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RESUMEN

Digitaria eriantha, importante forrajera introducida a la region semiarida
argentina, posibilita esquemas de produccion de carne bovina de alta
rentabilidad. Sin embargo, el frio afecta la biomasa y desarrollo de las plantas de
esta especie. En este trabajo se evalud el efecto del frio sobre parametros
fisiolégicos, anatomicos, ultraestructurales, hormonales y bioquimicos en dos
cultivares de D. eriantha con diferente sensibilidad al frio. Las plantas de los cvs.
Sudafricana (sensible) y Mejorada INTA (tolerante) fueron expuestas a 5°C +
1°C por cortos periodos de tiempo: 0 (control), 6, 24 y 72 h. En el cv.
Sudafricana el frio causo detencion del crecimiento, descenso en el contenido de
clorofilas, citocininas (isopentenil adenina, iP) y acido indol-3-acético (AIA), y
la recuperacion fue lenta luego de la interrupcidon del tratamiento con bajas
temperaturas. Por el contrario, el cv. Mejorada INTA continu6 creciendo a pesar
de las bajas temperaturas, sin modificar el contenido de clorofilas y citocininas,
aunque aumentando notablemente el nivel de AIA. Estas caracteristicas
posibilitaron la rapida recuperacion de las plantas luego del tratamiento con frio.
En el cv. Sudafricana se observaron dafios anatémicos en hojas y brotes, y en la
ultraestructura de cloroplastos; sin embargo, estos parametros fueron levemente
afectados en el cv. Mejorada INTA. En el cv. sensible Sudafricana el nivel de
acido abscisico (ABA) incrementd, disminuyendo sus catabolitos; también se
observé incremento de acido 12-oxo-fitodienoico (OPDA). En ambos cultivares
acido jasmonico (JA) y su hidroxilado (12-OH-JA) disminuyeron. No obstante,
en el cv. tolerante Mejorada INTA ABA increment6 significativamente junto con
su catabolito ¢€ster glucosa (ABA-GE). En el cv. Sudafricana, aumentaron los
tioles no proteicos (TNP) y ascorbato peroxidasa (APX), disminuyendo sin
embargo, superdxido dismutasa (SOD) lo cual conduce al incremento de
malondialdehido (MDA). En el cv. Mejorada INTA los niveles de MDA,
glutation reducido (GSH) y enzimas antioxidantes no se modificaron. Asi, la
tolerancia al frio del cv. Mejorada INTA se veria reflejada en la ausencia de
alteraciones anatOmicas y se relacionaria con la estabilidad en los niveles de
clorofilas y citocininas e incremento de AIA. Por lo tanto, los altos niveles
endégenos de JA, 12-OH-JA y GSH, asi como los incrementos de ABA, la
estabilidad de MDA y las defensas antioxidantes, sugieren una interconexion

entre estos actores que determinaria la tolerancia al frio.
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ABSTRACT

Digitaria eriantha is an important forage specie introduced in the semi-
arid region of Argentina contributing to established beef production schemes of
high productivity. However, cold stress affects the plant biomass and
development of this specie. In this study, we evaluated the cold effect on
physiological, anatomical, ultrastructure, hormonal and biochemical parameters
in two cultivars of D. eriantha with different cold sensitivity. Plants of the cv.
Sudafricana (a cold-sensitive cultivar) and cv. Mejorada INTA (a cold-tolerant
cultivar) were exposed to 5°C + 1°C during short-term: 0 (control), 6, 24 and 72
h. In cultivar Sudafricana, cold temperature suppressed plant growth, decreased
chlorophylls, cytokinins (iso-pentenyladenine, iP) and indole-3-acetic acid (IAA)
contents, and the recovery after cold treatment interruption was slow. On the
contrary, in cultivar Mejorada INTA cold stress did not affect growth,
chlorophylls and cytokinins contents, although IAA level increased considerably.
These characteristics facilitated the rapid plant recovery after cold treatment.
Anatomical damages on leaves and buds as well as on the chloroplast
ultrastructure were observed in cv. Sudafricana. These parameters were slightly
affected in cv. Mejorada INTA. In the sensitive cv. Sudafricana, abscisic acid
(ABA) level increased but its catabolites decreased. Increase in 12-oxo-
phytodienoic acid (OPDA) content was also observed in this cultivar. Cold
treatment decreased JA and 12-hydroxyjasmonate (12-OH-JA) in leaves of both
cultivars. Nevertheless, in the tolerant cv. Mejorada INTA ABA and its glucose
ester catabolite (ABA-GE) increased considerably. Both, non-protein thiols
(NPT) and ascorbate peroxidase (APX) increased in cv. Sudafricana but
superoxide dismutase (SOD) activity decreased leading to an increase in
malondialdehyde (MDA). The levels of MDA, reduced glutathione (GSH) and
antioxidant enzymes were not modified in Mejorada INTA. Thus, the cold
tolerance of cv. Mejorada INTA would be reflected in the absence of anatomical
alterations and it could be related to chlorophyll stability, cytokinins levels and
IAA increase. Thereby, JA, 12-OH-JA and GSH high basal levels as well as
ABA increases, MDA and antioxidant defenses stability suggest an
interconnection among all these partners that would determine cold temperature

tolerance.
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ESTRES POR FRIO EN Digitaria eriantha: FORRAJERA PROMISORIA PARA ZONAS SEMIARIDAS




Introduccién

INTRODUCCION
1. Caracterizacion de la region y de la especie

La region semidrida central argentina comprende las provincias de San
Juan, Mendoza, San Luis y oeste de La Pampa. Esta region se caracteriza por su
clima continental seco con inviernos frios y veranos calurosos. Las
precipitaciones son primavero-estivales con otofios e inviernos secos (Giulietti y
col., 2003).

La principal actividad productiva en las areas de secano es la cria y recria
de bovinos sobre recursos forrajeros naturales y una escasa proporcion de
pasturas cultivadas tanto perennes como anuales (Veneciano y col., 2003). Entre
las forrajeras introducidas perennes de mayor relevancia se puede citar al pasto
llorén (Eragrostis curvula (Schrader) Nees) y entre los verdeos anuales
prevalecen el centeno, el maiz para pasto y el sorgo forrajero, los cuales
aumentan la fragilidad edafica y sus rendimientos son moderados a consecuencia
de las limitaciones ambientales existentes.

Por otro lado, los campos con pasturas naturales presentan un estado de
deterioro importante y generalizado (Veneciano, 1999a) y la calidad nutricional
de las especies forrajeras nativas es considerada la limitante mas importante para
la explotacién ganadera de esta region (Silva Colomer y col., 1991).

La incorporacion de pasturas subtropicales permite incrementar en forma
considerable el potencial forrajero y posibilita el planteo de esquemas de
produccion de carne bovina de alta rentabilidad. Uno de los caminos posibles
para revertir la situacién de la region es la incorporacién de especies perennes
aptas para mejorar los niveles de productividad y/o calidad de forraje las cuales
poseen probada adaptacién al ambiente y permiten la conformacion de cadenas
alimentarias junto al planteo de sistemas de produccién mejorados y estables.
Dichos sistemas de produccion preservan la estabilidad del suelo, son rentables y
de implementacion sencilla por parte del productor.

En la estacion experimental del INTA (EEA-INTA) Villa Mercedes, San
Luis, con la finalidad de lograr una mejor utilizacion del pastizal natural evitando
la sobrecarga del sistema, se intensifico la evaluacion de gramineas subtropicales
estivales, que pudieran suplementar nutricionalmente al ganado bovino, evitando



Introduccién

la disminucién de la carga animal. En ese contexto en 1991 se introdujo
Digitaria eriantha Steudel subespecie eriantha (Fig. 1) la cual se ha revelado
como una especie idonea para integrarse a los sistemas pastoriles de la zona
(Veneciano, 1999b; Veneciano y col., 2003).

Frasinelli (Diario La Nacion, 1997) describe a Digitaria eriantha como
una de las especies mas promisorias de las ultimas décadas para revertir la baja
produccién de carne por unidad de superficie de los sistemas de cria e invernada

de la provincia de San Luis.

Fig. 1. Plantas de Digitaria eriantha Steudel subespecie eriantha, en la Estacion
Experimental de INTA, Villa Mercedes, San Luis.

Las plantas de esta especie son en general perennes, algunas veces
estolonifera, o cespitosa y rizomatosa, con rizomas vigorosos y no ramificados
(Cook y col., 2005), presentan porte robusto y alto, con hojas densas de color
verde intenso, de 0,5-1,2 cm de ancho y 25-40 cm de longitud planas, lineares,
apice acuminado, con pelos en ambas caras de la porcion basal (Veneciano,
1999b). Las cafias son simples o ramificadas, erectas a decumbentes en las
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porciones basales, originando raices en los nudos inferiores; entrenudos
numerosos, pajizos a castafio claros, hasta de 15 cm de longitud; los nudos son
glabros, castafio oscuros. Presenta vainas hasta de 12 cm de longitud finamente
pubescentes con ligula triangular membranacea con borde fimbriado (Giraldo-
Canias, 2005).

Fig. 2. Detalle de la inflorescencia de
Digitaria eriantha Steudel subespecie
eriantha (Giraldo-Canas, 2005)

Las inflorescencias en panojas digitadas, son erectas con pedunculos hasta
de 45 c¢cm de longitud; un eje principal de 0 a 4,5 cm de longitud; panojas
constituidas por 3-12 racimos erectos de hasta de 17 cm de longitud; las
espiguillas son binadas, con pedicelos de diferente longitud y la articulacion
pedicelo-espiguilla truncada. Las espiguillas poseen dos flores, la inferior
rudimentaria la superior fértil, lanceoladas. LL.a gluma inferior es membranacea y
glabra; la gluma superior es cortamente pilosa; ambas glumas son triangulares.
La lema inferior es lanceolada, glabrescente a cortamente pilosa; palea inferior
membranacea a escariosa; antecio superior lanceolado, estriado, cartilagineo,




Introduccién

glabro. La lema superior presenta las margenes membranaceas y plegadas sobre

la pélea superior (Giraldo-Canas, 2005) (Fig. 2 y 3).

Fig. 3. Digitaria eriantha Steudel subespecie eriantha: A: Habito;
B: Region ligular; C: Porcién de un racimo; D: Detalle del
indumento de la espiguilla; E y F: Espiguilla; G y H: Antecio
superior (Giraldo-Catias, 2005)

Esta especie, adaptada a regiones tropicales y subtropicales, se desarrolla
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adecuadamente con Iluvias estivales no inferiores a 500 mm (Veneciano, 2006).
Para su establecimiento requiere una cama de siembra firme y limpia, se
recomienda la mezcla de la semilla con superfosfato o su peleteado, debido a la
pubescencia de la misma que dificulta su distribucién en los dispositivos de
siembra (Cook y col., 2005).

Digitaria inicia su rebrote a fines de agosto o comienzo de septiembre,
pero sin que las plantas experimenten un crecimiento significativo debido a la
falta de humedad y las bajas temperaturas caracteristicas de esa época del afio.
Por otra parte, el rebrote es sistematicamente afectado por las heladas de mediana
intensidad que suelen extenderse hasta promediar la estacion primaveral
(Veneciano, 1999b). La maxima produccién de forraje ocurre en enero-febrero
alcanzando valores superiores a 3000 Kg MS/ha. La produccion total,
considerando todo el afio, se distribuye un 80% en primavera y un 20% en
verano, donde los valores de proteina bruta son del 9% entre emergencia y
floracion, y del 4% en el momento de la fructificacion. La senescencia se inicia
después de las primeras heladas a mediados de abril (Privitello y col., 2004).

La fertilizacion nitrogenada incrementa entre un 60 a 100% los
rendimientos de esta especie, dependiendo de la condicién del cultivo y el nivel
de luvias de la estacién de crecimiento (Veneciano y Terenti, 1997). Ademas
mejora el contenido de proteina bruta durante toda la estacién de crecimiento. En
tanto que en los meses de enero y febrero el contenido proteico de plantas sin
fertilizar disminuye, lo que coincide con el periodo que muestra la foliosidad més
baja y mayor velocidad de crecimiento del cultivo. Este comportamiento es
caracteristico de las gramineas megatérmicas, que ante condiciones altamente
favorables de luminosidad, temperatura y humedad, maximizan su intensidad de
crecimiento en detrimento de la calidad.

La digestibilidad de la planta no varia en el tiempo y tampoco es alterada
por la fertilizacion nitrogenada, hallindose siempre a un nivel considerablemente
alto para plantas del tipo C4 (Veneciano, 1999b). La calidad del diferido supera a
la del pasto llordn por tener menor contenido de lignina y pared celular
(Rabotnikof y col., 1986a) y mayor digestibilidad in vitro de la materia seca
(Rabotnikof y col., 1986Db).

En la zona del centro oeste, Digitaria se caracteriza por su sanidad,
rusticidad y buen comportamiento ante el pastoreo, ocupando un lugar destacado
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como forrajera perenne de verano en San Luis y en menor medida en La Pampa.
Cumple un importante papel en los sistemas de cria durante los meses de verano,
mejora el peso de los terneros de destete y el estado de la vaca de rechazo. En los
meses de invierno cubre los requerimientos de los vientres prefiados hasta el
ultimo mes de gestacidn, sin suplementos, considerandola como el unico recurso
forrajero durante todo el afio (Frasinelli y col., 1998; Frasinelli y Martinez,
1999). En el establecimiento “El Centenario™ ubicado en el centro sur de la
provincia de San Luis, con suelos arenosos y fuertes variaciones de temperatura,
se han incorporado pasturas megatérmicas, implantandose 33.000 hectareas de
Digitaria eriantha durante los afios 1997 y 2002. Debido al alto aporte de
proteina de esta especie en el primer rebrote de primavera (11-12%) y su
aceptable nivel en pleno invierno (4,5-5%), determina que pueda ser consumida
durante el verano y también en invierno como diferida a partir de mayo y hasta
octubre, significando una mejora en la calidad forrajera y permitiendo la
recuperacion del pastizal natural durante estos meses (Diario La Nacién, 2009).

Si bien su implantacién es buena, se ha observado como una debilidad de
esta especie, su sensibilidad a las bajas temperaturas y estrés hidrico,
respondiendo también diferencialmente frente a distintos tipos de suelo y
defoliacién (Toribio y col., 1998).

En el mercado de Argentina, el cultivar mas difundido es Irene (cv.
Sudafricana) de origen sudafricano, publico, el cual presenta dificultades para el
establecimiento y la produccion de semilla. En otros paises como Australia, se
han desarrollado otros cultivares con el objetivo de mejorar la calidad de la
semilla, la homogeneidad de la forma de crecimiento, la floracion temprana y una
mejor relacion hoja : tallo. En San Luis, mediante un convenio entre Forrajeras
Avanzadas y la EEA-INTA Villa Mercedes, se obtuvo el cv. Avanzada INTA, a
través del mejoramiento interpoblacional del cv. Irene, que se caracteriza por su
mejor adaptaciéon a las condiciones edafo-climaticas de la region semidrida,
aunque aun no se encuentra disponible comercialmente (Rimieri y col., 1997).
Por otro lado, en la EEA-INTA Villa Mercedes, el Ing. Oscar Terenti realizo el
mejoramiento de esta especie, a partir de plantas del cv. Irene que sobrevivieron
a heladas de septiembre-octubre, seleccionadas por sus caracteristicas
fenoldgicas de tolerancia al frio. A partir de esa subpoblacion se produjeron
semillas sintéticas, denominadas Mejorada INTA, que aun no estan inscriptas ni
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se comercializan y actualmente se investigan en esta tesis.

En la EEA-INTA Villa Mercedes se correlacionaron factores climaticos
con el crecimiento de pasturas megatérmicas perennes nativas y cultivadas, entre
ellas Digitaria eriantha. En este estudio se considerd las temperaturas medias,
minimas y maximas, como asi también la fecha de heladas tardias y tempranas
histéricas de mas de 30 afios. Del analisis surgié que en el mes de septiembre la
temperatura alcanzo o supero los valores que promueven el crecimiento de estas
especies; sin embargo, las temperaturas minimas de septiembre y Ia cantidad de
dias con heladas imposibilitaron tal crecimiento. Por otra parte, el crecimiento de
los recursos perennes estivales también fue afectado por las altimas heladas que
ocurrieron durante el mes de noviembre (Veneciano y col., 2002). Consistente
con estos resultados Frasinelli y Martinez (1999) evaluaron el comportamiento
de una pastura establecida de Digitaria eriantha y encontraron que las bajas
temperaturas de febrero y parte de marzo influian negativamente sobre la
produccion foliar.

