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RESUMEN 

El estrés salino representa un problema ambiental de amplia distribución a nivel mundial y 

ha sido objeto de innumerables estudios. A pesar de los esfuerzos dirigidos a solucionar 

este problema, un aspecto importante que no se ha tenido presente es aquel producido por 

sales alcalinas, lo que genera un estrés salino-alcalino. Un ejemplo de ello es el hecho que 

del área cultivada, cerca de 0,34 × 109 ha (23%) representa suelos salinos y otro 0,56 × 109 

ha (37%) son sódicos. La sodicidad está dada mayoritariamente por sales como NaHCO3 y 

Na2CO3 que en solución producen altas concentraciones de carbonato (CO3-2) y bicarbonato 

(HCO3-). Las consecuencias de esta alcalinización son la precipitación de fósforo, hierro y 

micronutrientes lo que repercute sobre la fisiología de las plantas, produciendo clorosis, 

inhibición en el crecimiento y adaptaciones morfológicas. Este problema representa uno de 

los principales factores limitantes en los suelos de La Pampa Deprimida (Provincia de 

Buenos Aires), principal zona de cría ganadera del país, donde cerca del 68 % de su 

superficie (4,75 millones ha) se encuentran afectados por suelos con problemas de salinidad 

y sodicidad (Natracuoles, Natraculafes, etc). Estos suelos, conocidos como 

hidrohalomórficos limitan la producción de forraje y por ende la productividad de la región, 

sostenida sobre la base de praderas naturales e implantadas donde leguminosas 

tradicionales como el trébol y la alfalfa no prosperan.  

En este sentido, L. tenuis es una especie herbácea, perenne, de porte postrado con elevado 

potencial forrajero para la región. Su importancia radica en que esta especie, oriunda del 

Mediterráneo, se ha propagado y naturalizado exitosamente en la Pampa Deprimida, 

particularmente en los suelos hidrohalomórficos. Parte del éxito de esta especie radica en 

su alta tolerancia a la salinidad y al anegamiento, así como a su capacidad de crecer en un 

amplio rango de valores de pH y de niveles de nutrientes. En base a esto, el principal 

objetivo de este trabajo fue contribuir al conocimiento de los mecanismos de tolerancia al 

estrés alcalino, salino y mixto salino-alcalino en L. tenuis. Para ello, evaluamos bajo 

condiciones de laboratorio los mecanismos de respuesta a nivel anatómico, fisiológico, 

morfológico y molecular en plantas de L. tenuis sometidas al estrés provocado por la sal 

neutra NaCl (Hoagland 0,5X + 100 mM, pH 5,8), la sal alcalina NaHCO3 (Hoagland 0,5X + 

10 mM, pH 8,0) y el estrés mixto salino-alcalino (Hoagland 0,5X + NaCl 90 mM + NaHCO3 

10 mM, pH 8,0) comparado con un control (Hoagland 0,5X, pH 5,8). De esta manera, se 

cultivaron plántulas de L. tenuis durante un mes en tubos de PVC de 8 cm de diámetro por 

20 cm altura con sustrato arena, irrigadas con un sistema automático de riego por goteo que 

reemplazaba diariamente la solución manteniendo las macetas a capacidad de campo.  

De esta manera, observamos que bajo condiciones de alcalinidad las raíces de las plantas 

adoptan un patrón morfológico tendiente a maximizar la adquisición de recursos del 

sustrato, con una mayor asignación de los recursos hacia el desarrollo de las raíces, 
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contrastando significativamente con el tratamiento salino donde se produjo una inhibición 

del sistema radical. También observamos variaciones en cuanto la homeostasis nutricional 

bajo las diferentes condiciones de estrés, registrando una deficiencia de Zn2+ bajo 

condiciones de alcalinidad y de B, Mg2+, K+ y Ca2+ bajo condiciones de salinidad. El estrés 

mixto presentó exhibió una combinación de ambos tipos de estrés. Estos cambios a nivel 

morfológico también fueron acompañados por modificaciones a nivel anatómico y fisiológico 

en el vástago y en las raíces, que se vieron acompañadas por cambios adaptaciones a nivel 

fisiológico. 

Por otro lado, con el fin de identificar genes de respuesta a estrés alcalino, construimos una 

librería de cDNA obtenida mediante la técnica de hibridación supresiva y substractiva, tanto 

de hoja como de raíz. De esta manera, identificamos genes candidatos de respuesta al 

estrés alcalino que fueron clasificados en 11 grupos funcionales: 1) Metabolismo; 2) 

Proteínas multifuncionales de ácidos grasos; 3) Transcripción; 4) Transporte y homeostasis 

iónica; 5) Transducción de señales; 6) Rescate celular y defensa; 7) Crecimiento y 

desarrollo; 8) Destinación Proteica; 9) No clasificados; 10) Función desconocida y 11) 

Secuencias que no se alinearon con ninguna secuencia conocida. En este sentido, un 

aspecto interesante fue el hecho de identificar genes que codifican para proteínas 

relacionadas con la absorción de ciertos nutrientes. Esto sugiere que las mismas permiten a 

la planta compensar la disminución de la disponibilidad y/o de la capacidad de adquisición 

de los mismos, bajo una condición de estrés alcalino. 

Finalmente, estudiamos el efecto de la interacción de la planta con diferentes cepas de su 

par simbiótico rizobiano, con el fin de identificar posibles respuestas adaptativas 

relacionadas con esta asociación. De esta manera, se evaluó el grado de tolerancia en 

condiciones de vida libre de las cepas bajo condiciones de estrés salino y alcalino. Por otro 

lado, se evaluó la eficiencia simbiótica bajo condiciones de alcalinidad. En este sentido, se 

observó que cepas más tolerantes a la alcalinidad, y aisladas de suelos alcalinos, 

presentaron mayor eficiencia simbiótica bajo condiciones de estrés alcalino. 

Estos resultados permiten comprender la respuesta adaptativa de L. tenuis para sobrellevar 

los factores ambientales restrictivos, una vez que la alcalinidad provoca, entre otras cosas, 

una disminución en la disponibilidad de nutrientes y dificultad de la planta para asimilarlos.  
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ABREVIATURAS 

AA: Espectrometría de Absorción Atómica 

ABRE: Elemento de Respuesta a Ácido abscísico 

ANOVA: Análisis de Varianza (del inglés, Analysis of variance) 

ARE: Elemento de Respuesta a AP-1 (del inglés AP-1 Response Element) 

DCD: Doble Capa Difusa 

DELLA (proteínas que son reguladores negativos de la señalización de giberelinas 

DRE: Elemento de Respuesta a Sequía (del inglés, Drought Response Element) 

DREB: Unión de elementos que responden a la deshidratación (del inglés, drought responsive 

element binding protein) 

ESP: Porcentaje de Sodio Intercambiable (del inglés Exchangeable Sodium Percentage) 

EST: marcador de secuencia expresada (del inglés expressed sequence tag) 

FBN: Fijación Biológica del Nitrógeno 

HATS sistema de transporte de alta afinidad (de high-affinity transport system 

HSE: Elemento de Respuesta a Choque Térmico (del inglés, Heat Shock Response Element) 

HSP: Proteína de Respuesta a Choque Térmico (del inglés, Heat Shock Protein) 

HSS: Hibridización Substractiva y Supresiva 

ICP : Espectrometría de Masa (del inglés Inductively Coupled Plasma) 

LATS sistema de transporte de baja afinidad (, del inglés Low affinity transport system 

LTRE: Elemento de Respuesta a bajas temperaturas (del inglés, Low Temperature Responsive 

Elements) 

MAPK: Proteínas Quinasas Activadas por Mitógenos (del inglés, Mitogen-Activated Protein 

Kinase) 

PCR: Reacción en cadena de la Polimerasa (del inglés Polymerase Chain Reaction) 

PGPM: Microorganismos Promotores del Crecimiento (del inglés Plant Growth Promoting 

Microorganisms) 

UTRs: Región no traducida (del inglés, untranslated región) 

WSP: Proteínas del Estrés Hídrico (del inglés, Water Stress Protein) 
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INTRODUCCIÓN 

La salinidad como factor abiótico limitante para la productividad 

vegetal. 

Salinidad de los suelos 

Los suelos afectados por sales constituyen un problema ambiental de amplia 

distribución a nivel mundial, que limita severamente la producción agrícola (Tester & 

Davenport, 2003). Dichos suelos pueden clasificarse en dos grupos principales, con 

diferentes propiedades físico-químicas y consecuencias para el desarrollo de las 

plantas: los suelos salinos, que representan alrededor del 23% de la superficie de 

tierra cultivada en todo el mundo (0,34 × 109 ha) y los suelos sódicos abarcan 

alrededor del 37% de la misma (0,56 × 109 ha) (Tanji, 1990). 

La mayor parte de las sales que afectan los suelos son de origen natural, resultantes 

de la erosión de la roca madre. Dicho proceso libera cloruros de sodio, calcio y 

magnesio, y en menor grado carbonatos y sulfatos. Dentro de las sales liberadas, el 

NaCl es la más soluble y abundante. Los vientos oceánicos y las lluvias también 

contribuyen a la salinización de los suelos (Munns & Tester, 2008).  

Otra fuente de salinización de los suelos es la originada a partir de la actividad 

humana, la cual es denominada genéricamente como salinización secundaria. En este 

caso, la salinización se origina principalmente por actividades de sobrepastoreo, 

deforestación y métodos inadecuados de riego, entre otras causas. 

El tipo de salinidad de un suelo depende de las características de las sales que lo 

afectan, y de las propiedades fisicoquímicas de sus componentes particulados. 

