUmero de

macollos primarios y secundarios. También se observé una disminucion, aunque
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en menor medida, del porcentaje de espiguillas por macollos en los cultivares
'‘Anza’ y 'Yecora Rojo' de trigo (Maas et al., 1994).

El incremento del pH de la solucion de cultivo de 6,5 a 10,2 indujo una
disminucién del 76 % del contenido de clorofila en C. gayana cv. Katambora. Sin
embargo, el incremento de la salinidad de 25 mM a 50 mM en la solucion de
cultivo no afecto el contenido de clorofila. En otras especies también se observo
que la combinacion de salinidad y alcalinidad producia mayor estrés que un
mismo nivel de salinidad y pH neutro. Por ejemplo, la cantidad total de clorofila
(a+b) de C. virgata se redujo a niveles mayores bajo estrés salino-alcalino
(NaHCOs: Na2COs = 1:1; pH= 9,93-9,97) que salino (NaCl: Na2SO4 = 1:1; pH=
6,28-6,65). Se observo que la alcalinidad redujo el contenido (sobre masa fresca)
de clorofila total cuando se compararon soluciones con igual concentracion
salina y diferente pH (NaHCOs: Na2COs = 1:1; pH= 9,93-9,97) que salino (NaCl:
Na.SO4 = 1:1; pH= 6,28-6,65). Por ejemplo, el contenido de clorofila total en la
mayor concentracion salina evaluada (160 mM) fue un = 60 % menor en pH

alcalino que en pH neutro (Yang, 2008).

Diversos autores observaron que los contenidos de los pigmentos fotosintéticos
bajo estrés alcalino fueron menores que bajo estrés salino, posiblemente porque
el estrés alcalino caus6 que precipitara el magnesio y como consecuencia se
haya inhibido la sintesis de clorofila (Shi et al., 1997). Alternativamente, el estrés
alcalino podria haber incrementado la actividad de la enzima degradadora de
clorofila (clorofilasa) (Reddy et al., 1986).

Como se menciond previamente, soélo la salinidad tuvo un efecto significativo
sobre la relacién V/R. Las plantas que crecian en una concentracion salina 25
mM mostraron una relacion V/IR 28 % mayor que las que crecian en una
concentracion de 50 mM (6,27 y 4,9, respectivamente). El déficit hidrico (causado
por el efecto de la salinidad) afecto al desarrollo del sistema radicular. La relacion
de la biomasa vastago-raiz parece estar gobernada por un equilibrio funcional
entre el agua incorporada por la raiz y la fotosintesis realizada por el vastago. La
expansion foliar se ve afectada de forma temprana cuando se reduce la
incorporacion de agua a la planta. Esta inhibicion reduce el consumo de carbono

y energia y una proporcibn mas amplia de los asimilados de la planta se
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distribuyen al sistema radical donde pueden estimular su crecimiento. Estos

factores conllevan a un mayor crecimiento de las raices hacia zonas del suelo

gue permanecen humedas (Taiz y Zeiger, 2006).

8. CONCLUSIONES

A partir de la comparacion de las respuestas de semillas de diferentes genotipos

de C. gayana, P. coloratum, L. tenuis, L. corniculatus y M. albus a la incubacién

en soluciones con diferentes concentraciones de sales de Na* neutras o alcalinas

se concluy6 que:

La incubacion de las semillas de P. coloratum, L. tenuis, L. corniculatus y
M. albus en la solucion A50 (pH = 10,2 y 50 mM sales de Na*) inhibe
fuertemente la GR.

La GR de C. gayana Katambora en A50, si bien es 35 % menor a la del
control (N10, pH = 6,5 y 50 mM sales de Na*), es similar a la observada
en N50 (sal 50 mM y pH 6,5) y A10 (sal 10 mM y pH 10,2), con un
incremento del Tso de sélo 0,84 dia.

La incubacion en N50 no afecta la GR de ninguno de los genotipos
evaluados, en relacién al control.

La incubacion en A10 sélo induce una disminucién significativa (= 40 %)
de la GR de P. coloratum cv. Klein verde, en relacién al control.

Entre los dos cultivares de P. coloratum se observo variabilidad

intraespecifica en las respuestas, tanto en la GR como en el Tso.

A patrtir de la evaluacion del efecto de la salinidad, alcalinidad y la respuesta de

la inoculacion de las semillas de Chloris gayana cv. Katambora se observo que:

La inoculacion con A. brasilense + P fluorescens redujo el PPE en los
tejidos foliares con respecto al de las plantas del tratamiento control (sin
inocular). El resto de los inoculantes evaluados no generaron diferencias
en ninguna de las variables respuesta. La emergencia de C. gayana

Katambora no se ve afectada a estos niveles de salinidad y pH.
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e La alcalinidad disminuye el desarrollo de macollos y el contenido de
clorofila.

e EI PPE se ve afectado ante un incremento de pH

e En etapas tempranas del crecimiento y con la aplicacion de los
tratamientos desde la germinacion la biomasa final de plantas de C.
gayana Katambora disminuye con alcalinidad (61,2 %) y con alcalinidad

combinada con salinidad (93,0 %).
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