En el Departamento de Ciencias Agropecuarias de la UNSL, se estudio la
respuesta de Digitaria eriantha a bajas temperaturas a solicitud de la EEA-INTA
Villa Mercedes. Se realizaron experiencias de germinacion con el cv. Mejorada
INTA, en camara de cultivo a 10°C, con un fotoperiodo de 8:16 h luz:oscuridad,
durante 30 dias y se evalud el porcentaje y la velocidad de germinacion a los 7,
15 y 30 dias. Se observé que las bajas temperaturas no afectaron dichos
pardmetros a los 7 y 15 dias de exposiciéon, pero los disminuyeron
significativamente a los 30 dias (Quiroga, 2003). Ademas, se evalu6 la
germinacién a diferentes temperaturas en el cv. Sudafricana y se encontré que
temperaturas inferiores a 25°C afectaron este parametro; la germinacidén se
estimul6 cuando se colocaron las semillas a temperaturas Optimas para la especie
y a bajos potenciales osmoticos (D1 Giambatista, 2006).

Otros estudios realizados, investigando la sensibilidad de la especie al frio,
fueron los de metilacién de residuos de citosina en el ADN genomico, para lo
cual plantas de los cvs. Mejorada INTA y Sudafricana fueron sometidas a
temperaturas de 10°C durante 24, 48 y 72 h. Se observaron variaciones en el %
de metilacién de ADN en el cv. Mejorada INTA, con diferencias significativas a
las 24 y 48 h respecto al control; el cv. Sudafricana no mostré diferencias

significativas en ningun tratamiento. Estos resultados sugieren un mecanismo de
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control que permite desreprimir genes que probablemente expresan proteinas de
defensa asociadas al frio o a la desecacion (Quiroga y col., 2004). Paralelamente
Fraga y col., (2000) afirman que los cambios en la metilacion de residuos de
citosina de ADN, promueven el control de la expresion génica modificando la
sintesis proteica y este mecanismo ha sido asociado a procesos de crecimiento,

maduracidn, envejecimiento y estrés biodtico y abidtico.
2. Las plantas y el estrés

Las plantas estan sometidas a numerosas y muy diversas sefiales externas
e internas que las obligan a mantener una gran plasticidad metabdlica para poder
sobrevivir. Entre las sefiales externas se pueden mencionar la temperatura, luz,
gases, disponibilidad de agua, minerales, efectos mecénicos, heridas, influencias
fisicas y eléctricas; entre las internas, se mencionan a las hormonas, péptidos y
azucares.

Respecto al factor térmico, las plantas pueden crecer solamente en
intervalos especificos de temperatura, por debajo de una temperatura minima las
respuestas de las plantas se ven reducidas, siendo este uno de los estreses
abiodticos que las plantas enfrentan durante su ciclo de vida. El estrés por frio
limita la distribucion geografica de las especies silvestres y la necesidad humana
para obtener algunas cosechas fuera de los limites impuestos por su distribucién
natural. Reduce el crecimiento de las plantas con negativos e imprevistos efectos
en la biomasa, causando una gran diferencia entre la produccion potencial y la
real. Por ultimo, el frio reduce la sintesis, acumulacién y almacenaje de proteinas
y polisacaridos. También la maduracién del fruto es afectado por las bajas
temperaturas disminuyendo la calidad del producto (Bracale y Coraggio, 2003).

El estudio de la tolerancia al frio es complejo, debido a que dentro de las
especies, diferentes cultivares exhiben distintos grados de sensibilidad al frio;
ademas, depende no sélo de la severidad y duracidn del estrés, sino también de la
estacion y las actividades diurnas de las plantas. Finalmente, la tolerancia es
relativa al estado de desarrollo y al 6rgano de la planta afectado. Los efectos de
las bajas temperaturas en las plantas incluyen alteraciones en la ultraestructura de
mitocondrias y cloroplastos (Kratsch y Wise, 2000) y cambios en el metabolismo
fotosintético y respiratorio (Nilsen y Orcutt, 1996). Ademds, las bajas
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temperaturas provocan disminucién en el crecimiento y alteraciones en el
desarrollo (Allen y Ort, 2001).

Por otra parte, el frio produce cambios en la fluidez de los acidos grasos
que provocan deshidratacion e incrementan la produccion de especies reactivas
del oxigeno (EROs) que dafian principalmente a las membranas de las organelas
(Bracale y Coraggio, 2003). El grado de insaturacion de lipidos de membrana
puede ser considerado un factor critico entre los mecanismos de tolerancia al
estrés por frio (Nishida y Murata, 1996).

La tolerancia a bajas temperaturas se ha analizado particularmente en
cuanto a acumulacion de solutos compatibles (crioprotectores) o alteraciones de
los diversos sistemas de membranas de la célula, conjuntamente con el orden de
proteinas que se asocian con éstas membranas (Gilmour y col., 1988; Guy y
Haskell, 1987). Ademas, este factor produce cambios en los elementos del
citoesqueleto (Quader y col., 1989) y en los reguladores del crecimiento (Lalk y
Dorffling, 1985).

En la mayoria de las especies, la fotosintesis se inhibe después del
descongelamiento debido a que los tilacoides son temporalmente perjudicados,
en particular inhibiendo el fotosistema II. Krause y col. (1988) informaron que
las enzimas que reducen el CO,, reguladas por la luz, son las primeras en ser
afectadas. Cuando la cadena de transporte de electrones es deteriorada por el frio,
los cloroplastos son expuestos a un exceso de energia, ocurriendo fotooxidacion
del oxigeno con produccién de especies reactivas intermedias, como ser

superoxido y peroxido.

3. Variacion del crecimiento, hormonas y pigmentos en plantas bajo estrés

por frio

A medida que crecen los organismos multicelulares aumentan su volumen,
peso, numero de células y cantidad de protoplasma. La mayor parte del
crecimiento de una planta se efectua en los meristemas dando origen a todas las
nuevas cé€lulas que maduran y se diferencian en tejidos (Starr y Taggart, 2008).

El estrés por frio limita la produccidn agrondémica con negativos e
indeseables efectos sobre la biomasa (Bracale y Coraggio, 2003). La exposicion a
bajas temperaturas afecta el crecimiento y produce marcadas pérdidas en el peso

10
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seco y en el area foliar en plantas de sorgo (Ercoli y col., 2004); en cultivares de
trigo se han encontrado reducciones en la tasa de crecimiento relativo de raices
(Equiza y col., 2001); ademas, en cafia de azucar se ha observado disminucién en
el peso fresco y peso seco foliar a partir de las 32 h de estrés por frio (Rasheed y
col., 2010).

En especies forrajeras del semiarido puntano, se evalud el efecto del frio
sobre parametros de crecimiento, exponiendo las plantas a 4°C por periodos
acumulativos de tiempo. Trichloris crinita, especie forrajera nativa, disminuy6 su
crecimiento por exposiciéon a bajas temperaturas y sequia, mientras que D.
eriantha cv. Sudafricana solo reacciond a la exposicion a bajas temperaturas
cuando se acumulaban mas de 30 h de frio, disminuyendo la longitud total de la
planta, el peso fresco y seco de hojas y raices (Di Giambatista, 2006).

Luego de un estrés abidtico, evaluar la respuesta de la planta al ser
devuelta a condiciones favorables, puede ayudarnos a comprender su desempefio
frente a situaciones que se presentan habitualmente en la naturaleza. Una mejor
recuperacién puede estar relacionada al grado de tolerancia de la planta frente a
un determinado factor adverso. En estudios realizados en plantas de Digitaria
eriantha cv. Mejorada INTA expuestas a 4°C durante 48 h, se observé una
disminucion en el crecimiento del follaje y de la biomasa aérea luego de una
semana posterior al tratamiento con frio (Pedranzani y col., 2005).

Es importante determinar la recuperacién de ambos cultivares de Digitaria
eriantha para establecer posibles diferencias que podrian estar relacionadas a su
diferente sensibilidad al frio.

Citocininas y el crecimiento de las plantas

Las citocininas (CQs) son hormonas vegetales que promueven la division
y diferenciacion celular; ademas, controlan varios procesos del crecimiento y
desarrollo de las plantas, como por ejemplo el retraso de la senescencia (Gan y
Amasino, 1995; Mok, 1994), el control del balance tallos/raices (Werner y col.,
2001; 2003), la transduccién de sefales nutricionales (Samuelson y Larsson,
1993; Takei y col., 2001; Sakakibara, 2005) y el incremento de la productividad
del cultivo (Ashikari y col., 2005). Todas las CQs naturales identificadas son

derivados de adenina con un sustituyente de naturaleza isoprenoide o aromatico.
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Las CQs isoprenoicas comprenden a isopentenil adenina (iP), zeatina (Z) y
dihidrozeatina (DHZ) (Fig. 4), las cuales predominan en las plantas superiores.
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Fig. 4. Estructura de citocininas activas. Entre paréntesis se consignan sus abreviaturas
(Fuente: Sakakibara, 2006)

Se cree que las bases libres y los ribosidos (iPA, RZ, RDHZ) son los
compuestos biologicamente activos, mientras que los glucdsidos de CQs
participan en el transporte, en la proteccidon frente a la degradaciéon y en la
inactivacion reversible de dichos compuestos (Letham, 1994).

La biosintesis tiene lugar principalmente en el citosol de las células de
meristemas apicales de raiz, embriones y hojas jovenes en desarrollo (Taiz y
Zeiger, 1991).

Estudios realizados en plantas transgénicas de tabaco con niveles
reducidos de CQs de tipo iP y Z, mostraron tallos achaparrados y meristemas
apicales mas pequefios que las plantas control (Werner y col., 2001). Sin
embargo, el meristema de la raiz aumentaba de tamafio dando lugar a raices mas

ramificadas y de crecimiento mas rapido. Estos resultados sugieren que las CQs
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son un factor importante en la regulacion de la actividad de los meristemas y de
la morfogénesis, con accién opuesta en tallos y raices (Werner y col., 2001,
2003).

En hojas cortadas senescentes de avena, colocadas en una solucién diluida
de sales minerales, las CQs mantuvieron la integridad de los tonoplastos y
evitaron la pérdida de clorofila. Leshem (1988) sugiere una fuerte acciéon
protectora de las CQs debida tal vez, a que inhiben la formacion y
descomposicion acelerada de radicales libres como el superéxido y el hidroxilo.
Recientes microarrays revelan que los genes que codifican proteinas en la via de
sefializacion de CQs se ven afectados por estrés abiotico, incluyendo estrés por
frio. Ademas, se ha sugerido un importante papel de las citocininas en el
crecimiento de plantas sometidas al frio, sin embargo no hay reportes que
relacionen la respuesta de las CQs a periodos cortos de estrés por frio (Argueso y
col., 2009).

Auxinas y su relacion con el crecimiento

Las auxinas, al ser las hormonas vegetales responsables del crecimiento,
modulan procesos tan diversos como las respuestas trépicas a la luz y la
gravedad, la arquitectura de las raices y tallos, el patron de Odrganos, la
diferenciacion vascular y el crecimiento en cultivo de tejidos (Davies, 1995).
Entre las hormonas con actividad auxinica, se encuentra el acido indol-3-acético
(AIA), siendo la més abundante y fisiolégicamente mas relevante.

AIA induce la elongacion celular, inhibe la elongacion de raices e induce
la formacion de raices laterales (Zolman y col., 2000) y adventicias (King y
Stimart, 1998), regula la dominancia apical y retrasa la abscision de hojas, entre
otros efectos fisioldgicos.

Estudios anteriores han demostrado que las plantulas pueden sintetizar
AIA en hojas, cotiledones y raices; conjuntamente, en Arabidopsis se ha
encontrado que las hojas jovenes tienen la mayor capacidad de biosintesis de esta
hormona (Ljung y col., 2001).

La sintesis de AIA puede realizarse por vias dependiente e independiente
del aminoacido triptéfano (Trp). Asimismo, se han sugerido varias vias de
sintesis dependientes de triptéfano, llamadas por el nombre del intermediario:
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ruta del 4cido indol-3-piruvico, ruta de la indol-3-acetamida, ruta de la triptamina
y ruta de la indol-3-acetaldoxima. Es por ello que multiples vias de biosintesis
pueden contribuir a la regulacién de la produccion de AIA (Woodward y Bartel,
2005), aunque se desconoce la importancia de cada via de sintesis. Estudios
realizados en la monocotiledénea acuatica Lemna gibba indican que la via de
sintesis dependiente de Trp seria la responsable de la produccién de AIA a bajas
temperaturas mientras que a temperaturas elevadas la via independiente de Trp
determinaria el nivel de AIA (Rapparini y col., 2002).

Por otra parte, se ha encontrado que existe una relacion cuantitativa entre
los niveles endogenos de AIA y la tasa de crecimiento en diferentes lineas
genéticas de Pisum sativum y Lupinus albus (Law y Davies, 1990; Ortuilo y col.,
1990). Sin embargo, el nivel de AIA resulta del balance entre la biosintesis y el
catabolismo y sélo cuando la temperatura afecta este balance pueden observarse
cambios en los niveles de AIA.

La respuesta de esta hormona en relacion a diferentes estreses ambientales
también ha sido objeto de estudio durante los ultimos afios. Asi se ha observado
que en respuesta a altas temperaturas los niveles endégenos de auxina se reducen
en plantas de cebada durante el desarrollo de las anteras (Sakata y col., 2010).
Ademas, en Arabidopsis se ha encontrado que las bajas temperaturas afectarian el
transporte y la sefializacidn de auxinas (Shibasaki y col., 2009).

La determinaciéon de parametros de crecimiento en D. eriantha frente a
bajas temperaturas es de suma importancia para determinar si existen cambios en
el patrén de crecimiento que puedan estar asociados a los niveles de las

hormonas que lo determinan.
El estrés por frio y los pigmentos fotosintéticos

Los pigmentos de las membranas tilacoidales del cloroplasto consisten
sobre todo en dos tipos de clorofilas: clorofila a y clorofila b que muestran
coloraciéon verde. También se presentan pigmentos amarillo-naranja que se
clasifican como carotenoides, existen dos tipos: los carotenoides que son
hidrocarburos puros y las xantofilas que contienen oxigeno (Salisbury y Ross,
1992). La energia absorbida por los carotenoides es rapidamente transferida a las
clorofilas y por ello los carotenoides son denominados pigmentos accesorios. La
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eficiencia de transferencia de energia de carotenoides a clorofilas es menor que la
eficiencia de transferencia de clorofila a clorofila. Ademas, los carotenoides
tienen un papel protector contra la fotodestruccion de las clorofilas (Taiz y
Zeiger, 1991).

Los estreses abidticos producen alteraciones en el aparato fotosintético; el
exceso de luz disminuye el contenido de clorofilas y la relacion clorofila a/b
(Anderson y col., 1995), asimismo se ha demostrado que la presencia de metales
pesados en plantas de soja, produce el descenso del contenido de clorofilas
totales con la consecuente reduccion en la actividad fotosintética (Molina y col.,
2008). Ademas, en relacion al estrés por frio se ha encontrado que las hojas de
plantas crecidas a baja temperatura se caracterizan por presentar muy bajo
rendimiento fotosintético, cambios en la composicion (Haldimann y col., 1996) y
en el contenido de pigmentos (Oliveira y col., 2009). Por ejemplo, el contenido
de clorofilas a + b y los carotenoides totales en Zea mays, fueron mayores en
genotipos tolerantes al frio respecto a otros genotipos (Haldimann, 1999).

La capacidad fotosintética declina en las plantas sensibles al frio expuestas
a bajas temperaturas y ese descenso es relativo a una menor eficiencia del
fotosistema II y fotosistema I (Sonoike, 1998; Allen y Ort, 2001).

Algunos de los efectos dafiinos del frio pueden ser debidos al incremento
en la produccion de EROs (Wise, 1995). La formacion de EROs en las
membranas de los tilacoides puede ser iniciada a través de la reduccion
univalente de O, para formar superoxido al sitio donante del PSI, o a través de la
transferencia de energia de moléculas excitadas de clorofila a O, para producir
oxigeno singulete (Foyer y col., 1994). Las EROs pueden causar una cascada de
reacciones oxidativas en los componentes celulares, y ellos estan implicados en
la fotoinhibiciéon (Hull y col., 1997) y el dafio celular (Wise, 1995) en plantas
sensibles al frio expuestas a bajas temperaturas.

Una forma de cuantificar el grado de dafio de estrés por frio que sufre una
planta es midiendo la pérdida de clorofila (Janowiak y Dorffling, 1996). En el
presente trabajo se medira el contenido de clorofilas y carotenoides en ambos
cultivares de Digitaria eriantha para evaluar si el frio produce dafios sobre el

aparato fotosintético.