Generalmente, las partículas coloidales del suelo son portadoras de cargas negativas, 

atrayendo de esta manera cationes tales como Ca2+, Mg2+, Na+ y K+ u óxidos de 

aluminio cargados positivamente. De esta manera, en la proximidad inmediata de la 

superficie cargada negativamente, hay una alta concentración de cationes (región ésta 

denominada doble capa difusa, DCD), mientras que la concentración aniónica es 

aproximadamente cero (Figura 1.1.). El equilibrio entre los iones de la DCD y la 

solución libre es dinámico. De esta manera, los iones de la solución libre están en un 

rápido equilibrio de intercambio con los iones de la doble capa. Cuando la 
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concentración de la solución disminuye, algunos iones de la DCD se movilizan a la 

solución libre, recuperándose de esta manera el equilibrio. De esta forma, los cationes 

adsorbidos pueden ser desplazados por otras especies catiónicas. Este proceso 

reversible ocurre normalmente entre las fases sólida y líquida del suelo y se llama 

intercambio catiónico. Generalmente todas las especies catiónicas pueden 

intercambiarse entre sí de esta manera, pero el grado en que un catión puede 

reemplazar a otro, depende de la fuerza de retención del catión adsorbido. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.1. | Distribución de los iones alrededor de los coloides del suelo. La 
mayoría de las partículas coloidales del suelo poseen sus superficies cargadas 
electrostáticamente. Existen diversos modelos que explican la adsorción de los iones a 
los coloides, siendo los más conocidos los modelos de Chapman – Guoy y de Stern. El 
primero considera que hay una capa eléctrica negativa y rígida en la superficie de los 
coloides, la cual está equilibrada por una capa difusa de iones; mientras que en el 
segundo, suguiere que esta capa difusa consta de dos partes, denominadas en 
conjunto doble capa difusa  (DCD), las cuales están separadas entre sí por un plano 
que define una capa interna rígida (capa de Helmholtz) y una capa externa difusa de 
iones. Según Fassbender (1982), el espesor de la DCD depende primordialmente de la 
carga de los iones involucrados y de la concentración de la solución del suelo. Cuanto 
mayor sea la carga de los iones, menor será el espesor de la DCD y, mientras menor 
sea la concentración de la solución del suelo, más densa será  la DCD. El espesor de 
la DCD define la distancia hasta la cual actúan las fuerzas de retención del coloide 
sobre los iones del suelo, estableciéndose así el espacio que tiene el suelo para 
acumular los iones intercambiables; aquellos iones que quedan por fuera de la DCD 
constituyen la solución externa o solución del suelo y son los que están disponibles 
para la planta o para ser lixiviados, proceso que determina pérdidas de nutrientes. La 
DCD tiene efectos sobre varias propiedades del suelo como la floculación y la 
dispersión de coloides y por tanto en la estructura del mismo; además, afecta el pH y el 
comportamiento de su fertilidad (Adaptado de Fassbender, 1982). 
 

Capa de 
Helmholtz 

Capa difusa  

COLOIDE DOBLE CAPA DIFUSA SOLUCIÓN DE SUELO 
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La salinidad es la acumulación de sales solubles en el suelo, o sea, las sales disueltas 

en la solución del suelo. Está dada por la presencia de una fuente de sales y por 

condiciones ambientales que determinan que los procesos de acumulación 

predominen sobre aquellos de eliminación de las mismas (Drab, 1981). Normalmente 

la salinidad de un suelo se mide a partir del extracto acuoso del mismo mediante la 

determinación de la conductividad eléctrica (CE), y se expresa en mmhos·cm-1, 

resultando la inversa de la resistencia eléctrica. Este valor refleja la cantidad de sales 

disueltas en la solución de suelo (Figura 1.1.). Cuanto mas alta es la concentración de 

sales de un extracto de suelo, más elevada es su conductividad eléctrica. Los suelos 

afectados por salinidad normalmente muestran valores de CE de 2 a 20 dS m-1 en sus 

extractos (Tabla 1.1). Las principales sales involucradas en este proceso son los 

aniones Cl- y SO4
2- (especialmente en sus formas sódicas), y en menor medida los 

aniones CO3
- y HCO3 (como sales de Ca+2 y Mg+2). 

La sodificación, por su parte, se inicia con un aumento en el contenido relativo de Na+ 

en la solución del suelo con relación a los niveles de otros cationes como Ca+2 y Mg+2, 

lo que determina un incremento relativo de este ión en el complejo de intercambio 

catiónico. Debido a la baja densidad de carga del Na+ , se produce el incremento del 

espesor de la DCD y el hinchamiento de las arcillas, lo que lleva a la dispersión y 

desestructuración del suelo. Genralmente se admite que para que el Na+ altere la 

estructura del suelo en forma negativa, el porcentaje de este catión de intercambio 

(ESP, del inglés Exchangeable Sodium Percentage) debe superar el valor crítico del 

15%, o sea Na+/S > 15% (donde S es la suma de todos los cationes absorbidos) 

(Cisneros et al, 2007). En los casos en que la sodicidad está provocada por sales 

como NaHCO3 y Na2CO3, el suelo presenta además problemas de alcalinidad. En este 

caso, las arcillas saturadas con sodio, en presencia de agua de lluvia y CO2 disuelto se 

hidrolizan liberando Na+ y OH- a la solución del suelo, incrementando así su valor de 

pH a valores superiores a 8. 

Para mayores detalles acerca de la descripción de estas definiciones, ver Tabla 1.1. 
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Tabla 1.1 | Definición de suelos salinos y sódicos. Clasificados de acuerdo con el Laboratorio de 
Salinidad USDA (USSL, 2005). (Adaptado de Munns, 2005) 

Término Definición Descripción 
Efecto sobre el 
crecimiento de la 
planta 

Comentario 

Salinidad Los suelos salinos 
poseen una alta 
concentración de sales 
solubles. Se definen 
como tales cuando su 
CE es ≥ 4 dS m-1. 

Esta definición de 
salinidad deriva de una 
alta CE, lo cual reduce 
los rendimientos de los 
principales cultivos de 
interés agronómico. Sin 
embargo, muchos 
cultivos son muy 
sensibles, y ya a CE < 4 
dS m-1 se ven afectados 
significativamente. 

El crecimiento de 
las plantas se ve 
inhibido por los 
componentes 
osmótico e iónico 
que 
característicos del 
estrés salino. 

La CE es la conductividad 
eléctrica del extracto de 
suelo, y refleja la 
concentración de sales en 
suelos saturados. Se 
considera que una 
conductividad igual a 4 
dS·m-1 es equivalente a 
40 mM de NaCl. 

Sodicidad Los suelos sódicos 
poseen bajas 
concentraciones de 
sales solubles, pero un 
alto porcentaje de iones 
Na+ en el complejo de 
intercambio (ESP > 
15%). 

Esta definición de 
sodicidad deriva del 
contenido de Na+ en el 
complejo de 
intercambio, el cual 
provoca la 
desestructuración de las 
arcillas del suelo debido 
al desplazamiento por el 
Na+ de cationes 
divalentes unidos a las 
cargas negativas de las 
partículas de arcilla. 

La falta de 
estructura del 
suelo inhibe el 
crecimiento de las 
raíces. 

A altas ESP, las 
partículas de arcilla se 
separan. El suelo drena 
pobremente y se inunda 
cuando hay exceso de 
precipitaciones. También 
adquiere una 
consistencia dura cuando 
se seca. 

Los suelos alcalinos 
son un tipo de suelo 
sódico con un elevado 
pH. SE caracterizan por 
tener un ESP ≥ 15 y un 
pH de 8,5 – 10.  

El alto valor de pH es 
debido 
fundamentalmente a la 
presencia de 
carbonatos. 

El elevado pH 
afecta la 
solubilidad de 
macro y 
micronutrientes y 
por ello, la 
disponibilidad de 
los mismos para 
las plantas 
(Figura 1.2.) 
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Respuesta de las plantas al estrés 

Las plantas son organismos sésiles que deben adaptarse a las condiciones 

ambientales a las cuales se encuentran sometidas. En este sentido, las condiciones y 

características de los suelos en los que se desarrollan definen en gran medida su 

nutrición mineral, su fisiología y su homeostasis. Como consecuencia, las plantas que 

se desarrollan bajo una condición de estrés provocada por la presencia de un exceso 

de sales, despliegan una serie de modificaciones fisiológicas, morfológicas y 

moleculares como respuesta a la misma. 

El estrés vegetal puede definirse como una circunstancia adversa que perturba la 

función fisiológica de un individuo (Munns & Tester, 2008). Este concepto no es 

aplicable a los rápidos ajustes de flujos metabólicos que ocurren en respuesta a 

cambios ambientales “normales” a los que están expuestas cotidianamente las 

plantas. Un ejemplo clásico es el cambio de la tasa fotosintética como consecuencia 

del sombreado provocado por una nube. Por el contrario, el concepto de estrés se 

aplica en aquellos casos en que un agente estresante induce un cambio fisiológico tal 

que, como resultado del mismo, existe una reducción en el crecimiento; una respuesta 

fisiológica, una adaptación o una combinación de todas ellas. Sin embargo, esta 

definición puede ser confusa, ya que una situación de estrés leve puede modificar el 

metabolismo vegetal e incrementar la actividad fisiológica de una planta, sin causar 

efectos dañinos (Lichtenthaler, 1996). En estos términos, el estrés debe ser 

considerado como un fenómeno dosis-dependiente, donde bajas dosis de un agente 

estresante pueden estimular el metabolismo y el crecimiento, mientras que altas dosis 

pueden tener un efecto inverso y negativo, una vez excedido cierto umbral. 