4. Anatomia de hojas y estrés por frio
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El estudio de la anatomia de los tejidos proporciona informacién para
determinar probables alteraciones inducidas por la exposicion de los vegetales a
estreses ambientales. De este modo se ha observado que en condiciones de estrés
hidrico las hojas de roble incrementaron sus tejidos parenquimaticos,
conduciendo a un aumento en el espesor y densidad del tejido foliar, ademas del
incremento en el grosor de las capas superiores de la cuticula (Bussotti y col.,
2002); también se observo que en las hojas de Prosopis strumbulifera frente a
estrés salino las células del clorénquima se presentaban mas densas y se producia
una disminucion en el espesor del meséfilo (Reinoso y col., 2005).

Frente al estrés por frio, se han observado multiples cambios anatémicos y
morfolégicos en diferentes especies. En plantas de trigo, las bajas temperaturas
incrementaron el espesor de las hojas (Equiza y col., 2001); asimismo, se ha
observado disminucién en el area foliar y alteraciones en la frecuencia estomatica
en especies como Secale cereale L. cv. Puma y Spinacia oleracea (Huner y col.,
1981; Korner y Larcher, 1988; Boese y Huner, 1990).

El conocimiento detallado de la anatomia de los distintos 6rganos de las
gramineas, es imprescindible para estudiar los cambios producidos a este nivel
por bajas temperaturas. Por microscopia Optica, en Digitaria eriantha, se
observaron depodsitos de pigmentos, engrosamiento de paredes y destruccion de
organelas conspicuas (Escudero, 2006), mientras que en estudios
ultraestructurales en Cucumis sativus se visualizaron dafios en membranas y
organelas (Xu y col., 2008).

Dado el importante papel de la fotosintesis en la fisiologia de las plantas y
su sensibilidad al estrés por frio (Taylor y Rowley, 1971), no es sorprendente que
los cloroplastos sean el primer sitio visible de dafio por bajas temperaturas a nivel
ultraestructural (Kimball y Salisbury, 1973). La primera manifestacion de dafio
por bajas temperaturas es la turgencia de los cloroplastos, distorsion y
prominencia de tilacoides, reduccién en el tamafio y nimero de granulos de
almidon y formacion de vesiculas pequefias en el reticulo periférico del
cloroplasto (Wise y col.,, 1983). Si el estrés es prolongado conduce a la
acumulacion de gotas de lipidos y oscurecimiento del estroma, desintegracion de
la envoltura del cloroplasto, lo que provoca que el contenido del estroma se
mezcle con el citoplasma. En plantas extremadamente sensibles a bajas
temperaturas se puede observar turgencia y desorganizacion de cloroplastos, ain

16



Introduccién

con pocas horas de estrés (Murphy y Wilson, 1981).

Las mitocondrias son mas resistentes a las bajas temperaturas que los
cloroplastos. Estudios realizados en tabaco, maiz y zapallo, coinciden en que la
ultraestructura de mitocondrias no es notablemente afectada aun durante estados
avanzados en la degeneracion de cloroplastos (Nessler y Wernsman, 1980; Wise
y Naylor, 1987a).

En el nucleo los cambios raramente ocurren o no son muy pronunciados;
sin embargo, se ha observado en Saintpaulia ionantha cv. Ritali la condensaciéon
de la cromatina y en Triticum aestivum L. cv. Ducat cambios en los nucléolos por
efecto del frio (Gazeau, 1985; Yun y col., 1996).

En las células en empalizada se observaron cambios ultraestructurales con
tiempos breves de exposicion a bajas temperaturas en especies muy sensibles al
frio como Saintpaulia. Estas células mostraron un desorden en la disposicion de
la laminilla intergranal tilacoidal de los cloroplastos y condensacion de cromatina
en sus nucleos, y si bien fisiologicamente permanecieron activas se observo
reduccion en la fluorescencia de la clorofila y descenso de la actividad
fotosintética (Yun y col., 1996). Se ha sugerido que la generacion de EROs en los
cloroplastos, provoca un incremento de iones calcio libres, los cuales inducen
cambios en la fosforilaciéon de proteinas y actian como segundos mensajeros
para estimular una variedad de procesos (Snedden y Fromm, 1998), incluida la
cascada de enzimas proteoliticas que selectivamente clivan moléculas de

proteinas.
5. Fitohormonas relacionadas al estrés

Entre las hormonas asociadas a los factores de estrés se mencionan a los
jasmonatos, acido abscisico y etileno.

Los jasmonatos (JAs) comprenden numerosos compuestos relacionados al
acido jasmonico (JA). Este grupo de compuestos se sintetizan a partir del acido
linolénico a través de la via del acido 12-oxofitodienoico (OPDA). Las etapas
iniciales de la biosintesis de JA estdn catalizadas por las enzimas 13-
lipoxigenasa, 6xido de aleno sintetasa (AOS) y 6xido de aleno ciclasa (AOC);
estos pasos se llevan a cabo en el cloroplasto. Las etapas finales que incluyen la
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reduccion del OPDA y la B-oxidacidn del acido carboxilico se realizan en el
peroxisoma (Strassner y col., 2002; Feussner y Wasternack, 2002).

Es bien conocido que los niveles de JA aumentan rdpidamente en
respuesta a estrés mecanico (Weiler y col., 1993), herbivoria (Halitschke y col.,
2004, Schmelz y col., 2003), tratamiento con elicitores (Parchmann y col., 1997),
estrés salino (Dombrowski, 2003; Pedranzani y col.,, 2003), radiacion UV
(Conconi y col.,, 1996), exposiciéon a ozono (Rao y col.,, 2000) y bajas
temperaturas (Wasternack y Parthier, 1997; Pedranzani y col., 2007) .

No s6lo JA estaria involucrado en los procesos normales del desarrollo y
en las respuestas relacionadas a estrés, sino que también los derivados
hidroxilados de JA, estan siendo estudiados y relacionados a dichos procesos. El
derivado 12-hidroxi-jasménico (12-OH-JA), cominmente conocido como 4cido
tuberonico, y el 11-hidroxi-jasmoénico (11-OH-JA) han sido propuestos como
catabolitos de JA en hongos (Miersch y col., 1993; 1999) (Fig. 5). Ademas, €stos
compuestos estarian asociados con la sensibilidad a estrés osmdtico y salino en
semillas de tomate y desempefiarian alguna funcién en el proceso de germinacion
(Andrade y col., 2005).

También se ha relacionado a los JAs con el estrés por frio en
gimnospermas; variaciones en los niveles endégenos de OPDA, JA y compuestos
hidroxilados (11-OH-JA y 12-OH-JA) en follaje de plantas jovenes de Pinus
pinaster Ait en condiciones de estrés por frio fueron observadas (Pedranzani y
col., 2007). Esta evidencia nos llevo a plantear la posibilidad de que en plantas
monocotiledoneas, los JAs también estuvieran involucrados en las respuestas

metabdlicas al frio.
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Fig. 5. Miembros de la familia de los jasmonatos:
OPDA, JA y sus hidroxilados 12-OH-JA y 11-OH-JA.

El 4cido abscisico (ABA) es otra de las fitohormonas estudiadas en
relacion al estrés en plantas y su mediacion en variados mecanismos de
adaptacion a condiciones adversas.

Se ha informado que los niveles endégenos de ABA aumentan frente al
déficit hidrico durante el crecimiento vegetativo (Davies y Zhang, 1991; Sauter y
col., 2001), ademas de regular el cierre estomatico permitiendo a la planta limitar
la pérdida de agua por transpiracion (Zhang y col., 1987; Zhang y Davies, 1989,
1990). ABA también estd implicado en la respuesta al frio y congelacion
(Thomashow, 1999), salinidad (Hagemeyer, 1997), anegamiento y anoxia
(Arteca, 1997) entre otros factores de estrés ambiental. Por otra parte, modula la
respuesta morfogénica de las raices a la sequia y la reaccion general de la planta
al dafio mecénico (Leung y Giraudat, 1998).

La biosintesis de ABA tiene lugar principalmente en los pléstidos
(cloroplastos) y citosol. Dado que es un terpenoide deriva de la via del acetato -

mevalonato, mediante una ruta indirecta a partir del p-caroteno, generado desde

19



Introduccién

el fitoeno. En el cloroplasto (u otro plastido), el B-caroteno se degrada pasando
por 9-cis violaxantina y 9-cis neoxantina, que generan xantoxina, la cual en el
citosol se oxida hasta formar ABA. En algunos mutantes de tomate y Arabidopsis
se demostro que existe formacion de ABA a partir del ABA alcohol.

El nivel de ABA en plantas es controlado no solamente por la sintesis,
sino también por el catabolismo. Existen dos caminos principales para la
inactivacién de ABA, uno mediante oxidacién y otro por conjugacion (Fig. 6).
Uno de los catabolitos primarios es el acido faseico (PA) que se forma por
oxidaciéon con O,, este compuesto es rapidamente convertido a acido
dihidrofaseico (DPA). El ABA también puede ser inactivado por la union de
glucosa al grupo carboxilo para formar un éster glucosa (ABA-GE) (Steven y
Zeevaart, 2004). Los caminos de inactivacion varian de acuerdo a las especies y
ademas, estan en relacion con los diferentes estados de desarrollo dentro de una
misma especie. De esta manera, ABA-GE es uno de los principales metabolitos
en plantas de Xanthium (Zeevaart, 1999) y en la savia del xilema de girasol
(Hansen y Dorffling, 1999) entre otros. Sin embargo, en cultivos de células en
suspension (Cutler y col., 1997) y en embriones estomaticos (Dunstan y col,,
1992), ABA fue mayoritariamente convertido a PA. Ademas, contenidos
pequefios de otros metabolitos ((+)-7 -hidroxi-ABA, trans-ABA, cis y trans
1’,4’-diol de ABA) han sido detectados en algunas especies de plantas (Balsevich
y col., 1994; Walton y Li, 1995; Zeevaart, 1999).

on
insctivacion por oxidaci Inactivacion pm’ conjugacion

MW L5 Q“’l’”‘“ﬁ}‘“ﬁ x‘;‘>

Acido Acido faseico
-4’ -dihidrofaseico {PA) OH
(DPA)

Ester del ABA-B-0-Glucosa

Fig. 6. Catabolitos de ABA, acido 4-dihidrofaseico (DPA), 4cido faseico (PA) y éster
ABA-Glucosa (ABA-GE)
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En los ultimos afios numerosos estudios documentan el papel de las
fitohormonas (JAs y ABA) en diversos eventos relacionados con el estrés
oxidativo. Aplicaciones exogenas de JA revelaron su influencia sobre
compuestos de la lipoperoxidacidn, alteraciones en el sistema de defensa
antioxidante enzimatico y no enzimatico (Babar Ali y col., 2006; Kumari y col.,
2006; Maksymiec y col., 2007). Asimismo, ABA puede incrementar la
generacion de especies reactivas del oxigeno (Jiang y Zhang, 2001; Murata y
col., 2001), inducir la expresion de genes antioxidantes (Anderson y col., 1994;
Guan y Scandalios, 1998a, b) e incrementar la actividad de enzimas antioxidantes
y el contenido de antioxidantes no enzimaticos (Bueno y col., 1998; Jiang y
Zhang, 2001). Por ello, en este trabajo se investiga la posible relacion entre JAs y
ABA vy la respuesta oxidativa en hojas de dos cultivares de Digitaria eriantha

sometidas a estrés por bajas temperaturas.
6. Estrés por frio y defensas antioxidantes

El estrés oxidativo es un estado de la célula en el cual se encuentra
alterada la homeostasis Oxido-reduccion intracelular; es decir, existe un
desbalance entre prooxidantes y antioxidantes celulares. El estrés oxidativo
acompafia a otros tipos de estrés en plantas actuando como un disparador de las
defensas, generando radicales libres.

En las plantas, durante la respiracion celular, la reduccion completa de O,
a H,O0 requiere la transferencia de 4 electrones. Sin embargo se pueden producir
reducciones incompletas del O,, origindndose las especies reactivas del oxigeno.
Estas comprenden al radical superdxido (O,"), peroxido de hidrégeno (H,O,) y
radical hidroxilo (HO) (Wise y Naylor, 1987b). Incrementos en las EROs
asociados a bajas temperaturas han sido reportados en diversas especies como
Zea mays L., Cucumis sativus L., Panicum miliaceum L., Solanum tuberosum L.
(Lukatkin, 2002a), Fragariaxananassa D. (Zhang y col., 2008) y Medicago
sativa L. (Wang y col., 2009) entre otras.

El H,0, es la forma mas estable de los intermediarios de reduccién del
oxigeno, es la menos reactiva y la mas facil de detectar. Ademas, el peroxido de
hidrégeno puede producirse directamente por la reduccion divalente del O, o
indirectamente por reduccién univalente del O, seguidas por la dismutacion del
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O,". El H,0; es dafiino porque puede causar la oxidacion de sulfidrilos, residuos
de metionilo en proteinas, peroxidacion de acidos grasos poliinsaturados, ruptura
de ADN e inactivacion de enzimas del grupo tiol (Foyer y col., 1997). El H,0,
puede dar origen al radical hidroxilo (OH’), que es extremadamente reactivo
(Prasad, 1996).

Para prevenir el dafio de EROs, las plantas han desarrollado sistemas de
defensa antioxidante enzimatico y no enzimdtico. El sistema de defensa
antioxidante enzimatico incluye, entre otras, las enzimas superoxido dismutasa
(SOD) y la ascorbato peroxidasa (APX) (Zhang y col., 1995; Lee y Lee, 2000).

Superéxido dismutasa pertenece a la familia de la metaloproteinas y
cataliza la reaccion del radical O, a H,O, y O,, jugando un importante rol en la
proteccion de las células contra los efectos tdéxicos del radical superdxido
producido en diferentes compartimentos celulares (Fridovich, 1986; Elstner,
1991; Halliwell y Gutteridge, 2007). Ascorbato peroxidasa es generada en el
citosol, cloroplastos y mitocondrias y es la principal enzima encargada de
secuestrar el H,O, (Mittler y Zilinskas, 1991; Jiménez y col., 1997). La actividad
de las enzimas antioxidantes ha sido estudiada en plantas de alfalfa en relacion a
las bajas temperaturas. En esta especie se determind que la sensibilidad a frio
puede ser linealmente correlacionada con los bajos niveles de actividad de SOD,
APX vy catalasa (Wang y col., 2009). Por otra parte, Lukatkin (2002b) sostiene
que las plantas que presentan menos inactivacion de las enzimas antioxidantes
durante el periodo de bajas temperaturas son mas resistentes al frio.

El sistema de defensa antioxidante no enzimatico esta constituido por
compuestos de bajo PM, entre los que se encuentran el glutation reducido (GSH)
y los tioles no proteicos (TNP) que se encargan de detoxificar a las células de las
EROs (Kocsy y col., 1996; Noctor y col., 1998). GSH participa directamente en
la reduccion de las EROs mas activas generadas por diversos factores de estrés
en las plantas (Shao y col., 2008).

El 4cido linoleico es el predominante en los galactolipidos de las
membranas de los tilacoides, mientras que el 4cido linolénico es mayoritario en
los fosfolipidos del resto de las células vegetales. Estos acidos grasos son
particularmente sensibles al ataque de O,” y OH (Mueller, 2004; Halliwell y
Gutteridge, 2007), dando lugar tras su oxidacion a hidroperdxidos de lipidos y
aldehidos complejos como el 4 hidroxi-2-nonenal y el malondialdehido (MDA).
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La peroxidacion de acidos grasos insaturados disminuye la fluidez de la
membrana, interfiere con la interaccion de receptores celulares y provoca la
pérdida de electrolitos (Halliwell, 2006). El MDA generado puede dafiar el ADN
al conjugarse con una guanina, creando un anillo extra en su estructura (Jeong y
col., 2005). Por otro lado, las lesiones oxidativas en el ADN pueden producir
cambios en el patron de metilacién de la citosina, lo cual es importante en la
regulacion de la expresion génica (Halliwell, 2006).

En relacion a las bajas temperaturas, se han observado incrementos en el
contenido de MDA en plantas tales como Cucumis sativus L. (Xu y col., 2008),
Fragariaxananassa D. (Zhang y col., 2008) y vid (Ma y col., 2010).

Castelli y col. (2010) proponen que el dafio oxidativo, particularmente
MDA foliar es potencial indicador de la tolerancia a estrés salino. La
determinacion de MDA en tejidos foliares de Digitaria eriantha, frente al frio,
podria informar sobre el dafio oxidativo y el grado tolerancia de ambos cultivares

a este factor de estreés.
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Hipdtesis v Objetivos

Digitaria eriantha es una especie forrajera megatérmica introducida a la
region semidrida argentina que permite incrementar el potencial forrajero y
posibilita el planteo de esquemas de produccion de carne bovina de alta
rentabilidad. Sin embargo las heladas tardias afectan la biomasa y desarrollo de
las plantas; al no existir estudios sobre los efectos del estrés por frio en esta
especie, se plantea la necesidad de investigar los mecanismos fisioldgicos,
bioquimicos y hormonales, como asi también, su base anatdmica en la respuesta

a baja temperatura.

Hipéotesis

Plantas de dos cultivares de D. eriantha uno originario de Sudafrica y
sensible al frio (cv. Sudafricana) y otro tolerante, procedente de Argentina (cv.
Mejorada INTA), difieren en sus mecanismos de respuesta al estrés por frio. De
este modo, las bajas temperaturas afectardn el crecimiento, estructuras
anatomicas y pigmentos fotosintéticos. Ademads, se modificardn los niveles de
fitohormonas asociadas a crecimiento y a estrés, activando mecanismos de
defensa antioxidante los cuales varian en los cultivares segin su origen.

Objetivo general

Estudiar los efectos de breves periodos de bajas temperaturas sobre los
tejidos de Organos vegetativos, pardmetros fisiologicos, hormonales vy
bioquimicos de Digitaria eriantha Steudel subespecie eriantha, y establecer
comparaciones en dos cultivares: Sudafricana y Mejorada INTA.
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Objetivos especificos

1. Determinar las variaciones en el crecimiento y pigmentos en
plantas de D. eriantha frente al frio.

2. Evaluar si el crecimiento se reanuda al restablecer las condiciones

favorables, posterior a la aplicacion del frio en D. eriantha.

3. Medir el contenido endogeno de citocininas y auxinas y establecer
su posible relacion con las variaciones de crecimiento vegetativo frente al frio en

D. eriantha.

4. Analizar los cambios anatémicos estructurales de hojas y base del

tallo frente a bajas temperaturas en ambos cvs. de D. eriantha.

5. Examinar las alteraciones ultraestructurales frente al frio en las

laminas foliares en D. eriantha.

6. Determinar el contenido enddogeno de acido jasmoénico (JA), su
precursor 12-oxofitodienoico (OPDA) y derivados hidroxilados (11 y 12-OH-
JA), en plantas de ambos cvs. de D. eriantha controles y sometidas al estrés por

bajas temperaturas.

7. Determinar el contenido enddgeno de acido abscisico (ABA) y sus
metabolitos: acido faseico (PA), acido dihidrofaseico (DPA) y ABA éster
glucosa (ABA-GE) en plantas de ambos cvs. de D. eriantha controles y

sometidas al estrés por bajas temperaturas.

8. Evaluar el dafio oxidativo a nivel de membranas por determinacién
de malondialdehido (MDA) y las variaciones en las defensas antioxidantes

enzimaticas y no enzimaticas ante el estrés por frio.

9. Establecer posibles diferencias entre ambos cultivares de D.
eriantha en los parametros analizados con el fin de aportar conocimientos ttiles

para el mejoramiento de esta especie forrajera.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS
1. Material vegetal y tratamiento de baja temperatura

Semillas de Digitaria eriantha cvs. Sudafricana (Irene) y Mejorada INTA
crecieron en terrinas conteniendo turba-perlita en proporcidon 4:1; en camara de
crecimiento Conviron E15 (Conviron, Winnipeg, Manitoba, Canadd) con
fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de oscuridad, a 25°C de temperatura y 60% de
humedad relativa. La densidad de flujo fotosintético fue de 175 + 5 pmol m™> 5™
(tubos fluorescentes F96T12/CW/1500, General Electric, USA, enriquecida con
luz de lamparas incandescentes (OSRAM)). Luego de 30 dias de crecimiento se
aplic el tratamiento de frio (Fig. 7); para ello se colocaron las terrinas en camara
a 5°C + 1°C de temperatura, por periodos de 6, 24 y 72 h. Se trabaj6 con 5°C ya
que es la temperatura minima media que ocurre durante la estacion de
crecimiento de los recursos forrajeros estivales, en la provincia de San Luis
(datos del Servicio Meteorologico Nacional). Las plantas del tiempo 0 fueron
consideradas como control. Efectuados los tratamientos se procedio6 a la cosecha
y conservaciéon de las plantas para estudios bioquimicos, hormonales y
anatomicos. Un lote fue expuesto a condiciones normales para medir
recuperacion. Se usd disefio experimental simple al azar con tres repeticiones.
Cada muestra fue representada por 10 plantas.

Fig. 7. Plantas de D. eriantha cvs. Sudafricana (izquierda)
y Mejorada INTA (derecha) con 30 dias de crecimiento.
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2. Peso fresco, peso seco y longitud de parte aérea y radicular

Se tomaron al azar 4 plantulas de Digitaria eriantha de ambos cultivares y
se midio la longitud de hojas y raices, por triplicado. Luego se pesaron las raices
y las hojas por separado para obtener el valor de peso fresco (PF) y se colocaron
en estufa a 60°C durante 72 h. Se pesd nuevamente el material para obtener el

valor de peso seco (PS).
2.1. Evaluacion de la recuperacion

Plantas control y del tratamiento de 72 h de exposicién a 5°C + 1°C de
temperatura, fueron colocadas en condiciones Optimas de crecimiento para
evaluar la recuperacién después del estrés. Se tomaron datos de LF, PF y PS de
hojas en el tiempo cero (inmediatamente después de retiradas del frio) y a los 7,
14 y 21 dias posteriores.

Los resultados en cada tiempo, se expresaron en porcentaje respecto al
control sin frio (100%) y fueron analizados comparativamente entre cultivares.

3. Determinacion de pigmentos fotosintéticos: clorofilas y carotenoides

La determinacidn de clorofilas a, b y carotenoides se realizd segin Porra
(2002). 100 mg de material fresco se trituré6 en mortero con 10 ml de acetona
80% (v/v) y se filtrd. El extracto obtenido se mantuvo a 4°C hasta la lectura en
espectrofotémetro. Para la cuantificacion de clorofilas se midi6 la absorbancia a
646,6 y 663,6 nm y para carotenoides a 470 nm. Como blanco se usé acetona
80% (v/v). Para calcular el contenido de las diferentes clorofilas se usaron las
férmulas de Porra (2002). Para calcular el contenido de carotenoides se usé la
férmula de Lichtenthaler y Wellburn (1983). Los resultados se expresaron en

ng/g PE.

29



Materiales v Métodos

4. Estudios por microscopia éptica y electrénica
4.1. Estructura anatomica del brote y laminas foliares

En este estudio se realiz6 un tratamiento adicional de 120 h (5 dias) a baja
temperatura. Los cortes de la base de tallo se realizaron en plantas control y
tratadas a 6, 24, 72 y 120 h, mientras que los cortes de lamina foliar se realizaron
en plantas control y en los tiempos de mayor exposicion: 72 y 120 h. Las
muestras de tallos y hojas se fijaron en FAA (etanol 95%, acido acético,
formaldehido 37-40%, agua destilada 50:5:10:35 v/v) por un periodo minimo de
72 h. Posteriormente el material se deshidraté mediante una serie de mezclas de
alcohol etilico-xilol y luego se incluy6 en Histowax (parafina de alta pureza con
agregado de cera y polimeros). De cada muestra se realizaron cortes
longitudinales y transversales de 10-13 p de espesor en micrétomo rotativo. Los
cortes se tifleron usando la triple coloracion de Hematoxilina, Safranina y Fast-
Green descripta por Johansen (1940). Para el montaje definitivo se utilizé6 DPX.
Los preparados histoldgicos se observaron en microscopio Zeiss Standard 16 y se
fotografiaron en un microscopio Zeiss Axiophot, con equipo de captura y
digitalizacidén de imagen AxioVision 4.3, con camara AxioCam HRc.

4.2. Ultraestructura de laminas foliares

Las muestras de hojas de plantas control y con 72 h de frio de ambos
cultivares de Digitaria eriantha se cortaron en trozos de 0,5-1 mm y se fijaron al
vacio en glutaraldehido al 2% en buffer de fosfato (pH 7,2-7,4) durante 4 h a 4°C.
Luego las muestras fueron lavadas 3 veces con buffer fosfato en intervalos de 30
min y se realizé la fijacion secundaria con tetréxido de osmio (OsQ,) al 1% (m/v)
durante 1 h a 4°C. Se lavaron nuevamente 3 veces con buffer fosfato y se
deshidrataron en una serie creciente de etanol-agua (50, 70, 80, 95 y 3 veces en
etanol 100%), dejando el material 10 min en cada solucion. Luego el etanol se
reemplazé con acetona 3 veces, se dejaron las muestras 10 min cada vez. A
continuacion, se incluyeron en EPON (Shell, London, UK) mediante una mezcla
resina-acetona (1:1) seguida de una mezcla resina-acetona (1:2). Finalmente las
muestras se embebieron en EPON 100% durante 1 h a temperatura ambiente. La
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resina se polimetarizé a 35°C, 45°C y 60°C por 12 h cada vez. Los cortes
ultrafinos (60-90 nm) se realizaron con ultramicrotomo Reichert-Jung
SuperNova. Las secciones se cortaron en sentido transversal a fin de que ambas
capas se pudieran ver en la misma seccion. Los cortes se tifieron con acetato de
uranilo al 4% en etanol al 50% por 10 min y luego con citrato de plomo durante 5
min a temperatura ambiente. La microscopia electrénica de transmision se realizé
en un JEM 1200 EX II (Tokio, Japon) que opera a 80 kV.

5. Determinacion de las hormonas de crecimiento
5.1. Citocininas

Para la extraccién se utilizéd el método descrito por Dobrev y Kaminek
(2002) modificado. 100 mg de PS se colocaron en una solucién de 5 ml de
Bieleski modificado (MeOH/H,O/Férmico - 75/20/5), e incubd a -20°C durante
una noche. Se centrifugd a 4000 rpm a 4°C durante 20 min y se recolecto el
sobrenadante. Una segunda extraccion se realizé en 1 ml de solucién durante 1 h
y se redujo hasta eliminar el metanol.

La prepurificacion de las citocininas se llevd a cabo en columnas de fase
reversa C18 y mixta (OASIS MCX: fase reversa e intercambio cationico)
equilibradas con metanol y acido férmico. Se agreg6 0,6 ml de acido férmico 1
M al extracto inicial, se aplico a las columnas, eluyendo secuencialmente las
distintas hormonas: ABA y AIA, los nucleoétidos de citocininas y finalmente las
bases y ribdsidos de citocininas. Para ello se emple6 acido férmico 1 M/metanol
80% (v/v), NH, OH 035 M y NH;,OH 0,35 M/metanol 60% (v/v),
respectivamente. Las fracciones recolectadas se evaporaron a sequedad y se
almacenaron a -20°C.

La separacidn de las distintas bases y ribosidos de citocininas (zeatina (Z),
ribdsido de zeatina (RZ), dihidrozetina (DHZ), ribdsido de dihidrozeatina
(RDHZ), isopentenil adenina (iP) e isopentenil adenosina (iPA)) se realizo
mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC), siguiendo el
método descrito por Moncalean y col. (2005). Las fracciones fueron colectadas y

llevadas a sequedad.
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Para la cuantificacion de las CQs, se utilizaron anticuerpos policlonales
desarrollados en el area de Fisiologia Vegetal de la Universidad de Oviedo
(Espafia) (Fernandez y col., 1995). En cada pocillo de la placa de ELISA se
colocé 200 pl del anticuerpo contra iPA, RZ o RDHZ y se incub6 a 4°C toda la
noche. Se vacio y se lavo la placa tres veces con tampon tris-hidroximetil (TBS)
y se afiadié 250 pl de seroalbumina bovina (BSA) para saturar los posibles sitios
de uniones inespecificas. Se incubd a temperatura ambiente durante 30 min. La
placa se lavo con tampon TBS y se afiadié 100 pl de la muestra y de la curva
estandar, se incubdé a 4°C durante 30 min. Posteriormente, se afiadid a cada
pocillo 100 pl del marcador y se incubd durante 2 h 30 min a 4°C. Se retir6 la
solucién de la placa y se lavéd con tampon TBS. Se agregaron 200 pl de
paranitrofenilfosfato (preparado en el momento) y se incubd a 37°C de 30 min a
1 h. Se midié la absorbancia a 405 nm en el lector de ELISAs.

Fig. 8. Bomba de vacio con las columnas montadas, en esta etapa
las columnas C18 se colocan sobre las columnas OASIS para
recolectar las distintas fracciones.
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5.2. Auxinas

Se tomaron 200 mg de PS y se homogeneizaron con agua deionizada
acidificada (H,O:AcH; 99:1). Para determinar la recuperaciéon durante la
extraccion y purificacion se adicionaron 100 ng del estandar interno de AIA [*Hs]
y se dejo reposar 15 min en heladera; se homogeneizo con ultraturrax y se
centrifugd 15 min a 5000 rpm. Se recolect6 el sobrenadante en tubos de 50 ml y
se ajusté el pH a 2,8-3 con acido acético al 15% (v/v) al que se agregd 5 ml de
éter etilico, se agité 30 seg y centrifugé durante 1 min. De las dos fases
formadas, se tomd la superior en baléon de 10 ml, se repitié el procedimiento
desde el agregado del éter etilico, se descarté la fase acuosa y se secaron en
evaporador rotativo a 33-34°C. Los extractos secos se resuspendieron con 750 pl
de metanol 100% y se filtraron en camara de vacio. El filtrado, se recolect en
Eppendorf de 2 ml y se secd en SpeedVac SC110 (Savant Instruments, Inc., New
York, USA) a 35°C en vacio. Las muestras se resuspendieron con 50 pl metanol
100%. Se inyectaron 15 pl en LC-ESI-MS-MS (HPLC), Alliance 2695 (Waters,
Milford, MA, USA), equipado con una columna C18 RESTEK (100 mm x 2,1
mm, columnas 3-um de particula). Las fracciones se separaron usando un
gradiente de solvente A, metanol (MeOH); solvente B, acido acético en agua
0,2% (AcH:H,0) y con flujo 0,2 ml min’. El gradiente se incrementd
linealmente de 40% MeOH (v/v) - 60% AcH:H,0 (v/v) durante 25 min, a 80%
MeOH (v/v) - 20% AcH:H,O (v/v). Luego de 1 min, las condiciones iniciales se
restauraron y el sistema se equilibré por 7 min. Para la identificacion y
cuantificacion de AIA se realizaron analisis de espectrofotometria de masa en un
espectrofotdmetro de masas en tandem cuadrupolo (MS-MS, Quattro Ultima;
Micromass, Manchester, Reino Unido) equipado con una fuente de iones por
electrospray (ESI), en el modo de ionizacién negativa. La mezcla que contiene
AIA enddgeno y el estdndar interno se analizd por espectrometria de masas en
tandem con el monitoreo de reaccion multiple (MRM). Las siguientes reacciones
seleccionadas se utilizaron para la determinacion de AIA: m/z 174 — m/z 130
(endégeno) y m/z 180 — m/z 135 para (estandar interno, “Hs-AIA), con un
tiempo de retencion de 4,53 min. Se utilizo el software del espectrémetro
MassLynxTM v. 4.1 (Micromass, Manchester, Reino Unido).
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6. Fitohormonas relacionadas al estrés
6.1. Cuantificaciéon de jasmonatos

Un gramo de MF de hojas se homogeneizé en mortero con nitrogeno
liquido y 10 ml de MeOH. A cada muestra se adicionaron: 100 ng de (*Hg)JA;
100 ng de (“Hs)OPDA; 100 ng de 12-(*H;)O Ac-JA y 100 ng de 11-(*H3)O Ac-
JA, como estandares, se filtré para obtener el sobrenadante, el cual se evapor6 a
sequedad y redisolvio con 10 ml de metanol. Se adicioné a las columnas de
DEAE-Sephadex A-25 (3 ml en 100% MeOH), previamente lavada con 5 ml de
IN AcOH en 100% MeOH, 10 ml de MeOH 100%; estas fracciones se
descartaron. Luego se agregd la muestra a la columna, diluida en un volumen
maximo de 10 ml de MeOH, y se eluy6 con 3 ml de MeOH, 3 ml de 0,1 N AcOH
en 100% MeOH; estas fracciones se descartaron. Se agregd 5 ml de IN AcOH en
100% MeOH; esta ultima fraccion, donde eluyen los compuestos acidos como el
JA, se recolectd y se llevo a sequedad en evaporador rotativo al vacio.

Los extractos secos se disolvieron en MeOH y se analizaron por HPLC,
utilizando una columna Eurospher 100,5 pum. La elucion se realizd con una
mezcla isocratica de MeOH: H,O en 0,1% H3;PO, (60:40) a una velocidad de
flujo de 1 ml min™'. UV: 200 nm. Se recolectaron las fracciones correspondientes
a los respectivos tiempos de retencion: 14 min, Rt de JA; 22.5 min, Rt de OPDA;
9.30 min, Rt de 11-OH-JA; 11 min, Rt de 12-OH-JA y se evaporaron a sequedad.