Se han identificado diferentes respuestas de las plantas ante una situación de estrés. 

Las mismas pueden desencadenarse en forma aislada, o bien como combinaciones de 

unas con otras y/o variar según el genotipo, la especie o el estadio fenológico en el 

cual se encuentre la planta. Dichas respuestas son: 

- Tolerancia: hace referencia a la capacidad de una planta para enfrentar a un 

ambiente no favorable, manteniendo activo su metabolismo (Taiz & Zeiger, 2006). 

Estos mecanismos de respuesta tienden a mantener altas tasas de actividad 

metabólica aun cuando la planta se encuentre expuesta a dosis significativas de 

estrés, mientras que disminuyen su metabolismo bajo un estrés menos severo. En 
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relación con esto, es preciso recordar que un ambiente estresante para una planta 

puede no serlo para otra. 

- Evasión: implica la disminución de la actividad metabólica ante situaciones 

desfavorables, de manera tal que la planta ingresa en un estado de latencia que le 

permite sobrellevar dicha situación. Ciertas especies vegetales que habitan en 

ambientes extremos utilizan esta estrategia, que les permite completar su ciclo de vida 

en periodos estacionales favorables, evitando de esta manera el estrés típico de 

estaciones extremas.  

Normalmente, las plantas suelen poseer varios mecanismos de evasión y tolerancia, o 

una combinación de ambos (Orcutt & Nielsen, 2000). 

- Aclimatación: se puede decir que una planta se encuentra aclimatada cuando 

aumenta su tolerancia a un tipo particular de estrés como consecuencia de una 

exposición previa al mismo (Taiz & Zeiger, 2006). Las plantas tienen la habilidad de 

ajustar su fisiología y sus atributos estructurales ante un factor estresante. Por 

ejemplo, a largo plazo (temporadas), debido a la forma de crecimiento modular que 

presentan, las plantas pueden producir la abscisión de determinadas partes para luego 

rebrotar dando origen a estructuras con características anatómicas, químicas y 

morfológicas diferentes. En cambio, en plazos cortos (minutos), la planta responde al 

estrés alterando diversas actividades metabólicas, tales como por ejemplo la 

modificación de los niveles y las concentraciones relativas de proteínas y/o la 

modificación de los niveles de distintos reguladores del crecimiento. Por lo tanto, la 

aclimatación, se puede considerar como una respuesta fenotípica a los cambios en el 

ambiente.  

- Adaptación: se refiere al nivel de resistencia genética determinado, adquirido por un 

proceso de selección durante muchas generaciones (Taiz & Zeiger, 2006). Ocurre por 

varios mecanismos que evolucionaron a nivel de la población, y a través de sucesivas 

generaciones. Se asume que genotipos específicos con una apropiada combinación 

de genes, son dominantes en una población que se desarrolla en un ambiente 

estresante (Orcutt & Nielsen, 2000).  

Tipos de estrés salino y sus consecuencias para el desarrollo de las plantas 

En función de lo mencionado anteriormente, es posible reclasificar el estrés salino 

natural en tres tipos diferentes:  
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A- Estrés salino neutro (producido por sales neutras como NaCl). 

B- Estrés alcalino (provocado por sales alcalinas como el NaHCO3 y el Na2CO3)  

C- Estrés mixto salino-alcalino (provocado por una mezcla de sales neutras y 

sales alcalinas) (Shi & Sheng, 2005a).  

A) Estrés salino: 

Uno de los estreses abióticos mejor caracterizados es el salino propiamente dicho, 

provocado por la presencia excesiva de sales neutras. Se considera que una planta se 

encuentra bajo estrés salino, cuando la concentración iónica de la rizosfera se ha 

incrementado a niveles que afectan la función fisiológica normal o la vitalidad vegetal 

(Munns, 2002). La salinidad en los suelos provoca la inhibición del crecimiento de las 

plantas por dos razones fundamentales. En primer lugar, reduce su capacidad para 

incorporar agua. Este proceso es denominado generalmente como efecto osmótico. 

En segundo lugar, las sales pueden ingresar en los organismos vegetales a través del 

flujo de transpiración y eventualmente dañar las células en las hojas, lo que conlleva 

(al igual que el estrés provocado por el efecto osmótico) a una reducción en el 

crecimiento. Este efecto ión-específico se produce por la acumulación de las sales en 

los tejidos, y junto con el estrés osmótico, da lugar a un crecimiento vegetal en dos 

fases en respuesta a la salinidad (Figura 1.2.).  

En la primera fase antes mencionada, el efecto sobre el crecimiento es resultante de la 

acumulación de las sales en el suelo (o sea sin ingresar a la planta), lo que provoca la 

reducción del crecimiento de las hojas y, en menor extensión, del crecimiento de las 

raíces (Munns, 2002). Los procesos celulares y metabólicos involucrados en esta 

primera fase son similares a los mecanismos de respuesta descriptos en plantas 

afectadas por la sequía. En esta etapa, se considera que las concentraciones de Na+ y 

Cl- no son suficientes como para ejercer efectos tóxicos sobre los tejidos y que el 

floema no contiene niveles excesivos de sales, ya que las células en estado de 

crecimiento y elongación son capaces de incluir las sales que provienen del xilema 

dentro de sus vacuolas en expansión. 

La segunda fase de la respuesta de crecimiento resulta del efecto tóxico derivado de la 

presencia de las sales dentro de la planta. A raíz del continuo transporte de sales 

hacia las hojas, las sales incorporadas se van concentrando mayoritariamente en las 

hojas maduras. Este exceso de sales en las hojas, (constituído principalmente por Na+ 

y Cl-), provoca su senescencia. La causa del daño es debido probablemente, a que la 
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cantidad de sal acumulada excede la capacidad de acumulación en las vacuolas. De 

esta manera, las sales se concentran rápidamente en el citoplasma e inhiben la 

actividad enzimática. Alternativamente, pueden acumularse en las paredes celulares y 

deshidratar a la célula. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.2. | Modelo bifásico de crecimiento. Ante la imposición instantánea del 
estrés salino, el crecimiento se reduce inicialmente por el efecto osmótico. A 
medida que transcurre el tiempo, la acumulación de iones tóxicos desencadena la 
segunda fase de inhibición del crecimiento (estrés iónico). Variedades sensibles y 
tolerantes serían igualmente afectadas por el déficit hídrico, evidenciándose la 
tolerancia diferencial a la salinidad durante la segunda fase. (Adaptado de Munns 
& Teermat, 1986) 
 

Por lo descripto para la fase iónica del proceso de estrés, se asume que la tasa de 

defoliación de la planta es crucial para su supervivencia. Si las hojas nuevas son 

continuamente producidas a tasas mayores que las tasas de defoliación, siempre 

existirán suficientes hojas fotosintéticamente activas que permitan que la planta pueda 

completar su ciclo de vida. Sin embargo, si la senescencia de hojas viejas es más 

rápida que la generación de hojas jóvenes, la planta no podrá sobrevivir.  

Por su parte, en plantas cultivadas bajo condiciones de salinidad provocada por sales 

neutras se activa una compleja maquinaria de respuestas adaptativas, las cuales 

ocurren tanto a nivel de la planta entera como a nivel celular, estando ambas 

relacionadas entre sí (Munns & Tester, 2008). Parte de las respuestas tienden a 

mantener la homeostasis celular, la actividad metabólica y el crecimiento, lo que 

permite a la planta completar su ciclo de vida aún en condiciones desfavorables. 

Ejemplo de ello es el amplio conocimiento que se posee sobre los diferentes 

transportadores de iones presentes en la membrana plasmática y en el tonoplasto, así 
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como también de los mecanismos de síntesis de solutos compatibles que contribuyen 

a mantener un potencial osmótico adecuado en el citoplasma (Tester & Davenport, 

2003).  

Se han identificado tres mecanismos de adaptación de las plantas al estrés salino: a) 

el ajuste osmótico; b) la exclusión de Na+ o Cl-, y c) la capacidad de los tejidos a 

acumular Na+ o Cl- (Munns & Tester, 2008). Las adaptaciones mencionadas 

anteriormente implican cambios globales en la expresión de genes, y el conocimiento 

de tales cambios contribuye al entendimiento de las bases genéticas y moleculares de 

la tolerancia, así como también al diseño de estrategias de mejoramiento genético 

tendientes a obtener cultivares tolerantes a la salinidad (Zhang et al, 2004; Munns, 

2005).  

B) Estrés alcalino: 

En contraposición al estrés salino, el conocimiento referente a los mecanismos de 

respuesta al estrés alcalino es extremadamente escaso aún. En forma similar a lo que 

ocurre para el estrés salino, es esperable que existan diversos mecanismos 

involucrados en la tolerancia al estrés alcalino, y que estos actúen a varios niveles, ya 

sea molecular, celular o de planta entera.  

La alcalinidad es definida como la concentración de álcalis solubles con la capacidad 

de neutralizar ácidos (Bailey, 1996). La alcalinidad de los suelos se debe 

principalmente a la presencia de los aniones bicarbonato (HCO3
-) y carbonato (CO3

2-). 

Por su parte, se considera que los iones hidróxido, borato, amonio, junto con las bases 

orgánicas, los fosfatos y los silicatos participan en menor medida de la misma 

(Petersen, 1996). 