Los extractos se resuspendieron en 200 pl de CHCI:/N,N-di-isopropil-
etilamina (1:1 v/v) y se derivatizaron con 10 ul de pentafluorbencilbromuro a 20
°C durante una noche. Posteriormente se llevd a sequedad, se resuspendié con 7
ml de n-hexano y se filtr6 por columna de Silica gel (SiOH; 500 mg) (Macherey-
Nagel, Diiren, Germany). Los pentafluorbencil ésteres se eluyeron con una
mezcla de 7 ml de n-hexano/dietiléter (2:1 v/v). Se evaporaron a sequedad y el
extracto se retomo con 100 pl de acetonitrilo y se inyectd en un GC-MS a fin de
identificar y cuantificar los compuestos de interés.

Se utilizé6 un espectrometro de masa Hewlett Packard (modelo 5970 B)
combinado con un cromatografo de gases HO 5890. Las temperaturas
programadas fueron las siguientes: desde 60°C (1 min) a 180°C (30°C min™');
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desde 180°C (1 min) a 200°C (10°C min™), desde 200°C (1 min) a 270°C (5°C
min™'). El espectro de masa se obtuvo a un voltaje de ionizacién de 70 eV.

6.2. Cuantificacion de acido abscisico y metabolitos

Los extractos secos de las muestras conteniendo ABA y sus metabolitos se
resuspendieron con 100 ul de MeOH para la purificacidén y analisis mediante un
cromatografo Alliance 2695 (Waters, Inc., California, USA) equipado con una
bomba cuaternaria con auto inyector de muestra. Se utilizé una columna Resteck
C18 (Resteck USA, 2.1 x 100 mm, 5 um) a 25°C, con un volumen de inyeccion
de 10 pl. La elucién se llevd a cabo en gradiente con un sistema de solvente
binario: 0.2% HOAc en H,O (solvente B)) MeOH (solvente A) a una velocidad
de flujo de 200 pl min"', procediendo con las siguientes proporciones (v/v) de
solvente A: (t (min), %A):(0, 40), (25, 80). Al final de cada corrida se
establecieron 7 min de equilibracién del sistema y columna. La identificacion y
cuantificacion de ABA y sus metabolitos se realizé mediante un espectrémetro
de masa de doble cuadripolo (Micromass Quatro Ultimatm PT, Manchester City,
UK). Todos los anélisis se realizaron utilizando la fuente de electrospray en
modo de ionizacion negativo. La cuantificacidn se llevé a cabo por inyeccién de
las muestras en modo SIR. La adquisicién de datos por SIR se realizé por
monitoreo de iones parentales para ABA, 2D(,-ABA, PA ,’H;-PA, DPA, 2H3—DPA
y ABA-GE, 2H5-ABA-GE respectivamente.

7. Determinacion de parametros de estrés oxidativo
7.1. Contenido de malondialdehido

La determinacién de la peroxidacién de los lipidos se realizé segun Heath
y Packer (1968). El contenido de malondialdehido (MDA) se midi6 a través de la
reaccién con el acido 2-tiobarbiturico (TBA). 250 mg de tejido foliar fueron
homogeneizados en 1,5 ml de TCA 0,1% (dilucion 1:20) y centrifugados a
10.000 g durante 15 min. Los sobrenadantes se mezclaron con 1 mi de TBA
0,5% (en TCA 20%). Se llevaron a bano Maria a 95°C, durante 30 min y
rapidamente se enfriaron en bafio de hielo. Los homogenatos se centrifugaron a
10.000 g por 15 min y se leyd la absorbancia a 532 y 600 nm. El nivel de
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lipoperoxidacion se expresé como nmol de MDA formado, usando un coeficiente

de extincién de 155 mM lem’™!.
7.2. Determinacion de enzimas antioxidantes

Para la determinacion de superéxido dismutasa (SOD) (EC 1.15.1.1) se
homogeneizaron 250 mg de hojas en 1,5 ml del buffer de extracciéon (50 mM de
buffer fosfato (pH 7,4), 1 mM de acido etilendiaminotetraacético (EDTA), 1 g de
polivinilpirrolidona (PVP) y 0,5% (v/v) de Triton X-100, en condiciones de frio.
Los homogenatos se centrifugaron a 10.000 g por 20 min y el sobrenadante se
utiliz6 para el andlisis. La actividad de SOD se midié en espectrofotémetro,
segun Beyer y Fridovich (1987). En este estudio una unidad de SOD se define
como la cantidad requerida para inhibir un 50% la fotoreduccién de nitroblue
tetrazolium. La actividad especifica de SOD se calculé como unidades/mg de
proteinas. Los resultados se expresaron en porcentaje del control.

Para la estimacion de la actividad de ascorbato peroxidasa (EC 1.11.1.11)
300 mg de hojas se colocaron en 1,5 ml del medio homogeneizador (50 mM de
buffer fosfato (pH 7,0), 0,1 mM de EDTA, 5 mM de ascorbato y 1% PVP). Para
el ensayo de actividad enzimética, la relacion de perdxido de hidrogeno
dependiente de la oxidacidn del acido ascérbico, se determind en una reaccién
mixta que contenia 50 mM de buffer fosfato (pH 7,4), 5 nM de acido ascérbico y
extracto de enzima (Chen y Asada, 1989). La reaccién se inicio con el agregado
de 100 pl de 0,1 mM (v/v) H,O, y la tasa de oxidacién del acido ascérbico se
estimo por el descenso de la absorbancia a 290 nm por 3 min. La actividad
especifica de APX se expresé como porcentaje del control.

La concentraciéon de proteinas fue determinada espectrofotométricamente
usando albumina bovina como estandar (Bradford, 1976).

7.3. Determinacion de compuestos antioxidantes no enzimaticos
Glutation reducido (GSH) y tioles no proteicos (TNP) se extrajeron por
homogeneizacion de 250 mg de hojas en 2 ml 0,1 N de HCI (pH 2), 1% (w/v) de

PVP y se centrifugd a 10.000 g a 4°C durante 10 min (Schupp y Rennenberg,
1988). La cantidad de GSH del sobrenadante se estimé incubando 100 pl de la
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alicuota con buffer fosfato (0,5 M KH,PO,/ K;HPO,), conteniendo 1 g/ de 4cido
ascorbico y 0,5 g/l de acido glioxilico (pH 6,8), por 5 min a 60°C. La solucién se
coloc6 rapidamente en hielo. 100 pl del reactivo de Ellman (solucién de DTNB)
se agrego a todos los tubos, se mezcld y centrifugd a 12.000 rpm por 2 min. Se
midid la absorbancia a 412 nm. El tubo control contenia el buffer y el estandar de
GSH (preparado de una soluciéon GSH stock, diluyendo 4 mM en una proporcion
1:10) (Ball, 1966). Los resultados obtenidos se expresaron como pmoles GSH/g
de PF.

Para la determinacién de tioles no proteicos se usé el reactivo de Ellman.
200 pl del sobrenadante se mezclé con buffer fosfato (0,5 M KH,PO4/ K,HPO,,
1 mM EDTA, pH 8) y 100 pl de solucién de DTNB (6 mM DTNB, 50 mM
buffer potasio fosfato, pH 7,4) se agregaron para iniciar la reaccion. Luego de 15
min de incubacién a 30°C, se midi6 la absorbancia a 412 nm y se corrigié con
DTNB/control sin enzima. Los resultados se expresaron como mMoles DTNB/g
de PF.

8. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos de la evaluacion de parametros de crecimiento,
niveles hormonales y estrés oxidativo se sometieron a prueba de normalidad por
el test de Kolmogorov-Smirnov. Luego los datos se analizaron con el programa
estadistico STATGRAPHICS 5.1 por el test ANOVA simple por la comparacion
de valores medios por test de Fisher de diferencias minimas significativas (LSD,
por sus siglas en inglés) a un nivel de p<0.05. Los datos obtenidos del estudio de
la recuperacion de plantas, se analizaron comparativamente entre cultivares en
cada tiempo de medicion por el test LSD, p<0.05 (STATGRAPHICS 5.1). Para
citocininas se utilizé el test no paramétrico Kruskal-Wallis, ANOVA de una via,
p<0.05.
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RESULTADOS

1. Peso fresco, peso seco y longitud de hojas y raices

La importancia de Digitaria eriantha como especie forrajera determina la
necesidad de evaluar el efecto de las bajas temperaturas sobre la produccion de

biomasa.
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Fig. 9. Peso fresco y peso seco de hojas de Digitaria eriantha. A:
cv. Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados como
media + ES para n = 3. * Indican diferencias significativas entre
muestras (Statgraphics, P < 0,05).
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En la Fig. 9 se presentan los resultados de la evaluacidon de peso fresco
foliar (PFF) y peso seco foliar (PSF) en los dos cultivares de Digitaria eriantha.
El cv. Sudafricana no modificé su biomasa por efecto del frio; no se observaron
diferencias significativas en PFF y PSF respecto al control en ninguno de los
tratamientos (Fig. 9A). Por el contrario, el cv. Mejorada INTA acumuld biomasa
a pesar del tratamiento con frio, ya que el PFF y el PSF aumenté en forma

significativa a las 6, 24 y 72 h respecto al control (Fig. 9B).
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Fig. 10. Peso fresco y peso seco de raices de Digitaria eriantha.
A: cv. Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados
como media = ES para n = 3. * Indican diferencias significativas
entre muestras (Statgraphics, P < 0,05).
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En raices, se mantuvo el mismo comportamiento en ambos cultivares. El
peso fresco de raices (PFR) y el peso seco de raices (PSR) no se modificaron en
el cv. Sudafricana por efecto del frio (Fig. 10A), mientras que en el cv. Mejorada
INTA, si bien el PFR no se modificé con los tratamientos a baja temperatura, el
PSR se incremento a las 24 y 72 h respecto al control (Fig. 10B).
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Fig. 11. Longitud de hojas y raices de Digitaria eriantha. A: cv.
Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados como
media = ES para n = 12. * Indican diferencias significativas
entre muestras (Statgraphics, P < 0,05).
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La longitud foliar (LF) y radicular (LR) en Sudafricana no se modificaron
por efecto de la baja temperatura (Fig. 11A). En contraposicion, Mejorada INTA
continu6 su crecimiento sin verse afectada por el frio. La LF aumentd
significativamente en todos los tratamientos (6, 24 y 72 h) y la LR también se
incrementd en forma significativa a partir de las 24 h (Fig. 11B).

1.1. Evaluacion de la recuperacion

El porcentaje de recuperacion del peso seco de hojas (PSF) mostrd
diferencias significativas entre ambos cultivares de Digitaria eriantha. El cv.
Mejorada INTA se recuperd con mayor rapidez e intensidad a partir de los 7 dias
posteriores al tratamiento con baja temperatura respecto a Sudafricana, y esta

tendencia continu6 hasta los 21 dias de recuperacion (Fig. 12).
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Fig. 12. Porcentaje de recuperacion del peso seco de hojas de Digitaria
eriantha cvs. Sudafricana y Mejorada INTA, inmediatamente después del
frio (tiempo 0) y a los 7, 14 y 21 dias posteriores. Datos expresados como
media £ ES para n = 3. * Indican diferencias significativas entre muestras
(Statgraphics, P < 0,05).
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La Fig. 13 muestra el grado de recuperacién de las plantas después de 72 h
a baja temperatura, medido en variacion de peso fresco foliar (PFF). En el tiempo
0 (inmediatamente después del tratamiento) y luego de 7 dias de recuperacion,
ambos cultivares mostraron mas del 35% de disminucién del PFF. A los 14 dias
los dos cultivares mostraron una leve recuperacion y a los 21 dias el PFF en
Mejorada INTA tuvo una recuperacion superior al 90%, mientras que en el cv.
Sudafricana no superd el 70% representado esto una diferencia significativa entre

cultivares.
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Fig. 13. Porcentaje de recuperacion del peso fresco de hojas de Digitaria
eriantha cvs. Sudafricana y Mejorada INTA, inmediatamente después del
frio (tiempo 0) y a los 7, 14 y 21 dias posteriores. Datos expresados como
media + ES para n = 3. * Indican diferencias significativas entre muestras
(Statgraphics, P < 0,05).

En cuanto a la longitud foliar los cultivares de Digitaria eriantha no
mostraron diferencias significativas entre ellos en los diferentes tiempos de

recuperacion (Fig. 14).
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Fig. 14. Porcentaje de recuperacion de la longitud de hojas de Digitaria
eriantha cvs. Sudafricana y Mejorada INTA, inmediatamente después del
frio (tiempo 0) y a los 7, 14 y 21 dias posteriores. Datos expresados como
media + ES para n = 3. * Indican diferencias significativas entre muestras
(Statgraphics, P < 0,05).

2. Pigmentos fotosintéticos

En el cv. Sudafricana la clorofila b se incrementé a las 6 h y luego
descendié a las 72 h de estrés por frio respecto al control, el contenido de
clorofila a mostré un comportamiento similar al observado en la clorofila 4 (Fig.
15A). No obstante, en Mejorada INTA, los contenidos de clorofila a y b no se
modificaron en los tratamientos con baja temperatura (Fig. 15B). Ademas, en
ambos cultivares el contenido de clorofila a fue superior al de clorofila 4. Por
otra parte, el contenido de carotenoides fue similar al de clorofila b y luego del
frio los carotenoides permanecieron cercanos a los valores del control en ambos
cultivares, no existiendo diferencias significativas en ninguno de los tratamientos
(Fig. 15A, B).
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Fig. 15. Contenido de clorofilas a, b y carotenoides en hojas de
Digitaria eriantha. A: cv. Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos
expresados como media + ES para n = 4. * Indican diferencias
significativas entre muestras (Statgraphics, P < 0,05).
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3. Anatomia por microscopia éptica

3.1. Anatomia del tallo

En la Fig. 16 se observan los cortes anatomicos de la region apical del
tallo principal de plantas de Digitaria eriantha cvs. Sudafricana y Mejorada
INTA, controles y estresadas con frio por periodos de 24 y 72 h.

En los brotes de plantas control todas las células presentaron las
caracteristicas propias de los tejidos jovenes que conforman esta zona. Ademas,
se observaron trazas procambiales distribuidos por toda la superficie. El
meristema apical de la yema terminal y de las yemas axilares se observan
protegidos por primordios foliares como asi también por vainas de hojas adultas.
En su gran mayoria las células de esta region poseen una tonalidad celeste que se
corresponde con la naturaleza celuldsica de sus paredes primarias (Fig. 16A, B).

Los cortes anatémicos de la region apical del tallo principal de las plantas
de Digitaria eriantha cv. Sudafricana, expuestas durante 6 h a baja temperatura,
mostraron, en la regiéon central del tallo y en posicion subapical, células que
habian adquirido una coloracién rojiza-amarronada, probablemente debido a una
acumulaciéon de antocianinas. Estas células al ser observadas con mayor
aumento, mostraron su contenido celular precipitado. Ambas caracteristicas
indican la presencia de tejido alterado. Sin embargo, en el cv. Mejorada INTA no
se observaron diferencias anatomicas respecto al control (datos no mostrados).

A las 24 h de frio, en Sudafricana se observdé un incremento de la
coloracién amarronada. Los tejidos en las proximidades del meristema apical y
descendiendo hacia la base del tallo se presentaron afectados y se observaron
varias yemas axilares dafiadas (Fig. 16C). Por otra parte, en Mejorada INTA en
la zona cercana al meristema apical se presentd la misma coloracién atipica que
en Sudafricana; sin embargo, solo se observaban afectadas las células de un area
reducida y no se encontraron comprometidas las yemas axilares (Fig. 16D).
Ademas, en Mejorada INTA el tejido se encontré menos alterado y el contenido
celular se observé precipitado solo en algunas células a nivel de las vainas o en
tejido subapical (Fig. 16D).
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Fig. 16. Seccion longitudinal de la region apical del brote de Digitaria eriantha. Control, A: cv. Sudafricana,
B: cv. Mejorada INTA. 24 h de frio, C: cv. Sudafricana, D: cv. Mejorada INTA. 72 h de frio, E: cv.
Sudafricana, F: cv. Mejorada INTA. Referencias: pc, trazas de procambium; vf, vaina foliar; yt, yema apical
terminal; flecha verde, yema axilar; flecha blanca, dafio causado por frio. Escala: 200 pm.
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En Sudafricana con 72 h de estrés los cortes longitudinales mostraron que
la coloracién amarronada alcanzé hasta la base del tallo, afectando por completo
a yemas axilares en algunos casos; asimismo, el tejido se observé completamente
dafiado, con contenido celular precipitado y células muertas (Fig. 16E). A igual
nivel de exposicion al frio en la regidén apical del brote, el cv. Mejorada INTA
mostré tejido dafiado en el tallo principal, mientras que las yemas axilares
basales mantuvieron sus tejidos con caracteristicas normales (Fig. 16F).