Algunas veces la alcalinidad es confundida con pH alcalino. Un pH alcalino o elevado 

es causado por una alta proporción de iones OH- en comparación con la proporción de 

iones H+ (Handreck & Black, 2002). Cuando los valores de pH son superiores a 11,0, 

el anión OH- es un factor importante de alcalinidad. A valores de pH neutros o 

ligeramente superiores a 7, los aniones HCO3
- y CO3

2- son generalmente los factores 

causales de la alcalinidad, y junto con el ácido carbónico (H2CO3) y el CO2, son 

conocidos genéricamente como especies del carbonato o sistema carbónico (Lindsay, 

1979). De esta manera, el agua puede tener altos niveles de pH debido a los iones de 

hidróxido, pero puede no tener una elevada alcalinidad. Asimismo, el agua puede 

tener un pH ácido pero puede considerarse que genera alcalinidad si los álcalis están 

presentes. Esta definición es importante una vez que en suelos afectados por 
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alcalinidad, la misma está dada mayoritariamente por sales como NaHCO3 y Na2CO3, 

las cuales en solución producen altas concentraciones de carbonato (CO3
-2) y 

bicarbonato (HCO3
-). 

Los síntomas más notables de la alcalinidad excesiva en plantas constituyen la 

inducción de una clorosis internerval en las hojas jóvenes y la detención del 

crecimiento (Lucena et al., 2007). Estos síntomas se atribuyen mayoritariamente a la 

reducción de la solubilidad de nutrientes debido al incremento del pH (Bailey, 1996). 

En este sentido, elevados valores de pH en el suelo provocan una disminución en la 

Capacidad de Intercambio Aniónico (CIA) y un aumento en la Capacidad de 

Intercambio Catiónico (CIC) lo que determina una alteración de los balances de 

cargas, y a su vez condiciona a la nutrición vegetal.  

Por otro lado, en condiciones de alcalinidad ocurre un aumento en la volatilización del 

NH3, reduciendo su disponibilidad. Algo similar ocurre en valores de pH>6 con la 

disponibilidad del fósforo, debido a la formación de complejos Ca-P. También es 

característico de este tipo de estrés, la reducción en la disponibilidad de B a valores de 

pH>7. Finalmente, se considera que la disponibilidad para las plantas de 

micronutrientes (entre ellos Fe, Mn2+, Cu2+ y Zn2+) se reduce entre 10 y 100 veces para 

cada unidad de incremento de pH edáfico. (Figura 1.3.) (Cartmill et al., 2008; Valdez-

Aguilar & Reed, 2008).  

Ante estas circunstancias, como mecanismo de respuesta al estrés alcalino, las 

plantas deben regular el pH intracelular y el rizosférico mediante la producción y 

liberación de compuestos orgánicos ácidos, lo que representa un costo energético 

significativo (Yang et al., 2007).  
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Figura 1.3. | Deficiencia nutricional provocada por valores de pH elevados. A) Influencia del pH 
sobre la disponibilidad de nutrientes para la planta en la solución del suelo. El ancho del área de 
cada ión refleja la disponibilidad relativa del mismo. El recuadro amarillo señala la disponibilidad de 
nutrientes en un rango de pH de 7,5 – 8,5. (Adaptado de Epstein & Bloom, 2005). B) Respuesta de 
diferentes especies ornamentales cultivadas a altos valores de pH. Se observan síntomas de 
deficiencia de hierro, clorosis progresiva (amarillamiento de las hojas jóvenes) (Adaptado de Pennisi, 
2005) 
 

C) Estrés mixto salino-alcalino: 

El conocimiento acerca de los mecanismos de respuesta al estrés mixto salino-

alcalino, al igual que lo referido al estrés alcalino, son muy escasos y los mismos 

constituyen objetivos prioritarios de un creciente número de investigaciones. A priori, 

se considera que este tipo de estrés debe resultar más severo que el estrés salino y el 

estrés alcalino en forma individual, ya que combina los efectos osmótico e iónico 

(típicos del estrés salino) con las deficiencias nutricionales provocadas por el estrés 

alcalino (Shi at al, 2005a). 

 

 A B 



CAPÍTULO I – INTRODUCCIÓN GENERAL 
 

13. 
. 

La Pampa Deprimida 

La Pampa Deprimida es una vasta región llana que abarca aproximadamente 90.000 

Km2, ubicada en el centro-este de la Provincia de Buenos Aires (Soriano et al, 1992) 

(Figura 1.4.). Esta región presenta un paisaje con relieve extremadamente llano 

caracterizado por la presencia de suelos con distintos grados de alcalinidad, salinidad 

e hidromorfismo, distribuidos en forma de mosaico por toda el área (Figura 1.4.B). La 

zona se destaca por sufrir las consecuencias de un régimen pluvial irregular, 

caracterizado por la alternancia de períodos normales con otros de excesos o déficit 

de lluvias, lo que constituye un serio obstáculo para el desarrollo agropecuario.  

Como resultado de esta heterogeneidad ambiental, más del 60% de los suelos de la 

Pampa Deprimida son azonales, complejos halo-hidromórficos y asociaciones 

fuertemente influenciadas por inundaciones (Natraquolls, Natraqualfs, Natralbolls, y 

Argialbolls) con zonas bien drenadas (Hapludols y Argiudolls) restringidas a las áreas 

elevadas (vulgarmente denominadas como Medias Lomas y Lomas) (Figura 1.4.B). 

Estas características generan un complejo mosaico de tipos de suelos caracterizados 

en mayor o menor medida por factores limitantes al crecimiento vegetal. En este 

sentido, la alcalinidad representa uno de los principales factores limitantes 

(representado mayoritariamente por sales de NaHCO3 y Na2CO3), seguido por el 

anegamiento y el exceso de Na+ intercambiable a distintas profundidades del perfil 

edáfico, y cuyas intensidades varían según las distintas zonas y épocas del año 

(Figura 1.4.A) (INTA-SAGyP, 1990). 

Las características topográficas de la región limitaron originalmente su producción 

agrícola, y alrededor del 80% de su superficie se encuentra cubierta por pastizales 

naturales y pasturas implantadas, aunque en los últimos años, y como consecuencia 

de la extensión de la frontera agrícola, dicha superficie se vio significativamente 

disminuida. La vegetación de tales pastizales está constituida por un mosaico de 

comunidades vegetales asociadas a los suelos más altos, medios, bajos dulces y 

bajos salino-alcalinos (León, 1975). La composición actual de especies responde a 

variaciones locales topográficas y a la salinidad del suelo, pero históricamente se ha 

visto alterada por un siglo de pastoreo continuo (León et al., 1984; Sala et al., 1986). 
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Figura 1.4. | La Pampa Deprimida.  
A: Unidades cartográficas afectadas por condiciones de alcalinidad. Se puede observar que 
los suelos alcalinos constituyen un área significativa de la Pampa Deprimida (Adaptado del Instituto 
de Suelos - INTA CASTELAR).  
En recuadro, se localizan las áreas ecológicas de la pradera pampeana a la cual pertenece la 
Pampa Deprimida:  (1) pampa ondulada, (2) pampa sub-húmeda central, (3) pampa semiárida 
central, (4) pampa austral, (5) pampa mesopotámica y (6) pampa deprimida. En azul: isohietas 
(en mm/año). En verde: isotermas (en grados centígrados). Adaptado de Viglizzo & Pordomingo, 
2002. 
B: Características de perfil de suelo en la Pampa Deprimida. Se identifican tres regiones según 
las características del perfil: la Loma (zonas más altas); la Media loma (zonas de transición) y el 
Bajo (zonas más deprimidas). Estas últimas presentan regularmente problemas de salinidad, 
alcalinidad y anegamiento. Adaptado de León et al, 1975. 

A 

B 
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La principal actividad económica de la zona es la ganadería de baja productividad, 

tomando como referencia el resto de las subregiones pampeanas. Esta actividad se 

asienta en el aprovechamiento del campo natural, aunque el decaimiento progresivo 

de los pastizales debido a un manejo irracional (sobrepastoreo y excesivo pisoteo) 

ocasionó la pérdida de especies útiles y su reemplazo por otras especies que se han 

adaptado a las condiciones edáficas limitantes de la región. Esta situación podría aún 

empeorarse, debido a que el incremento relativamente reciente de las actividades 

agrícolas en la región ha provocado el desplazamiento de las actividades ganaderas 

hacia zonas edáficas marginales en términos de productividad vegetal (Fernández et 

al., 2007). Sin embargo, a pesar de las restricciones naturales, la potencialidad 

ganadera del área es alta y el incremento en la eficiencia productiva del sistema 

ganadero representa un desafío tecnológico importante. 

 

Las leguminosas mejoran el valor forrajero de los pastizales. 

Una de las características más destacadas de las leguminosas es su aporte en 

términos del valor productivo y nutritivo durante el invierno. Es un hecho muy 

reconocido por los productores que los pastizales compuestos por gramíneas y 

leguminosas producen mayor cantidad de materia seca que aquellos que solo 

contienen gramíneas (Taylor & Allinson, 1983, Guretzky, 2004). Esto se debe en parte 

a la Fijación Biológica de Nitrógeno (FBN) desarrollada en simbiosis con rizobacterias, 

proceso que permite a las leguminosas incrementar el nitrógeno mineral (N) del suelo 

y su disponibilidad para las gramíneas (Guretzky, 2004). La transferencia de N desde 

las leguminosas hacia el suelo proviene de las raíces en descomposición y los 

residuos de las hojas, provocando un incremento en el valor nutricional y el 

crecimiento de las especies vegetales asociadas (Guretzky, 2004, Tilman, 1982). Las 

leguminosas también presentan elevados niveles de proteína cruda, y su asociación 

con gramíneas de estación fría puede mejorar la distribución estacional y la calidad del 

forraje producido (Guretzky, 2004).  

Se han realizado numerosos esfuerzos para incorporar leguminosas “tradicionales” 

como el trébol blanco, el melilotus y la alfalfa como fuente de nitrógeno y forraje de 

calidad para suelos alcalinos deficientes en fósforo y con escaso drenaje, tales como 

los que caracterizan a la Pampa Deprimida del Salado. Sin embargo, los resultados 

han sido poco satisfactorios en estos ambientes, ya que el establecimiento de estas 
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especies se ha visto dificultado por fallas en su implantación y/o persistencia. (Montes, 

1988). 

Lotus tenuis y su potencialidad como forrajera en suelos de la Pampa Deprimida 

El género Lotus comprende alrededor de doscientas especies anuales y perennes, 

ampliamente distribuidas en todo el mundo. La zona de mayor diversidad específica es la 

Cuenca del Mediterráneo Europeo, probable centro de origen del género (Montes, 1988; 

Langer, 1990). En las últimas décadas, las especies del género Lotus han adquirido 

importancia como forrajeras debido a su buena respuesta productiva en un amplio rango 

de tipos de suelos (Blumenthal & McGraw, 1999; García et.al., 1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.5.| Lotus tenuis. A) Ilustración que presenta las características morfológicas 
generales; B) Flores; C) Vainas; D) L. tenuis en campo. 
 

L. tenuis (2n=2x=12) es una especie herbácea, perenne, de porte postrado con elevado 

potencial forrajero (Montes, 1988). Hasta hace unos años, su denominación científica era 

Lotus glaber (ex Lotus tenuis Miller), pero a raíz de un reciente Congreso de Botánica se 

ha oficializado la denominación de mayor uso entre los productores de la región 

(Kirkbride, 2006). Se trata una especie alógama estricta (auto-incompatible), con elevada 

variabilidad genética y plasticidad fenotípica, lo cual podría explicar en parte su tolerancia 

al estrés salino (Schachtman & Kelman, 1991; Stofella et al, 1998; Kade et al, 2003, 

Teakle et al, 2006) y su gran potencial de uso en áreas afectadas por salinidad creciente 

(Dear et al, 2003). Por otro lado, una característica agronómica interesante de esta 

especie es su alta capacidad de producción de semillas (Montes, 1988; Stofella et al, 

A B C 

D 
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1998; Kade et al, 2003). L. tenuis también tolera un amplio rango de valores de pHs 

(entre 4,8 y 9,0) (Montes, 1988), y el anegamiento simultáneo (Vignolio et al,1999; 

Mendoza et al, 2005; Striker et al., 2005). Asimismo, se desarrolla bien en climas 

templado-fríos a templado cálidos, en praderas húmedas a muy húmedas, con 

temperaturas promedio anuales entre los 7 y los 17 °C y precipitaciones medias anuales 

de 400 a 1200 mm (Montes, 1988). En comparación con otras leguminosas consideradas 

tradicionales como las mencionadas anteriormente, L. tenuis es una especie que se 

desarrolla muy bien en suelos pobremente drenados y alcalinos y con baja concentración 

de fósforo soluble (Mendoza, 1981; Mendoza et al., 2005). Todas estas propiedades 

explican el proceso de invasión biológica positiva que esta especie ha desarrollado en 

suelos de tales características, en un lapso menor a un siglo.  

Según algunos autores, esta leguminosa fue introducida accidentalmente (probablemente 

como contaminación de semillas de Lotus corniculatus) en la Pampa Argentina a mitad 

del siglo pasado (Montes 1988; Miñon et al, 1990; Vignolio et al., 1999) logrando una 

naturalización tan singular como exitosa (Insausti et al, 1995). Constituye una especie 

pionera de colonización en claros de pasturas y por ello, aprovecha los frecuentes 

disturbios que ocurren en la vegetación producidos por las labores agrícolas, el 

sobrepastoreo, el fuego en comunidades de paja colorada (Paspalum quadriforium) o las 

inundaciones (Laterra et al, 2006). Existe información que demuestra claramente que 

estos procesos facilitan significativamente su dispersión e implantación (Vignolio et al., 

1999).  

Otro aspecto importante a mencionar de esta especie es la Fijación Biológica del 

Nitrógeno (FBN) que desarrolla, siendo probablemente la leguminosa exótica más 

conspicua en los pastizales de la Pampa Deprimida. En varios trabajos se ha demostrado 

que presenta interacciones positivas (disponibilidad de N) con la comunidad vegetal 

asociada debido a que modifica las condiciones físicas y/o bióticas del suelo donde se 

implanta (Quinos et al., 1998).  
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OBJETIVOS 

Objetivo General: 

Contribuir al conocimiento de los mecanismos de tolerancia de L. tenuis al estrés 

salino, alcalino y la combinación de ambos (estrés salino-alcalino). 

 

Objetivos Particulares: 

1. Caracterizar la respuesta de la arquitectura radical de L. tenuis relacionando 

parámetros de crecimiento con la homeostasis iónica bajo condiciones controles y 

bajo estrés. 

2. Caracterizar las adaptaciones anatómicas y fisiológicas de L. tenuis bajo 

condiciones de crecimiento controlado y bajo situaciones de estrés. 

3. Caracterizar la respuesta genética de L. tenuis bajo condiciones de crecimiento 

controlado y bajo condición de estrés alcalino identificando algunos de los genes 

involucrados en los posibles mecanismos de tolerancia. 

4. Evaluar la respuesta de L. tenuis a la alcalinidad y al estrés salino-alcalino cuando 

el mismo se encuentra en simbiosis con cepas seleccionadas según su tolerancia y 

eficiencia simbiótica bajo condiciones de estrés similares. 
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HIPÓTESIS  

 Los mecanismos de respuesta de Lotus tenuis al estrés salino, al estrés alcalino y 

al estrés mixto salino-alcalino pueden ser evidenciados a través de evaluaciones 

fisiológicas, anatómicas y morfológicas. 

 La respuesta de Lotus tenuis al estrés alcalino es diferente a la respuesta al estrés 

salino. Por otro lado, el estrés mixto salino-alcalino es más severo y diferente del 

estrés salino o del estrés alcalino por separado. 

 El estrés alcalino induce una respuesta a nivel genético, activando la expresión de 

genes tendientes a mantener la homeostasis de la planta y contribuir al desarrollo 

de mecanismos de tolerancia 

 La inoculación con cepas rizobianas adaptadas y seleccionadas por su eficiencia 

simbiótica bajo condiciones de estrés alcalino, mejoran la respuesta adaptativa de 

L. tenuis a dicha condición. 
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INTRODUCCIÓN 

El crecimiento de las plantas es afectado por los factores limitantes del ambiente en el 

que se desarrollan. En este sentido, un aspecto importante del crecimiento de la planta 

y su capacidad adaptativa es la alopatía (del inglés allocation), o asignación de 

recursos (Grime, 1979). Este fenómeno permite a la planta redistribuir sus recursos 

entre el vástago y las raíces en función de las condiciones ambientales, y de esta 

manera asegurar la tasa de captura de los mismos (Poorter et al, 1990). Cuando una 

planta reencuentra restricciones en los niveles de recursos requeridos para mantener 

su máximo crecimiento (estrés por deficiencia), es esperable que su respuesta 

involucre una alopatía compensatoria con el fin de maximizar la adquisición del 

recurso limitante (Bloom et al, 1985). Como ejemplo, las plantas pueden incrementar la 

asignación de recursos para el vástago cuando la luz es un factor más limitante que 

los nutrientes, y para las raíces cuando los nutrientes son más limitantes que la luz 

(Bloom et al, 1985). De esta manera, la asignación de materia seca entre el vástago y 

las raíces durante el crecimiento (asignación de crecimiento) representa el resultado 

integrado de varios procesos, que operan a diferentes escalas de tiempo, e involucran 

numerosos controles genéticos y ambientales (Cannell & Dewar, 1994).  

Las condiciones ambientales que provocan daños fisiológicos para las plantas (estrés 

tóxico) inducen respuestas específicas, generalmente reduciendo las tasas de 

crecimiento y la adquisición de recursos (Chapin, 1991). En particular, el exceso de 

iones (estrés salino) o de alcalinidad en el medio externo, provocan desbalances en la 

disponibilidad de nutrientes minerales y en su adquisición o distribución dentro de la 

planta, pudiendo incrementar los requerimientos de elementos esenciales (Grattan & 

Grieve, 1992). 

 

Homeostasis iónica. 

El flujo de agua provocado por la transpiración foliar produce el movimiento de sales 

desde las raíces hasta las hojas. En las raíces, los solutos que ingresan siguiendo el 

flujo de transpiración, se mueven por el simplasto y por el apoplasto. Los solutos que 

son transportados por esta última vía y son capaces de atravesar la membrana de las 

células de la endodermis radical, continúan su transporte por el simplasto hasta 

alcanzar el xilema (Figura 2.1.). En teoría, el movimiento de iones por el apoplasto se 

interrumpe en la endodermis: la impermeabilidad de las paredes de las células 

endodérmicas engrosadas con suberina y lignina (banda de Caspary) impiden el libre 
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flujo (Figura 2.1.C.). En este punto, los iones deben atravesar la barrera selectiva de 

las membranas para continuar su camino hacia los vasos del xilema (Clarkson, 1996). 

En todo este camino hacia el sistema xilemático, el flujo de iones encuentra células 

especializadas, con un sistema vacuolar desarrollado, donde los sistemas de 

transporte a través de membranas plasmática o vacuolar descritos previamente 

pueden contribuir a la selectividad en el transporte de iones a las hojas (Jeschke, 

1984).  