Luego de 120 h (5 dias) de exposicion a frio, en el cv. Sudafricana la
coloracién atipica afectd todos los tejidos desde el meristema apical hasta la base
del tallo, y en la mayoria de las muestras analizadas también estaban afectadas
las yemas axilares basales (Fig. 17A). A igual tratamiento, en Mejorada INTA, el
frio afectd los tejidos del tallo en menor proporcidon y sélo se evidenciaron
dafiadas las yemas axilares en algunas pocas muestras. Asimismo la mayoria de
las plantas de este cultivar presentaron tallos con tejidos normales y yemas

basales sanas (Fig. 17B).

Fig. 17. Seccion longitudinal de la region apical del tallo principal de Digitaria eriantha a 5 dias de
estrés por frio. A: cv. Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Referencias: pc, trazas de procambium; ra,
raiz adventicia; tv, tejido vascular; vf, vaina foliar; yab, yema axilar basal; yt, yema apical terminal;
flecha verde, yema axilar. Escala: 200 um.
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3.2. Anatomia de la hoja

El estudio de anatomia foliar se realiz6 en los tratamientos de mayor
exposicion a baja temperatura, es decir a las 72 y 120 h, que fueron los tiempos
donde las alteraciones del brote fueron mas evidentes en ambos cultivares.

En la Fig. 18 se muestran cortes transversales de hojas control de los dos
cultivares de Digitaria eriantha en donde se distingue la anatomia Kranz
caracteristica de este tipo de especies. Ademas, se observan la epidermis abaxial
y adaxial. Entre ambas epidermis, en el mesdéfilo, se observan los haces
vasculares rodeados por las células de la vaina parenquimatica en donde se
presentan cloroplastos amilaceos ubicados hacia la pared tangencial externa,
luego se encuentran células de parénquima clorofilico que se disponen
radialmente formando una corona por fuera de la vaina parenquimatica.

El tratamiento de 72 h de estrés por frio afectdé las hojas de ambos
cultivares. En el cv. Sudafricana los cloroplastos de la vaina y del parénquima
clorofilico se observaron hinchados ocupando gran parte de la célula que los
contiene, asimismo los cloroplastos del parénquima aparecieron descoloridos.
Ademas, algunas células de la vaina y del parénquima clorofilico perdieron sus
plastidos y parecen estar vacias (Fig. 18). Las hojas del cv. Mejorada INTA
fueron menos afectadas por el frio, solamente los cloroplastos del parénquima
clorofilico se observaron hinchados y descoloridos (Fig. 18).

Cuando las plantas fueron expuestas durante 120 h a baja temperatura, en
el cv. Sudafricana se observd que tanto los cloroplastos amildceos como los del
parénquima clorofilico habian perdido su coloracion y forma caracteristica, se
presentaban dilatados formando cumulos lo que dificulta su reconocimiento. En
Mejorada INTA, los cloroplastos del parénquima clorofilico se observan
afectados como en Sudafricana. Sin embargo, los cloroplastos amilaceos
ubicados en la vaina, aparentan conservar su integridad a pesar de observarse
hinchados (Fig. 18).
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cv. Sudafricana

Oh

72 h

120 h

Fig. 18. Seccion transversal de hojas de Digitaria eriantha cvs. Sudafricana y Mejorada INTA.
Referencias: cl, clorénquima; eb, epidermis abaxial; ed, epidermis adaxial; F, floema; V, vaina del haz;
X, xilema. Escala: 10 um.
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3. Ultraestructura

Con el objeto de analizar los dafios causados por la baja temperatura, se
estudid la ultraestructura foliar mediante microscopia electrénica de transmision,
en los dos cultivares de Digitaria eriantha en condiciones control y con 72 h de
frio.

En la Fig. 19 se observan los cloroplastos amilaceos de hojas de plantas
control y tratadas con baja temperatura del cv. Sudafricana. En las células de la
vaina, los cloroplastos amilaceos ocupan la mayor parte de la célula, los granulos
de almidon presentan forma eliptica y se encuentran distribuidos uniformemente;
ademas las células de la vaina en que se encuentran ubicados poseen forma
regular (Fig. 19A). En los tejidos tratados con 72 h de frio, los limites entre los
cloroplastos no se evidenciaron con claridad y adquirieron la forma de las células
que los contiene, probablemente debido a la presion de las paredes celulares
ocasionados por la pérdida de presion osmotica resultante de la pérdida de agua.
Los granulos de almidén se encuentran reducidos en numero y forma (Fig. 19B).

En hojas de plantas control de Mejorada INTA los cloroplastos amilaceos
de las celulas de la vaina presentan granulos de almidon de forma eliptica y estan
distribuidos de manera uniforme. Ademas, la célula donde estan contenidos
posee forma normal (Fig. 20A). Luego de 72 h de frio, la pared celular se
observd retraida; sin embargo, los cloroplastos amildceos no se encuentran
deformados y los granulos de almidén son de tamaiio similar a los observados en
el control (Fig. 20B).
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Fig. 19. Cloroplastos amilaceos de Digitaria eriantha cv. Sudafricana. A:
Plantas control. B: 72 h de frio. Referencias: c: citoplasma; cl: cloroplasto

del parénquima; cla: cloroplasto amilaceo; ga: granulos de almidén; p: pared
celular; v: vacuola. Escala: 2 pm.
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Fig. 20. Cloroplastos amilaceos de Digitaria eriantha cv. Mejorada INTA.
A: Plantas control. B: 72 h de frio. Referencias: c: citoplasma; cla:
cloroplasto amilaceo; ga: granulos de almidén; p: pared celular; v: vacuola.
Escala: 2 pm.

En las Figs. 21 y 22 se presentan los cloroplastos del parénquima
clorofilico de ambos cultivares. En plantas control del cv. Sudafricana, los
cloroplastos presentan forma eliptica con grandes granulos de almidén y estan
rodeados de citoplasma (Fig. 21A). En las plantas tratadas, los cloroplastos son
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mas pequefios, con menor nimero de granulos de almidén. El citoplasma que los
rodea se observa laxo, las paredes celulares se observan retraidas y con espacios
intercelulares mayores que en el control (Fig. 21B). Adema4s, se observan algunas

células totalmente colapsadas y se distingue mayor numero de lisosomas.

Fig. 21. Cloroplastos del parénquima de Digitaria eriantha cv. Sudafricana.
A: Plantas control. B: 72 h de frio. Referencias: c: citoplasma; cl,
cloroplasto; e: espacio intercelular; ga: granulos de almidéon; m:
mitocondria; p: pared celular; v: vacuola. Escala: 2 pm.
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En el control del cv. Mejorada INTA se pudo observar que los
cloroplastos son de menor tamafio respecto a los de Sudafricana (Fig. 21A y
22A), ademas, estan rodeados de citoplasma y presentan forma eliptica con
granulos de almidon grandes (Fig. 22A). En las plantas tratadas, los cloroplastos
conservan su integridad y presentan granulos de almidén de tamafio y forma
normal. Las paredes celulares se observan poco deformadas (Fig. 22B). En este
cultivar también se presentan algunas células colapsadas con paredes celulares y
citoplasma alterado.

Fig. 22. Cloroplastos del parénquima de Digitaria eriantha cv. Mejorada
INTA. A: Plantas control. B: 72 h de frio. Referencias: c: citoplasma; cl,
cloroplasto; ga: granulos de almidon; p: pared celular; v: vacuola. Escala: 2
pm.
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En cuanto a la ultraestructura de mitocondrias, los resultados se muestran
en la Fig. 23. En hojas de plantas control de ambos cultivares de Digitaria
eriantha estas organelas presentan forma redondeada y se encuentran rodeadas
de citoplasma. El tratamiento con frio por 72 h no modificé la estructura de las

mitocondrias en ningin cultivar (Fig. 23).

Fig. 23. Mitocondrias de Digitaria eriantha. Cv. Sudafricana, A: Control, C: 72 h de
frio. Cv. Mejorada INTA, B: Control, D: 72 h de frio. Referencias: c: citoplasma; m:
mitocondria; p: pared celular; v: vacuola. Escala: 0,5 pm.

La pared de las células del parénquima foliar sufrieron una fuerte
retraccion por el frio, aunque sus caracteristicas fisicas no se alteraron (Fig. 24C
y D) en comparacion con las paredes celulares de plantas control (Fig. 24A, B).
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Fig. 24. Pared celular de Digitaria eriantha. Cv. Sudafricana, A: Control, C: 72 h de
frio. Cv. Mejorada INTA, B: Control, D: 72 h de frio. Referencias: c: citoplasma; cl,
cloroplasto; m: mitocondria; p: pared celular; v: vacuola. Escala: 0,5 pm.

5. Hormonas de crecimiento

5.1. Citocininas endogenas en hojas de Digitaria eriantha

En plantas de ambos cultivares de Digitaria eriantha, controles y tratadas
con baja temperatura, se cuantificaron isopentenil adenina (iP) e isopentenil
adenosina (iPA); sin embargo, la presencia de zeatina (Z) y ribdsido de zeatina
(RZ) no fue detectada.

En el cv. Sudafricana, el contenido de iP no se modifico a las 6 y 24 h de
exposicion al frio, sin embargo, a las 72 h se observo una abrupta disminucion,
cercana al 50% del contenido del control (Fig. 25A). Mientras que en Mejorada
INTA el contenido de iP no presenté cambios significativos por efecto del frio
(Fig. 25B).
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Fig. 25. Contenido de iP en hojas de Digitaria eriantha. A:
cv. Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados
como media = ES para n = 3. (Statgraphics, P < 0,05).

Por otra parte, el nivel de iPA en ambos cultivares no mostraron
diferencias significativas respecto al control (Fig. 26A, B).

El nivel de las bases y ribdsidos de citocininas fueron superiores en el cv.
Sudafricana respecto a Mejorada INTA en las hojas de plantas control (Fig. 25 y

26), pero luego de 72 h de estrés los niveles de iP ¢ iPA fueron mas elevados en
Mejorada INTA.
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Fig. 26. Contenido de iPA en hojas de Digitaria eriantha. A:
cv. Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados
como media + ES para n = 3. (Statgraphics, P < 0,05).

En las hojas de plantas control del cv. Sudafricana no se detectaron las
citocininas DHZ y RDHZ; sin embargo, ambas se encontraron a las 6 h de estrés
por frio (Tabla 1). En Mejorada INTA, DHZ fue detectada en hojas de plantas

control y se mantuvo constante hasta las 6 h de estrés, mientras que RDHZ sélo
fue detectada a las 6 h (Tabla 1).
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Tabla 1. Contenido de dihidrozeatina (DHZ) y ribdsido de dihidrozeatina (RDHZ) en
Digitaria eriantha cvs. Sudafricana y Mejorada INTA. Datos expresados como media +
ES (n = 3), nd: no detectado.

DHZ RDHZ

Cultivar Tiempo (h) 21 -1
(pmol. g~ PS) (pmol. g~ PS)

0 nd nd
6 28,24+ 72 18,94+ 1,4
Sudafricana
24 nd nd
72 nd nd
0 27,17+ 20,3 nd
6 29,43+ 7,1 15,53+ 1,0
Mejorada INTA
24 nd nd
72 nd nd

5.2. Auxinas endogenas en hojas de Digitaria eriantha

El contenido de acido indol-3-acético (AIA) en el cv. Sudafricana
disminuy6 significativamente a 6, 24 y 72 h de estrés a baja temperatura (Fig.
27A). En Mejorada INTA, se observo un incremento significativo en el nivel de
AIA a las 24 y 72 h respecto al control (Fig. 27B). Los niveles endogenos de esta
hormona fueron superiores en el cv. Sudafricana respecto a Mejorada INTA.
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Fig. 27. Contenido de AIA en hojas de Digitaria eriantha. A:
cv. Sudafricana; B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados
como media = ES para n = 4. (Statgraphics, P < 0,05).
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6. Contenido endogeno de jasmonatos en plantas tratadas con frio

El 4cido 12-oxo-fitodienoico (OPDA), JA y derivados (11-OH-JA, 12-
OH-JA) fueron detectados en ambos cultivares de esta especie forrajera.

El contenido endogeno de JA en las hojas control de Mejorada INTA fue
superior al encontrado en el cv. Sudafricana. Frente a baja temperatura el

contenido de JA se modific6 de manera similar en los dos cultivares. Este
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compuesto disminuyé significativamente sus niveles a las 24 y 72 h de
tratamiento con baja temperatura en ambos cultivares. En Mejorada INTA los
niveles de JA en todos los tiempos de tratamiento con frio fueron mayores que en
Sudafricana (Fig. 28A, B).

cv. Sudafricana cv. Mejorada INTA
800- A 800- B
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N 2004 b b < 200- .
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0h 6h 24 h 72h 0h 6h 24h 72h
300~ C 300+ D
2501 b 250-
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200 200-
w w
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"oy 150 "o 1501
§ 100 g 100]
50 50
0- 0" £ A
24h 72h 6h 24h 72h
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100 -4 3
ol 5 5
0h 6h 24h 72h

Fig. 28. Niveles endogenos de JAs en Digitaria eriantha cvs. Sudafricana y Mejorada INTA a 6,
24 y 72 h de frio. Datos expresados como media + ES (n = 3). Letras distintas indican valores
que difieren significativamente a P < 0,05. A y B: JA. C y D: OPDA. E y F: 12-OH-JA.
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El contenido de OPDA fue ligeramente menor en el cv. Sudafricana que
en Mejorada INTA. Las hojas de Sudafricana incrementaron el nivel de OPDA a
las 72 h de estrés por frio (Fig. 28C), mientras que Mejorada INTA no mostro6
cambios en el contenido de OPDA en respuesta al frio (Fig. 28C, D).

El contenido del derivado hidroxilado 12-OH-JA fue mayor en el cv.
Mejorada INTA respecto a Sudafricana. En hojas de Sudafricana se observo un
descenso de 12-OH-JA a las 72 h respecto a hojas control. Por otra parte, en el
cv. Mejorada INTA el contenido de 12-OH-JA disminuy6 a las 6 y 24 h de estrés
por frio y a las 72 h el contenido alcanzé nuevamente el nivel de las hojas control
(Fig. 28E, F).

El contenido del hidroxilado 11-OH-JA fue mucho menor que el de los
otros compuestos, no observandose cambios en este derivado en ningun cultivar

(datos no mostrados).

7. Contenido de acido abscisico y sus metabolitos

El 4acido abscisico (ABA), acido dihidrofaseico (DPA), 4cido faseico (PA)
y ABA éster glucosa (ABA-GE) fueron detectados en hojas de ambos cultivares
de Digitaria eriantha.

En el cv. Sudafricana se observé un incremento de ABA alas 24y 72 h
respecto a las hojas control. En Mejorada INTA el contenido de ABA se
increment6 paulatinamente desde las 6 h de tratamiento con baja temperatura.
Los valores de ABA en el cv. Mejorada INTA a las 72 h duplica el nivel de
Sudafricana en el mismo tiempo de exposicion (Fig. 29A, B).
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Fig. 29. Niveles endogenos de ABA en Digitaria eriantha a 6, 24 y 72 h de frio. A: cv.
Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados como media = ES (n = 3). Letras
distintas indican valores que difieren significativamente a P < 0,05.

El contenido de PA fue alto en hojas control de Sudafricana respecto al cv.
Mejorada INTA. En el cv. Sudafricana el nivel de PA disminuy6 a las 6 y 24 h de
tratamiento de frio y alcanz6 los valores del control a las 72 h. Por otra parte, en
el cv. Mejorada INTA el contenido de PA se mantuvo sin cambios hasta el final
del tratamiento (Fig. 30).
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Fig. 30. Niveles endogenos de PA en Digitaria eriantha a 6, 24 y 72 h de frio. A: cv.
Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados como media + ES (n = 3). Letras
distintas indican valores que difieren significativamente a P < 0,05.

En cuanto al metabolito DPA, se observé que el contenido endogeno en el
cv. Sudafricana supera el nivel de las hojas de Mejorada INTA. Los tratamientos

64




Resultados

con baja temperatura disminuyeron el nivel de DPA en el cv. Sudafricana a las 6
h de estrés por frio (Fig. 31A), mientras que en Mejorada INTA no se observaron
diferencias entre los tratamiento de frio y las hojas control (Fig. 31B).

El nivel de ABA-GE en hojas del cv. Sudafricana disminuyé a las 24 y 72
h de tratamiento con baja temperatura (Fig. 32A). Por otra parte, en el cv.

Mejorada INTA se observo un incremento en los niveles de este metabolito a las
24 h (Fig. 32B).
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Fig. 31. Niveles endogenos de DPA en Digitaria eriantha a 6, 24 y 72 h de frio. A: cv.
Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados como media + ES (n = 3). Letras
distintas indican valores que difieren significativamente a P < 0,05.
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Fig. 32. Niveles endogenos de ABA-GE en Digitaria eriantha a 6, 24 y 72 h de frio. A:
cv. Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados como media = ES (n = 3).
Letras distintas indican valores que difieren significativamente a P < 0,05.
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8. Defensas antioxidantes en plantas bajo estrés

El analisis para determinar si los acidos grasos insaturados son oxidados y
transformados en aldehidos complejos como MDA, mostré en ambos cultivares
de Digitaria eriantha la presencia de este compuesto luego de los tratamientos
con baja temperatura. El nivel d¢ MDA fue superior en el cv. Mejorada INTA
respecto al cv. Sudafricana en todos los tiempos de tratamientos de estrés (Fig.
33A, B).

En las hojas de plantas control (0 h) el contenido de MDA fue menor en el
cv. Sudafricana que en el cv. Mejorada INTA (Fig. 33A, B). En Sudafricana se
observo un incremento significativo en los niveles de MDA a las 24 y 72 h de
tratamiento con frio respecto al control (Fig. 33A), mientras que en Mejorada
INTA no se observaron cambios significativos (Fig. 33B).
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Fig. 33. Niveles de malondialdehido (MDA) en hojas de Digitaria eriantha a 6,24 y 72
h de estrés por frio A: cv. Sudafricana. B: cv. Mejorada INTA. Datos expresados como
media = ES (n = 5). * Indica valores que difieren significativamente a P < 0,05.

8.1. Enzimas antioxidantes

La actividad de las enzimas antioxidantes (SOD y APX) fue diferente
entre los dos cultivares. En el c¢v. Sudafricana, SOD disminuyo
significativamente a las 24 y 72 h de frio respecto a las hojas control. En el cv.
Mejorada INTA la actividad de esta enzima descendié suavemente a las 6 y 24 h

de tratamiento con baja temperatura y a las 72 h alcanzé nuevamente los valores

66




Resultados

de las hojas control, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas (Fig. 34A).

Por otra parte, en el cv. Sudafricana se observé un notable incremento de
APX, superando a las 6 h, seis veces a la actividad de las hojas control; a las 24 h
siete veces y a las 72 h diez veces. En Mejorada INTA no se observaron cambios
significativos en la actividad de APX (Fig. 34B).
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Fig. 34. Defensa antioxidante enzimética en hojas de Digitaria eriantha cvs.
Sudafricana y Mejorada INTA a 6, 24 y 72 h de estrés por frio. Datos expresados como
media £ ES (n = 6). * Indica valores que difieren significativamente a P < 0,05. A:
Superoxido dismutasa. B: Ascorbato peroxidasa.

8.2. Antioxidantes no enzimaticos

La Tabla 2 muestra el contenido de glutation reducido (GSH) y de tioles
no proteicos (TNP) en ambos cultivares de Digitaria eriantha en hojas control y
sometidas a baja temperatura por periodos de 6, 24 y 72 h.

En todos los tratamientos, el nivel de GSH fue superior en el cv. Mejorada
INTA respecto a Sudafricana. Sin embargo, en ambos cultivares no se
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encontraron diferencias significativas en el contenido de este antioxidante frente
al frio.

En las hojas de ambos cultivares se observé un incremento significativo de
TNP a las 24 y 72 h de estrés por frio, respecto a hojas de plantas control.

Tabla 2. Contenido de GSH y TNP en hojas de Digitaria eriantha cvs. Sudafricana y
Mejorada INTA. Datos expresados como media £ ES (n = 5). * Indica valores que
difieren significativamente a P < 0,05.

. GSH TNP
Cultivar Tiempo (h) 1 1
(MM GSH.g" PF) (mM DTNB. g~ PF)
Oh 1251,73 £ 58,5 66,89 £ 3,62
6 h 1375,66 + 47,2 91,79 + 7,65
Sudafricana
24 h 1156,07 + 103,9 122,04 + 8,48*
72 h 1437,63 + 133,8 151,05 + 16,40*
Oh 2171,5+165,9 56,394 + 4,35
6h 1893,0 £ 129,4 47,816 + 5,20
Mejorada INTA

24 h 2660,9 £ 251,0 112,45 + 6,0*
72 h 2732,4+104,4 112,94 + 3,0*

Los resultados obtenidos para cada cultivar se resumen en las Fig. 35 y 36.
En el cv. Sudafricana los cambios en la defensa antioxidante y el incremento en
el contenido de MDA, sugieren que las bajas temperaturas inducirian la
produccion de EROs, lo cual indica la existencia de un desbalance entre los
antioxidantes y pro-oxidantes celulares. Por el contrario, en el cv. Mejorada
INTA, la estabilidad de las defensas antioxidantes y en el contenido de MDA,

sugieren que el frio no modifica el estado 6xido-reduccion de las células.
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Fig. 35. Cultivar Sudafricana
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DISCUSION

El efecto de las bajas temperaturas sobre una planta puede causar
alteraciones metabdlicas que determinen diferentes grados de sensibilidad a este
factor de estrés. El propdsito de este trabajo fue establecer si Digitaria eriantha
cv. Mejorada INTA mostraba respuestas particulares que no se encontraban
presentes en el cv. Sudafricana y que determinaron su mayor tolerancia al frio.

Algunos autores sugieren que el incremento de peso fresco refleja con mas
precision el efecto de las bajas temperaturas en el crecimiento de los 6rganos de
una planta. Esto es debido a que durante la aclimatacion al frio una importante
fraccion del incremento en peso fresco corresponde a la deposicién de muchos
solutos, incluyendo carbohidratos no estructurales, proteinas, lipidos y
aminoacidos (Levitt, 1980), mientras que el contenido celular de agua no es
afectado (Tanino y col., 1990; Tognetti y Pontis, 1992). Las plantas de D.
eriantha del cv. Sudafricana detuvieron su crecimiento por efecto del frio hecho
demostrado en parametros de peso fresco (PF), peso seco (PS) y longitud de los
organos vegetativos. Dado que D. eriantha es una especie forrajera, la reduccioén
del crecimiento de las hojas es un efecto desfavorable que afecta el rendimiento
futuro del cultivo. Ademas, el PF y el PS de las hojas de este cultivar se
mantuvieron disminuidos aun en condiciones favorables luego del estrés,
sugiriendo que el frio afecta fuertemente el crecimiento.

En Mejorada INTA, el peso fresco foliar (PFF), peso seco foliar (PSF),
peso seco radicular (PSR), longitud foliar (LF) y longitud radicular (LR) se
incrementaron luego de la exposicion a baja temperatura (incluso a 72 h),
evidenciando la existencia de estrategias de adaptacion al frio que permitieron su
crecimiento en estas condiciones. Ademas, Ercoli y col. (2004) proponen que la
tolerancia al frio puede ser estimada por la habilidad de la planta de recuperarse
luego de la interrupcion de la exposicion a la baja temperatura. En nuestro caso
las plantas de Mejorada INTA evidenciaron una buena recuperacion en el PFF y
PSF, demostrando que este cultivar tiene la habilidad de recuperar rapidamente
su crecimiento pocos dias después del estrés por frio.

La produccién potencial de biomasa de una planta depende de su estado
fisiologico, por lo tanto un considerable descenso en el crecimiento y en la
fotosintesis, promueven la disminucidn del PS total. Asi, los pardmetros como PF
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y PS varian en forma conspicua cuando las plantas crecen en condiciones de
estrés. La productividad frente a condiciones de crecimiento adversas esta
directamente relacionada a los procesos de particion del PS y a la distribucion
temporal de biomasa (Willekens y col., 1997).

Asimismo, la pérdida de clorofila bajo estrés por frio ha permitido en
cierta manera cuantificar el grado de dafio que sufre la planta (Janowiak y
Dorffling, 1996). Los cambios en el contenido de clorofilas a menudo son
asociados con alteraciones en la actividad fotosintética en plantas sometidas a
estrés abiotico (Molina y col., 2008). En nuestros resultados el cv. sensible
Sudafricana disminuyo el contenido de las clorofilas @ y b, lo que evidencia
dafios en el aparato fotosintético que probablemente determinan la disminucioén
de los parametros de crecimiento. Por el contrario, en el cv. Mejorada INTA el
contenido de clorofilas no fue afectado, hecho que permitié a las plantas
mantener su capacidad fotosintética y continuar creciendo.

Los estudios anatomicos realizados en Digitaria eriantha revelaron
alteraciones en los tejidos del brote principal inducidas por frio. Algunas células
presentaron su contenido celular precipitado y adquirieron una coloracion
anormal, diferente al caracteristico color celeste de estos tejidos; esta coloracion
anormal probablemente se relacione a la presencia de antocianinas. El dafio
causado por el frio fue progresivo en los tejidos de ambos cultivares de D.
eriantha, aunque mas severos en Sudafricana en todos los tiempos de estrés.

El macollaje es uno de los rasgos agronémicos mas importantes ya que el
namero de macollo por planta determina la productividad y el rendimiento del
cultivo durante la estacion de crecimiento. En nuestros resultados, la anatomia de
los tallos del cv. Sudafricana mostraron dafios en el brote principal que pueden
afectar el crecimiento de la planta, y dafios en las yemas axilares que pueden
reprimir la produccion de macollos. Este hecho es confirmado, al menos en parte,
por el bajo PF y PS de hojas durante el periodo de recuperacion.

En ambos cultivares la anatomia de la epidermis adaxial y abaxial y del
parénquima de las hojas no mostro alteraciones inducidas por las bajas
temperaturas. Sin embargo, los cloroplastos amilaceos del cv. Sudafricana
manifestaron cambios anatémicos que probablemente afecten su funcionalidad.
Esto concuerda con el descenso en los niveles de clorofila a las 72 h y con los
aumentos en los niveles de OPDA, el cual se sintetiza a partir de las membranas
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de los cloroplastos (Weber, 2002; Buseman y col., 2006; Boettcher y Weiler,
2007) dafiadas, en este caso, por el estrés por frio, que liberaria acidos grasos
como el linolénico ¢ iniciaria la sintesis de OPDA. En el cv. Mejorada INTA los
cloroplastos amilaceos a pesar de observarse hinchados mantuvieron su forma
caracteristica. Paralelamente, los niveles de clorofilas y OPDA se mantuvieron
constantes, revelando una mayor tolerancia a las bajas temperaturas.

La ultraestructura de las laminas foliares de ambos cultivares de D.
eriantha fue analizada en plantas control y tratadas con 72 h de frio. La
disminucion del tamafio y numero de granulos de almidon de los cloroplastos en
el cv. Sudafricana inducidos por las bajas temperaturas coincide con lo reportado
por otros autores (Kratsch y Wise, 2000). En plantas de cucumber, incrementos
en el contenido de MDA han sido asociados con cambios ultraestructurales en las
membranas de los cloroplastos causados por el frio (Xu y col., 2008). Por lo
tanto, los cambios observados en los cloroplastos de la vaina en el cv.
Sudafricana pueden estar relacionados con el incremento de MDA reportado
previamente en este cultivar (Garbero y col., 2011). Por otra parte, en el cv.
Mejorada INTA los cloroplastos de plantas control se observaron mas pequefos
que en Sudafricana, no obstante, luego de 72 h de frio manifestaron menor dafio;
diferencias similares han sido encontradas en la ultraestructura de cloroplastos en
cultivares de Cucumis sativus con diferente tolerancia al frio (Xu y col., 2008).

Ademas, las células de la vaina de ambos cultivares presentaron una fuerte
retraccion de la pared celular que probablemente incide en la deformacion de los
cloroplastos amilaceos. En Sudafricana los cloroplastos amilaceos fueron mas
dafiados que en Mejorada INTA, lo que confirmaria los cambios observados en
los estudios anatomicos. Asimismo, las mitocondrias permanecieron inalteradas
por el estrés por frio en ambos cultivares, coincidiendo con lo informado para
otras especies (Nessler y Wernsman, 1980; Wise y Naylor, 1987).

Dado que el crecimiento esta relacionado a las condiciones ambientales en
las que se desarrolla la planta, es factible que las hormonas que lo promueven
también lo estén.

Estudios anteriores han determinado que las bajas temperaturas afectan el
transporte y la sefalizacion de la auxina acido indol-3-acético (AIA) en plantas
de Arabidopsis (Shibasaki y col., 2009). Ademas, Bai y col. (2011) encontraron
un rapido incremento de AIA en hojas y raices de dos especies de Malus con
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diferente tolerancia a hipoxia. Los autores sugieren que existiria un rol esencial
de AIA en las respuestas fisiologicas de las raices al estrés, que estaria
relacionado con la induccidn del crecimiento de la planta y contribuiria a tolerar
el exceso de agua.

Por otra parte, las variaciones de los niveles de CQs en respuesta a
factores abidticos son diferentes de acuerdo a la especie evaluada. En poroto, los
contenidos de citocininas se incrementaron frente a estrés salino, particularmente
por un aumento en los niveles de ribdsidos en raices (Atanassova y col., 1999).
Por el contrario, en cultivares de cebada, las CQs descendieron en tallos y hojas
luego de un incremento en la concentracion de NaCl (Kuiper y col., 1990).

En nuestro estudio, la evaluacién de AIA en el cv. Sudafricana manifestd
una reduccién mayor al 60% respecto al control en todos los tratamientos a baja
temperatura. Similar a estos resultados, Yurekli y col. (2004) encontraron que en
plantas de Phaseolus vulgaris sensibles a salinidad, los niveles de AIA
disminuian luego de la aplicacion de NaCl. Asimismo, en el cv. Sudafricana
también se encontraron reducciones en el nivel de iP. En otros estudios, la
prolongada exposicién a bajas temperaturas alargd la duracion del ciclo celular y
condujo a un descenso en el crecimiento de las plantas, indicando que la
alteracion de CQs podria ser parte de una via de regulacion frente a estrés (Xia y
col., 2009).

En contraposicién, en el cv. tolerante Mejorada INTA el nivel de AIA se
incrementd a las 24 y 72 h de estrés. Esta respuesta coincide con los incrementos
de AIA hallados en la especie tolerante a salinidad Phaseolus acutifolius luego
de 48 y 72 h de tratamiento con NaCl (Yurekli y col., 2004). Respecto a las CQs,
en Mejorada INTA sélo se observé un suave descenso de citocininas a las 24 h
de frio manteniendo luego sus niveles.

Los resultados de CQs indican que iP e iPA estarian implicadas en el
crecimiento de Digitaria eriantha bajo condiciones ambientales estresantes,
aunque no se descarta que DHZ y RDHZ (que fueron detectados en el control y a
las 6 h) tengan algun rol en la respuesta de las plantas al frio.

Las CQs también pueden afectar parametros fotosintéticos como sintesis y
degradacion de cloroplastos; acumulacién de clorofilas y proteinas fotosintéticas,
estructura y ultraestructura de cloroplastos, transporte de electrones y actividad
enzimatica (Synkova y col., 1997). En el cv. Sudafricana, el aumento en el
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contenido de clorofila @ y b a las 6 h de estrés coincididé con el pico de
concentracion de DHZ y RDHZ; asimismo, los niveles de clorofila b
disminuyeron significativamente a las 72 h, conforme desciende el nivel total de
CQs. Por el contrario, en el cv. Mejorada INTA los niveles de clorofilas a y b se
mantuvieron estables frente a los tratamientos con baja temperatura al igual que
las citocininas.

Los resultados encontrados en el cv. Sudafricana permiten elaborar un
perfil de respuesta al estrés que ayuda a entender su sensibilidad al frio. La baja
temperatura disminuyd los niveles de AIA y CQs; la reduccion de iP e iPA
inducirian la disminucion en el contenido de las clorofilas a y b, 1o que evidencia
alteraciones en la actividad fotosintética. Estas alteraciones inducidas por el frio
se ven reflejadas en la disminucién de los parametros de crecimiento. Por el
contrario, en el cultivar tolerante Mejorada INTA las hormonas de crecimiento y
las clorofilas no son afectadas por la baja temperatura y determinan que las
plantas contintien creciendo.