Los transportadores de membrana que translocan minerales desde el suelo hacia la 

planta y median su distribución en forma pasiva o activa, desempeñan un papel clave 

en la homeostasis iónica. En caso de la distribución pasiva, el movimiento de los iones 

ocurre a favor de un gradiente de concentración, en tanto que el movimiento activo 

implica la energización de transportadores por el gradiente electroquímico generado 

por bombas de protones, también conocidas como H+-ATPasas (Figura 2.2.). El 

potencial de membrana de las células vegetales puede alcanzar valores cercanos a 

los -200mV. Esto favorece en gran medida el transporte pasivo de cationes como el 

Na+ hacia el interior de la célula, especialmente cuando existen altas concentraciones 

extracelulares de dicho catión, como en el caso del estrés salino (Chinnusamy & Zhu, 

2004). El Na+ acumulado en el interior de la célula puede funcionar como el principal 

osmolito inorgánico (Yang et al, 2007) y favorecer así el ajuste osmótico, pero luego de 

un cierto tiempo bajo estrés y una vez sobrepasados ciertos niveles intracelulares de 

dicho catión, esta acumulación puede perjudicar el funcionamiento normal de la célula. 

Un aspecto a tener en cuenta por su importancia en la adaptación y supervivencia de 

las plantas en condiciones de salinidad es la capacidad de las mismas de mantener la 

homeostasis iónica en tales condiciones. Cuando la salinidad del suelo es alta, y/o el 

pH es igual o superior a 8,5, la distribución de cationes de las células vegetales puede 

verse alterada (Niu et al, 1995) y un considerable número de nutrientes, tales como el 

P, Fe y Zn2+ pueden tornarse deficientes (Clark, 1982; Marchner, 1995).  

En el caso del estrés salino, el alto contenido de sales (como Na+) generalmente altera 

el balance de nutrientes, causando una toxicidad ión-específica, además de perturbar 

la regulación osmótica (Mengel & Kirkby, 2001; Ashraf & Harris, 2004). Esta situación 

causa efectos adversos a nivel bioquímico y fisiológico sobre el crecimiento y 

desarrollo de la planta, (Munns, 2002). Los altos niveles de Na+ inhiben asimismo la 

absorción de Ca2+ y K+, lo cual resulta en un antagonismo Na+/K+. Algunas especies de 

plantas se adaptan a elevadas concentraciones de sales disminuyendo el potencial 

osmótico de sus tejidos, por medio de la acumulación de solutos inorgánicos como Na+ 

y K+ (Asch et al, 2000), así como también solutos orgánicos y aminoácidos libres 

(generalmente prolina) (Zhu, 2001, Ashraf & Harris, 2004). . 



CAPÍTULO II. HOMEOSTASIS IÓNICA Y ARQUITECTURA RADICAL 

23. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cutícula 

Epidermis superior

Mesófilo en 
empalizada 

Haz vascular 
Xilema 

Floema 

Epidermis inferior 

Mesófilo esponjoso Células oclusivas

Estomas

A) B) 

C) 



CAPÍTULO II. HOMEOSTASIS IÓNICA Y ARQUITECTURA RADICAL 

24. 
 

Figura 2.1. | Transporte de iones en la planta. A) Al igual que el agua, los iones penetran libremente en 
los espacios libres de la corteza radical hasta alcanzar la endodermis, punto en el que las bandas de 
Caspary impiden el progreso subsiguiente. Este movimiento de difusión es por definición bidireccional, 
como se indica en el paso A de la figura. Las células corticales remueven los iones de los espacios libres 
de la corteza a través de procesos mediados por transportadores. El transporte inicial dentro de estas 
células es a través de la membrana plasmática hacia el citoplasma (paso B). Una vez ahí, dos rutas 
principales siguen; una a través del tonoplasto hacia la vacuola (paso C) y el otro dentro del citoplasma a 
través de los plasmodesmos entre células contiguas – movimiento simplástico (paso D). La vía simplástica 
de transporte que lleva a la estela y a los elementos conductores del xilema es un sistema abierto, una 
vez que dentro de la estela, los iones dejan el simplasto y entran nuevamente a la vía apoplástica de la 
estela (paso E y F). Moviéndose a través del xilema (paso J), los iones llegan a las nerviaciones 
terminales de las hojas y une vez ahí se mueven libremente (paso K) en los espacios de pared celular del 
mesófilo – apoplasto foliar (paso L). Estas células son así bañadas por la solución de iones en forma 
similar a la que las células corticales de la raíz son bañadas por la solución en los espacios libres de la 
raíz. En forma similar a las células de la raíz, las células del mesofilo foliar acumulan iones de la solución 
que las irriga mediante mecanismos de transporte activo (paso M). De esta forma, la mayoría de los iones, 
antes de alcanzar el citoplasma de las células foliares deben haber sido transportados a partir de los 
espacios extracelulares a través de la membrana plasmática en el citoplasma al menos dos veces: la 
primera por las células radicales, y luego nuevamente por las células foliares. Una vez dentro del 
citoplasma de la célula foliar los iones deben moverse por la vía simplástica de célula a célula (paso N). 
Para una mejor comprensión de los caminos celulares, en las figuras del panel derecho es posible 
visualizar en B) la estructura anatómica de una hoja y en C) la estructura anatómica de una raíz en zona 
de crecimiento primario (Adaptado de Epstein & Bloom, 2005). 
 

La principal estrategia celular para tolerar la salinidad es el mantenimiento de la 

concentración de Na+ citoplasmático por debajo de los límites de toxicidad. Dado que 

el ingreso de Na+ a la célula se lleva a cabo por difusión simple siguiendo un gradiente 

electroquímico, la homeostasis iónica debe mantenerse removiendo los iones en 

exceso del citoplasma. A diferencia de las células animales y las levaduras, las células 

vegetales no poseen Na+/K+ ATPasas para el bombeo de estos cationes hacia el 

exterior de las células (Schulze et al, 2005). En cambio, las plantas tienden a mantener 

las concentraciones de iones Na+ con antiporters que movilizan Na+ hacia el exterior 

de la célula o hacia la vacuola, gracias a un mecanismo de transporte del tipo antiporte 

Na+/H+, acoplando el movimiento de Na+ en contra del gradiente de concentración, con 

el del H+ hacia adentro, a favor del gradiente electroquímico generado por H+-ATPasas 

y H+-PPiasas (Parida & Das, 2005) (Figura 2.2.). En forma simultánea, y con el fin de 

mantener balance iónico, las células acumulan aniones inorgánicos tales como Cl- 

(Santa-Cruz et al, 2002), NO3
- o aniones orgánicos sintetizados por la mismas células 

vegetales (Sagi et al, 1997). 

Considerando al apoplasto y la vacuola como compartimientos externos a la célula, la 

homeostasis iónica se mantiene entonces por la extrusión de iones tóxicos hacia el 

apoplasto y/o por su acumulación en la vacuola (Blumwald et al, 2000). La extrusión 

de iones puede no ser una estrategia de tolerancia muy viable, dado que la 

acumulación de los mismos en el apoplasto impone, rápidamente, un estrés 

hiperosmótico en el citoplasma con consecuencias perjudiciales (Flowers et al, 1991; 
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Yeo, 1998). Sin embargo, es un mecanismo destacable cuando se tienen en 

consideración los fenómenos de redistribución de iones a nivel de la planta entera. En 

cambio, la acumulación de iones en la vacuola constituye un mecanismo de tolerancia 

de gran importancia, siendo una demostración de ello la inducción de las actividades 

H+-ATPasa, H+- PPiasa y el antiporte Na+/H+ en la vacuola bajo condiciones de estrés 

salino (Blumwald et al, 2000), así como la inducción de genes que codifican para 

antiporters Na+/H+ vacuolares (Yokoi et al, 2002). 

Una de las consecuencias negativas de la acumulación de Na+ en la célula, es la 

competencia con el K+ y por lo tanto el bloqueo de algunas de las funciones vitales 

desempeñadas por este último. Como consecuencia de esto, y teniendo en cuenta 

además que el Na+ interfiere con la captación de K+ (Salisbury & Ross, 2000), la 

relación Na+/K+ es una forma de estimar la capacidad de la planta de mantener la 

homeostasis de K+ bajo condiciones de estrés 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.2. | Proteínas de transporte implicadas en la tolerancia al estrés salino. La 
descripción esquemática de la célula vegetal incluye: vc, vacuola; cp, cloroplasto; mt, 
mitocondria; pc, pared celular; mp, membrana plasmática; Δ, potencial de membrana. El 
gradiente de protones establecido por H+-ATPasas y pirofosfatasas está indicado por +/-. Bajo 
condiciones de estrés salino, el Na+ y el Cl- son secuestrados en la vacuola, mientras que el K+ 
y osmolitos como la prolina están presentes en altas concentraciones en el citosol. Los 
símbolos para los diferentes trasportadores localizados en la membrana están identificados por 
el ión o protón transportado y por la dirección del movimiento. Para las organelas (mt y cp) 
todavía no se han caracterizado transportadores a través de técnicas moleculares. Una Na+-
ATPasa incluída en la membrana plasmática es hipotética al igual que el antiporter Na+/H+ en la 
membrana plasmática (Adaptado de Bohnert and Sheveleva, 2009). 
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En el caso de la alcalinidad, el efecto sobre la homeostasis iónica está menos 

caracterizado. Cuando una planta está sometida a condiciones de alcalinidad, el alto 

costo de mantener el gradiente electroquímico de H+ a nivel de la endodermis podría 

ser una de las causas de los efectos negativos de este tipo de estrés (Campbell & 

Nishio, 2000; Shi et al, 1998). Como consecuencia de ello se vería sustancialmente 

afectado el transporte activo de nutrientes hacia el interior de la planta y la exclusión 

de iones tóxicos.  

 

Arquitectura del sistema radical 

El sistema radical es extensivo, pero con desarrollo estructurado (Fitter, 1987, 1991; 

Hodge et al, 2009). Esta característica puede ser considerada como una respuesta 

evolutiva a cada variabilidad espaciotemporal por la disponibilidad de recursos y por 

las restricciones asociadas al crecimiento (Harper et al, 1991). Como consecuencia, la 

extensión en el tiempo y en el espacio del sistema radical está gobernada por reglas 

del desarrollo genéticamente dirigidas, las cuales a su vez son moduladas por las 

condiciones ambientales.  

La configuración espacial del sistema radical (número y longitud de raíces laterales), 

también denominado arquitectura radical, varia ampliamente dependiendo de la 

especie vegetal, de la composición del suelo, y particularmente de la disponibilidad de 

agua y nutrientes (Malamy, 2005 en Hodge et al, 2009). Las plantas pueden optimizar 

su arquitectura radical mediante la iniciación de primordios radicales laterales y 

regulando el crecimiento de raíces de primer orden o raíces laterales. Los sistemas 

radicales resultan del control coordinado tanto de programas genéticos endógenos 

(regulando el crecimiento y la organogénesis) como de la acción de estímulos 

ambientales bióticos o abióticos (Malamy 2005 en Hodge 2009). La interacción entre 

estas señales intrínsecas y extrínsecas complica aún más la disección de los 

mecanismos involucrados. 

Dependiendo de la extensión de las raíces laterales relativas al eje primario o principal, 

la morfología del sistema radical varía entre un sistema con notable dominancia de un 

eje principal hasta un sistema difuso o fasciculado (Figura 2.3.). En el caso particular 

de L. tenuis, tal como ocurre en las dicotiledóneas, el sistema radical deriva de la 

radícula del embrión, la cual forma una raíz principal y de la formación de raíces 

laterales (sistema radical primario), cuyas prolongaciones pueden exhibir crecimiento 

radial. 
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Arquitectura radical 

Las variaciones de forma entre sistemas radicales pueden ser descriptas utilizando 

análisis arquitecturales, que son aproximaciones basadas en el hecho de que la 

mayoría de los sistemas radicales pueden ser descriptos asumiendo que su morfología 

podría equipararse a la de árboles trivalentes ramificados, para los cuales han sido 

desarrolladas descripciones matemáticas, en campos tan diversos como la 

neurobiología, paleobiología y geomorfología (Fitter et al, 1991). 

El término arquitectura radical ha sido utilizado en varios contextos para hacer 

referencia a distintos aspectos de la forma del sistema radical, y se refiere a la 

configuración espacial del mismo, como por ejemplo la explicita disposición geométrica 

de los ejes radicales. Generalmente, los estudios de arquitectura radical no incluyen 

los detalles estructurales finos, tales como los pelos radicales, sino que involucran al 

Figura 2.3. | Ejemplos de variación en la arquitectura radical (obtenidos por excavación parcial en 
el suelo).  En la hilera superior, los sistemas radicales son pequeños y ramificados, mientras que en la 

hilera inferior se caracterizan por ser marcadamente ramificados. El aumento de la dominancia de un 

eje principal se incrementa de la izquierda para la derecha (Kutshera, 1960 en Hodge et al, 2009) 
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sistema radical entero o grandes subconjuntos del sistema radical de una planta 

individual. 

La topología radical hace referencia a la manera en que los ejes radicales individuales 

están conectados unos a los otros a través de la ramificación. Como en la terminología 

matemática, la topología de la raíz es estable a la deformación o rotación de los ejes 

sobre sí mismos y además es posible medir en sistemas radicales excavados. 

Como descriptor de múltiples ejes radicales, la arquitectura es taxativamente superior 

que la topología y la distribución. Cuando se conoce la arquitectura radical, 

inevitablemente se conocen la topología y la distribución. Sin embargo, no se puede 

inferir la arquitectura a partir de la topología o de la distribución. A pesar de ello, la 

topología y distribución de raíz son los descriptores más comúnmente utilizados en 

estudios de forma radical, debido a que son más fáciles de medir que la arquitectura. 

 

Modelado topológico 

Existen varias escuelas de modelado topológico de raíces que difieren entre sí en la 

forma de asignar los órdenes jerárquicos a los diferentes componentes de la raíz 

(Bernston, 1997). En este trabajo, utilizamos el sistema de ordenamiento centrípeto 

funcional desarrollado por Fitter (1987). Dicho sistema consiste en representar el 

sistema radical por un conjunto de links (o conectores) los cuales unen dos puntos de 

ramificación (link interno) o un ápice a un punto de ramificación (link externo) (Figura 

2.4.A.). De esta manera se determinan los parámetros topológicos derivados tales 

como la magnitud (µ, número de links externos), altitud (a, el recorrido más largo entre 

el link externo y el link basal) y la relación entre ambos (Fitter, 2002). 

La asignación de valores topológicos se inicia desde los ápices radicales y se 

establece fijando órdenes de magnitud crecientes a los puntos de ramificación 

siguientes hacia la base. Esta dirección de ordenamiento es funcional una vez que el 

orden asignado refleja la distancia topológica desde el ápice radical (Figura 2.4.B.). La 

distancia desde los ápices radicales se correlaciona con la edad y puede ser un 

importante determinante de la morfología y de la capacidad fisiológica de una sección 

de raíz determinada (Clarkson, 1996 en Berntson, 1997). 

Estos atributos se utilizan para determinar índices topológicos que representan 

atributos de un sistema radical en términos del costo de carbono, de las propiedades 

de transporte, del anclaje y de la eficiencia de explotación de los recursos de las 

diferentes arquitecturas topológicas (Fitter, 2002; Berntson, 1997). Estos índices 
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topológicos varían entre un valor mínimo de 0 y un valor máximo de 1. Cuando estos 

valores tienden a cero, indican un patrón topológico del tipo dicotómico, mientras que 

cuando tienden al valor uno, se acercan a un patrón topológico del tipo espina de pez 

(Figura 2.4.C.).  
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Figura 2.4. | Topología radical. A) Ilustra la magnitud individual para cada link en el sistema y 

los valores de los parámetros topológicos. A los links externos (señalizados con una E) se les 

asigna una magnitud (μ) de 1, y todos los links internos presentan una magnitud equivalente a la 

suma de sus dos links concluyentes desde los meristemas. Nótese que los meristemas radicales 

se localizan en que los links externos, y que la magnitud (μ) se corresponde al número de ápices 

o meristemas. B) Indica la dirección centrípeta de la asignación de valores topológicos en el 

sistema radical (en el modelo centrípeto funcional utilizado en este trabajo es de los links 

exteriores hacia la base). C) Representa los patrones topológicos extremos tipo y sus 

características topológicas. Para una magnitud específica, el patrón Espina de Pez (izquierda) se 

corresponde al modelo con el menor número posible de ramificaciones, mientras y el patrón 

Dicotómico (derecha) se corresponde el máximo de ramificaciones posibles. (Adaptado de 

Fitter, 1987, Berntson, 1997). 

Sistema de ordenamiento centrípeto funcional 
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El patrón dicotómico se caracteriza por tener menos costo de construcción que el 

patrón espina de pez y por ser más eficiente en términos de transporte, dado que 

posee un menor recorrido desde los ápices hacia la base de la raíz (Fitter, 1987). En 

contraste, el patrón espina de pez posee un costo de construcción más alto, pero al 

mismo tiempo es más eficiente en hábitats donde los recursos del suelo son escasos, 

ya que minimiza la competencia por los nutrientes entre las ramificaciones de la raíz. 

 

De esta manera, el objetivo del presente capítulo fue (1), comparar la respuesta de L. 

tenuis al estrés salino, alcalino y mixto salino-alcalino, con respecto a su efecto sobre 

el crecimiento, incorporación de nutrientes y morfología de raíz; y (2) identificar 

características comunes y distintivas de la respuesta morfológica de las raíces de L. 

tenuis al estrés alcalino y mixto salino-alcalino, con respecto al estrés salino neutro. 
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RESULTADOS 

 

2.1. Parámetros de crecimiento  

Como se mencionó a lo largo de la introducción, el NaHCO3 representa la principal sal 

alcalina en los suelos de la Pampa Deprimida (Vázquez et al, 2001). Para poder iniciar 

los estudios de alcalinidad en L. tenuis se necesitó previamente determinar las 

concentraciones experimentales óptimas de esta sal para imponer restricciones al 

crecimiento sin provocar efectos letales sobre las plantas. De esta manera, se analizó 

el crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de carbonato. Por otra 

parte, esta sal raramente se encuentra aislada en el suelo, estando generalmente 

asociada a otras sales de sodio, como el NaCl. Es por ello que la respuesta a la 

alcalinidad se evaluó en ausencia de NaCl (estrés alcalino) y en presencia de NaCl 

(estrés mixto salino-alcalino). Como control de los efectos provocados por la salinidad, 

se utilizó un tratamiento con NaCl como sal neutra. 

2.1.1. Determinación de concentraciones óptimas para ensayos de alcalinidad en L. 

tenuis 

Con la finalidad de seleccionar la concentración óptima para realizar los ensayos de 

alcalinidad en L. tenuis se cultivaron las plantas en concentraciones crecientes de 

NaHCO3. Bajo estas condiciones, mientras que la alcalinidad (o capacidad tampón) de 

la solución de riego aumenta en función de la concentración de la sal, el pH oscila 

entre 8,0 y 8,5. 