Ademas, en el cv. Sudafricana se observaron mayores contenidos
enddgenos basales de auxina y citocininas respecto a Mejorada INTA, este hecho
se manifiesta en el mayor crecimiento inicial observado en Sudafricana (Fig. 9,
10 y 11); sin embargo, los niveles hormonales y el crecimiento de este cultivar
son mas afectados luego de la aplicacion del frio (Fig. 25, 26 y 27). Es probable
que los bajos niveles hormonales observados en el cv. Mejorada INTA sea otro
factor que determine la mayor tolerancia a bajas temperaturas.

A pesar de que JA y ABA han sido muy bien descritos como sefiales
quimicas involucradas en estrés biético y abidtico, es aun limitada la informacién
que relaciona ambas hormonas con el factor ambiental de bajas temperaturas.
Nuestra evaluacion de JAs en follaje de Digitaria establece una estrecha relacion
entre estos compuestos, el crecimiento y el estrés por frio (Garbero y col., 2011).
Las hojas del cv. Sudafricana presentaron un contenido basal menor que el cv.
Mejorada INTA vy el tratamiento con frio disminuyd no sélo el contenido de JA
sino también el de 12-OH-JA. De esta forma, se muestra una estrecha relacién de
la sensibilidad al frio del cv. Sudafricana con el bajo contenido de JA y su
hidroxilado 12-OH-JA. El leve incremento de OPDA a las 72 h en respuesta al
tratamiento con frio en el cv. Sudafricana puede ser explicado como una
consecuencia del dafio en las membranas; el estrés por frio podria liberar OPDA
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de las formas esterificadas de monogalactosyl diacyl glycerol-OPDA,
especialmente en membranas de cloroplastos. Otra posibilidad seria la liberacién
de 4cidos grasos monogalactosyl diacyl glycerol de la membrana para la
posterior biosintesis de OPDA (Weber, 2002; Buseman y col., 2006; Boettcher y
Weiler, 2007). Mientras que en Mejorada INTA, el frio no produjo diferencias en
el nivel de OPDA respecto al control.

En Digitaria las diferencias en la acumulacién de OPDA/JA/12-OH-JA
son indicadores de la participacion de estos compuestos en la respuesta
diferencial de ambos cultivares al estrés. Asi, la induccion de numerosos genes
por JA/JJAME (metil jasmonico), aunque no por 12-OH-JA sugiere que la
acumulacion diferencial de JAs contribuiria a estimular la expresion de algunos
genes en combinacién con la disminucién de la expresion causada por JA
hidroxilado (Miersch y col., 2008). Por lo tanto, la hidroxilacién de JA podria
representar un bloqueo en la sefial de JA a través de la estimulacién de algunos
genes y una fuerte represion de otros.

La hormona JA fue primeramente asociada como molécula sefial en
respuesta a ataques de patdgenos, sin embargo es probable que los dafios
asociados a las bajas temperaturas induzcan respuestas similares a aquellas
provocadas por estrés bidtico en plantas (Wong y col., 2006). Se ha demostrado
que la aplicacion de JAME reprime genes regulados por frio (COR) (Jung y col.,
2007) y ademas, este compuesto puede ser usado para reducir los dafios por frio
en frutos (Gonzélez-Aguilar y col., 2004). Por otra parte, se han encontrado
cambios en los niveles de transcriptos relacionados a JA luego de la aplicacion de
frio (Wong y col., 2006).

La complejidad de las respuestas que las especies presentan frente al estrés
por frio revelan claramente que las mismas no se producen de manera aisladas
sino que trabajan en conjunto con numerosas moléculas sefiales, entre ellas el
acido abscisico.

Estudios anteriores revelaron que genotipos de maiz con mayor tolerancia
al frio acumularon més cantidades de acido abscisico que los genotipos sensibles,
lo que indicaria la existencia de un rol protector de ABA (Janowiak y col., 2002).
Ademads, genes regulados por frio (COR) aumentaron sus niveles de expresion
frente a tratamientos con ABA (Wang y col., 1995).
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Nuestros resultados (Garbero y col., 2011) muestran altos incrementos en
los niveles de ABA en el cv. Mejorada INTA que pueden estar relacionados a la
mayor tolerancia a las bajas temperaturas que presenta este cultivar. Por otra
parte, los niveles de los catabolitos de ABA frente a baja temperatura fueron
marcadamente diferentes entre los cultivares. Los niveles de PA, DPA y ABA-
GE en hojas de Sudafricana descendieron. Sin embargo, en Mejorada INTA se
observé so6lo un incremento de ABA-GE. Estos resultados sugieren que en el cv.
Mejorada INTA, los incrementos en los niveles de ABA son producidos por
sintesis de novo y no por la interrupcién de la via catabolica que inactiva a ABA
por oxidacion. Las diferencias observadas en ABA y sus catabolitos entre los dos
cultivares de Digitaria eriantha serian otros puntos importantes que determinan
la mayor tolerancia del cv. Mejorada INTA a las bajas temperaturas.

Por otra parte, la interaccion entre JA y ABA ha sido estudiada en plantas
sometidas a estrés biodtico. Adie y col. (2007) sugieren que ABA regula la
expresion de genes de defensa a través de la activacidén de la biosintesis de JA
luego de la infeccién con patdgenos. Sin embargo, una interaccioén antagonista
entre ABA y la sefializacion con jasmonato-etileno ha sido observada en la
expresion de genes de defensa y resistencia a enfermedades (Anderson y col.,
2004). Asi mismo, estudios posteriores realizados en Arabidopsis thaliana frente
a estrés abidtico sugieren que JAME afecta la expresion de genes relacionados a
ABA involucrados en la respuesta al estrés abidtico (Huang y col., 2008),
existiendo un efecto antagonista entre JA y ABA (Jung y col., 2007). Nuestros
resultados muestran incrementos en el nivel de ABA que son acompafados por la
disminucion en el contenido de JA revelando una misma respuesta a las bajas
temperaturas en ambos cultivares de D. eriantha.

Considerando los cambios diferenciales en JAs y ABA y catabolitos
causados por el frio en los dos cultivares de Digitaria eriantha analizados, en
este trabajo también se intenta establecer correlaciones entre estrés por frio,
respuesta del sistema de defensa antioxidante y variaciones hormonales.

Del analisis de los resultados surge que el frio provoco un incremento en
los niveles de MDA mayor al 65% a las 24 y 72 h de estrés respecto al control,
en follaje de Sudafricana y no se observaron cambios en el cv. Mejorada INTA.
Puesto que la estabilidad de la membrana puede ser un indicativo de tolerancia a
estreses y ser relacionado con una mayor adaptacion a campo (Premachandra y
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col., 1991; Premachandra y col., 1992), la acumulacion de MDA en el cv.
Sudafricana podria estar directamente vinculada con la mayor sensibilidad al frio
que presenta este cultivar.

El estrés oxidativo es provocado por incrementos en los niveles de EROs
y para aliviar sus efectos las plantas estan equipadas con un sistema de defensa
antioxidante enzimatico, que incluye entre otras enzimas a SOD y APX. En el cv.
Sudafricana el descenso en la actividad de SOD y el marcado incremento en la
actividad de APX, sugiere que habria un aumento de H,O, frente a las bajas
temperaturas. El incremento observado en la actividad de APX coincide con lo
reportado por otros autores en callos de Arabidopsis thaliana y plantulas de arroz
expuestas a bajas temperaturas (O’Kane y col., 1996; Kank y Saltveit, 2002). El
balance entre la actividad de SOD y APX en células es crucial para determinar el
nivel del radical superoxido y de H,O, (Dorey y col., 1998). Recientemente se ha
sugerido que H,0O, cumple un rol central en las vias de regulacidn,
particularmente en los mecanismos de respuesta temprana (24 h) luego del estrés
por frio (Yun y col., 2010). Como SOD es usualmente considerada la primera
linea de defensa contra el estrés oxidativo, el descenso de la actividad de esta
enzima puede ser uno de los factores que determinan la sensibilidad al frio del
cultivar Sudafricana. Por el contrario, las actividades de SOD y APX no
presentaron cambios significativos en el cv. Mejorada INTA, indicando que estos
resultados son consistentes con la estabilidad en los contenidos de MDA.

La defensa antioxidante no enzimética, que incluye entre otros
compuestos a los tioles no proteicos (TNP) estaria activada como otra respuesta a
estrés por frio, ya que en ambos cultivares de Digitaria eriantha se observé un
incremento significativo de estos compuestos. Sin embargo, el cv. Mejorada
INTA duplicé el valor del cv. Sudafricana en todos los tratamientos, siendo éste
otro punto diferencial entre ambos cultivares, que probablemente estén
involucrados en la mayor resistencia frente al estrés por frio del cv. Mejorada
INTA. Los TNP, cuando no son usados para la sintesis de fitoquelatinas, son
utilizados para remover el H,0, convirtiéndolo a agua via el camino de
Halliwell-Asada, junto con APX.

Glutation reducido (GSH) es el mayor TNP en las plantas, es un
componente comun en las c€lulas y desempefia variadas funciones en el
metabolismo. En hojas de ambos cultivares de Digitaria eriantha se observo una

78



Discusion

tendencia a la acumulaciéon de GSH frente al estrés por frio. El aumento del
contenido de GSH en las plantas puede ser un paso critico para reducir los dafios
del estrés y las fluctuaciones de este compuesto pueden ser consideradas como un
indicador del estado redox de las células de vegetales (Kocsy y col., 2000a, b;
Kocsy y col., 2001).

En general, en tiempos breves de tratamiento con frio (6 h) no se observan
diferencias respecto al control en los pardmetros de estrés oxidativo y
hormonales en ambos cultivares, asi las respuestas comienzan a explicitarse
recién a las 24 y 72 h, debido quizd a que la generacion de compuestos de
defensa requiere cierta acumulacion de horas frio para generarse.

Uno de los eventos provocado por la peroxidacion de los lipidos y la
acumulacion de H,0, es la induccidn de la via de sefializacion de los JAs (Zhao y
col., 2001). Maksymiec y col. (2007) postularon que los JAs pueden influir
directamente en procesos oxidativos y modificar la respuesta a factores de estrés.

Recientemente, se ha establecido un nexo entre los JAs y O* a través de
aplicaciones exdgenas de JA y JAME. En cultivo de raices de Panax ginseng
JAME caus6 una disminucién de la actividad de SOD y se indujo la formacion
de O asimismo, se incrementé la actividad de APX. Asi, la alteracién en la
actividad de enzimas antioxidantes causadas por JAME puede prevenir el estrés
oxidativo a pesar del incremento en la formacién de o (Babar Ali y col., 2006).
En concordancia, la “elicitaciéon” con JA en un cultivo celular de Morinda
elliptica produjo un incremento en APX hasta el dia 3, pero la actividad de esta
enzima luego de 6 dias decayo abruptamente (Chong y col., 2005).

También ABA, ha sido asociado a la actividad de enzimas antioxidantes,
dando un cierre a las diferentes respuestas antioxidantes. Por ejemplo, aplicacién
de ABA a plantulas de maiz incrementd la actividad de antioxidantes enzimaticos
y no enzimaticos (Jiang y Zhang, 2001; 2002).

Nuestros resultados (Garbero y col.,, 2011) muestran un marcado
incremento en los niveles de ABA en ambos cultivares de Digitaria eriantha
sumandose a los restantes mecanismos de control del estrés frente a bajas
temperaturas. En contraste con lo observado por otros autores que utilizaron
ABA exdgeno, en el cv. Mejorada INTA no se observaron incrementos en la
actividad de las enzimas antioxidantes y sélo hubo un aumento significativo en
los niveles de TNP, sugiriendo que ABA protegeria a las células del dafio
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oxidativo. Esto coincidiria con lo informado por Agarwal y col. (2005), quienes
encontraron un descenso significativo del estrés oxidativo en plantulas de trigo
tratadas con ABA.

En el cv. Sudafricana los aumentos de ABA estuvieron acompafiados por
importantes incrementos en la actividad de APX y en los contenidos de TNP,
pero a pesar de ello también aumentaron los niveles de MDA, lo cual demostraria
que este cultivar pone en juego todos los mecanismos de defensa, probablemente
debido a su mayor sensibilidad al frio.

Los diversos parametros evaluados en este trabajo mostraron respuestas
diferentes al frio segun el cultivar. Ademas de afectar el crecimiento y producir
alteraciones anatomicas, se pone en evidencia la interaccion existente entre los
cambios hormonales, la alteracion de indicadores bioquimicos, lo que revela la
complejidad de las respuestas al estrés por frio relacionadas con la
sensibilidad/tolerancia a este factor de estrés.

Para una mejor comprension de los resultados obtenidos en la Fig. 37 se
integran las respuestas de ambos cultivares al estrés por frio.
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Fig. 37. Respuestas de Digitaria eriantha cvs. Sudafricana (sensible) y Mejorada
INTA (tolerante) al estrés por frio. Referencias: Rojo: Incremento; Azul: Descenso;
Blanco: Sin cambios; Amarillo: Leves cambios; Naranja: Dafios significativos.
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CONCLUSIONES

A partir de los estudios realizados en ambos cultivares de Digitaria
eriantha se desarrollaron modelos de respuesta al estrés por frio.
El diagrama de respuesta del cv. Sudafricana y las conclusiones que se

desprenden de €l se enuncian a continuacidn.
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Fig. 38. Modelo de las respuestas observadas en Digitaria eriantha cv. Sudafricana frente a estrés con bajas
temperaturas sobre parametros hormonales, bioquimicos, anatémicos y la interrelacion entre ellos. ABA,
acido abscisico; APX, ascorbato peroxidasa; EROs, especies reactivas al oxigeno; JA, 4acido jasmoénico;
OPDA, 4cido 12-oxofitodienoico; SOD, superdxido dismutasa; MDA, malondialdehido; TNP, tioles no
proteicos; 12-OH-JA, 12-hidroxi-jasmoénico.

Referencias: Azul, Descenso; Naranja, Incremento, Verde: Alteraciones; Lineas punteadas, hipétesis; Letras
grandes: Valores enddgenos superiores al otro cultivar.
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El estrés por frio produjo el descenso de AIA vy citocininas (particularmente
1P) acompafiado de la reduccion en el contenido de clorofilas, determinando la

detencion del crecimiento.

Las modificaciones en el brote de las plantas que afectan a la yema apical y las
yemas axilares contribuyen a la disminucion del crecimiento y afectan la
produccion de futuros macollos.

Los cambios anatomicos de las hojas, confirmados por estudios
ultraestructurales, y la disminucion de clorofilas indican dafios en el aparato

fotosintético.

El frio probablemente produce aumentos de EROs que inducen el incremento
de TNP y la modificacion de la actividad de enzimas antioxidantes, sin
embargo aumenta el MDA sugiriendo dafios en las membranas celulares.

Las EROs determinarian los aumentos de OPDA, no obstante la disminucién
de los niveles de JA y 12-OH-JA indican la interrupcion de la biosintesis de
estos JAs, mediada probablemente por ABA.

La sensibilidad al frio esta relacionada a los bajos niveles endégenos de JA y
12-OH-JA.

La baja temperatura indujo incrementos en ABA e inactivacién de la via

catabdlica.
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El diagrama de respuesta del cv. Mejorada INTA vy las conclusiones que se
desprenden de €l se enuncian a continuacion.
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Fig. 39. Modelo de las respuestas observadas en Digitaria eriantha cv. Mejorada INTA frente a estrés con
bajas temperaturas sobre parametros hormonales, bioquimicos, anatémicos y la interrelaciéon entre ellos.
ABA, 4acido abscisico; ABA-GE, acido abscisico ester glucosa; APX, ascorbato peroxidasa; JA, acido
jasmonico; OPDA, acido 12-oxofitodienoico; SOD, superdxido dismutasa; MDA, malondialdehido; TNP,
tioles no proteicos; 12-OH-JA, 12-hidroxi-jasmonico.

Referencias: Azul, Descenso; Naranja, Incremento, Lineas punteadas, hipétesis, Letras grandes: Valores
enddgenos superiores al otro cultivar.
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Los incrementos de auxinas y la estabilidad de citocininas y clorofilas
determinan la continuidad del crecimiento y la rapida recuperacion luego del

frio.

La estructura anatomica de tallos y hojas y la ultraestructura de cloroplastos no
fue modificada y favorecio el crecimiento.

La baja temperatura no produciria aumentos de EROs o bien éstos son
controlados por el incremento de TNP y los altos niveles endogenos de GSH.
La estabilidad en el nivel de MDA revelaria que no existen dafios en las

membranas celulares.

La tolerancia al frio esta relacionada a los altos niveles endoégenos de GSH, JA
y 12-OH-JA, y a la estabilidad de la actividad de las enzimas antioxidantes.

ABA interrumpiria la formacién de JA y su hidroxilado 12-OH-JA.

Los altos incrementos de ABA estan relacionados con la tolerancia al frio.
Ademas ABA estaria implicado en la proteccidn celular del ataque de las
EROs.
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