En la Figura 2.5. A se puede visualizar el efecto de esta sal sobre la acumulación de 

biomasa total de L. tenuis. Bajo estas condiciones, se pudo observar que la alcalinidad 

producida a concentraciones de 10 mM de NaHCO3 redujeron la biomasa de las 

plantas en un 30% con respecto al control, mientras que concentraciones superiores a 

30 mM de NaHCO3 provocaron reducciones superiores al 50 % con respecto al 

control. 
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Esta reducción tan severa a elevadas concentraciones de bicarbonato fue 

acompañada de una coloración marrón de las raíces de las plantas y una visible 

reducción de la biomasa de las mismas (Figura 2.5. B). 

Bajo estas circunstancias, se seleccionó la concentración de 10 mM de NaHCO3 para 

la totalidad de los ensayos que se han realizado en este trabajo de tesis. Esta elección 

se justifica debido a que en dicha concentración se observó un efecto significativo 

sobre el crecimiento de las plantas pero que el mismo no resultara tan dramático como 

para comprometer la supervivencia de la planta.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.5. | Respuesta de L. tenuis a concentraciones ascendentes de 
carbonatos. Con la finalidad de seleccionar la concentración óptima para trabajar 

con NaHCO3 se evaluó la acumulación de biomasa de L. tenuis bajo diferentes 

concentraciones de la sal. A) Biomasa total de plantas de L. tenuis de un mes 

sometidas a distintas concentraciones de NaHCO3. Las barras de error representan 

el ES y las letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos. 

Los valores entre paréntesis son los promedios de los valores transformados 

(P≤0,01 mediante comparación de medias de Tukey), (n = 3). B) Imágenes de 

tamaño de las plantas al finalizar el experimento.. 
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2.1.2. Biomasa y alopatía. 

Para caracterizar la respuesta de L. tenuis a la presencia de sales neutras y sales 

alcalinas, se las cultivó como se describe en el ítem 7.5. 

Al analizar la biomasa total de las plantas sometidas a los diferentes tipos de estrés se 

observó que todos los estreses afectaron significativamente dicho parámetro, siendo la 

reducción en la producción de biomasa de alrededor del 30% tanto para el caso del 

estrés alcalino como el salino; y alrededror del 70 % para el estrés mixto salino-

alcalino (Tabla 2.1; Figura 2.6.).  

Dejando de lado esta respuesta de la biomasa total en la que no se observan 

diferencias significativas entre el estrés alcalino y el salino, resultó interesante analizar 

los efectos de los diferentes tipos de estrés sobre el crecimiento de vástagos y raíces 

por separado, tal como se observa en los resultados de la Tabla 2.1. De esta manera, 

analizando lo que ocurre en el vástago, se observaron reducciones significativas de 

hasta un 40% en el tratamiento alcalino y de hasta un 70 % en el estrés mixto con 

respecto al control, mientras que el estrés salino no afectó significativamente dicho 

parámetro.  

Por su parte, analizando lo que ocurre con la biomasa radical, se detectaron 

diferencias en los efectos de los distintos tratamientos. Mientras que el estrés alcalino 

no provocó una disminución significativa sobre la producción de biomasa radical, el 

estrés salino redujo la biomasa en alrededor del 50 % con respecto al control. Por su 

parte, las plantas expuestas a estrés mixto presentaron una biomasa radical 

intermedia entre los dos extremos antedichos, no siendo esta diferencia significativa 

con respecto a los mismos (Tabla 2.1.). 

Estas diferencias se hicieron más claras al analizar la alopatía o asignación de los 

recursos entre la raíz y la biomasa del vástago entre los diferentes tratamientos. Las 

planta sometidas a condiciones de alcalinidad (ya sea estrés alcalino o mixto salino-

alcalino), mostraron una mayor partición de la biomasa hacia las raíces, con respecto 

al control. Por el contrario, bajo condiciones de salinidad esta partición se invirtió, 

asignándose más recursos hacia el desarrollo del vástago (Tabla 2.1). En el caso del 

estrés alcalino, dicho efecto se debió a la reducción de la biomasa del vástago, 

mientras que en el caso del estrés mixto se debió a que si bien tanto la biomasa de 

vástago como la de raíz fueron reducidas, la reducción de biomasa del vástago fue 

proporcionalmente mayor que la de raíz (Tabla 2.1).  



CAPÍTULO II. HOMEOSTASIS IÓNICA Y ARQUITECTURA RADICAL 

34. 
 

Tabla 2.1. | Biomasa de plantas expuestas a diferentes tipos de estrés. 

Tratamiento  Biomasa (mg por planta)  Partición RA/PA 
Vástago Raíz Total 

Control 241ª (0,66) 49ª (1,37) 291a (0,58) 0,21a (0,70) 

Alcalino 150b (0,86) 45ª (1,37) 195b (0,74) 0,33b (0,51) 

Salino 164ª,b (0,82) 21b (1,71) 185b (0,77) 0,13c (0,89) 

Mixto 78c (1,13) 27a,b (1,59) 105c (1,00) 0,35b (0,46) 

Los valores representan la media ± ES de cada tratamiento (n=10 plantas). Los 
valores entre paréntesis representan los promedios de los valores transformados. Las 
letras indican las diferencias significativas entre los tratamientos mediante 
comparación de medias según el test de Tukey con p ˂ 0,01 en ANOVA. Las 
comparaciones solamente son válidas dentro de cada columna. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.6. | Desarrollo de vástagos y raices de plantas de L. tenuis 
expuestas a diferentes tipos de estrés. Se visualiza la reducción en el 
crecimiento total en todos los tratamientos afectados por sal. 
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2.2. Homeostasis iónica 

2.2.1. Contenido de los cationes Na+ y K+. 

El contenido de Na+ en hojas de plantas expuestas a todas las condiciones de estrés 

fue mayor que el de las plantas empleadas como controles. En dicho órgano, las 

condiciones de estrés salino y mixto provocaron una acumulación de Na+ mayor que la 

detectada en las condiciones de estrés alcalino (Figura 2.7 a). En raíces, el contenido 

de Na+ fue mayor en las plantas cultivadas en condiciones de estrés salino y mixto que 

en las plantas control. En este órgano, a diferencia de lo observado en hojas, la 

acumulación del catión antedicho fue mayor en condiciones de estrés mixto que en 

condiciones de estrés salino. Si bien los niveles de Na+ en raíces de plantas cultivadas 

en condiciones de alcalinidad fueron mayores que los de plantas control, dicha 

diferencia no alcanzó a tener significación estadística (Figura 2.7 a). Vale la pena 

señalar también que bajo todas las condiciones de estrés, el contenido de Na+ en 

hojas fue mayor al de raíces (Figura 2.7 a y b). 

Tal como suele ocurrir bajo condiciones de estrés salino, dicha condición provocó una 

disminución del contenido de K+ en hojas, en comparación con el contenido de dicho 

catión en hojas de plantas control. En cambio, el estrés alcalino no modificó los niveles 

de K+ en hojas, mientras que el estrés mixto tuvo sobre dicho parámetro un efecto 

similar al del estrés salino. El contenido de K+ en raíces no fue afectado por ninguna de 

las condiciones de estrés estudiadas, siendo en todas ellas similar al de las plantas 

cultivadas en condiciones control (Figura 2.7 c y d). 

 

2.2.2. Relación Na+/K+ 

El estrés salino provocó un aumento de la relación Na+/K+ en hojas, en comparación 

con las plantas control. El estrés mixto tuvo un efecto similar sobre dicho parámetro, 

mientras que por el contrario el estrés alcalino no tuvo efecto. Al analizar la relación 

Na+/K+ en raíces, se comprobó que todas las condiciones de estrés provocaron un 

aumento significativo con respecto a lo observado en condiciones control. Además, las 

distintas condiciones de estrés difirieron en la magnitud del cambio provocado en la 

relación Na+/K+ de las raíces, siendo el estrés mixto el que provocó un cambio de 

mayor magnitud en dicho parámetro (Figura 2.7 e y f). 
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Figura 2.7. | Contenido de iones en hojas y raíces de plantas de L. tenuis expuestas a diferentes 
condiciones de estrés. a, b, c y d) Niveles de los cationes Na+ y K+. Los mismos fueron determinados 
por fotometría de llama, de acuerdo a lo descripto en materiales y métodos. e y f) Relación Na+/K+ en 
hojas y en raíces respectivamente. La relación fue calculada sobre la base de los niveles de Na+ y K+  
Mostrada en los paneles anteriores. g y h) Niveles del anión Cl- en hojas y raíces, determinados 
empleando una reacción colorimétrica, de acuerdo a lo descripto en materiales y métodos. 
En todos los casos, los resultados son el promedio de 6 repeticiones, cada una de ellas consistente en 
un pool de 5 plantas. Las letras indican diferencias significativas mediante test de comparación de 
medias de Tukey con P≤0,05.  
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2.2.3. Contenido del anión Cl- 

El cultivo de plantas en condiciones de estrés mixto resultó en una acumulación 

significativa de Cl- con respecto a las plantas control, tanto en hojas como en raíces. 

La aplicación de condiciones de salinidad también provocó una acumulación de Cl- en 

ambos órganos, siendo significativa solamente en hojas, mientras que el cultivo en 

condiciones de alcalinidad no tuvo efecto sobre la acumulación de dicho anión en 

ninguno de los dos órganos estudiados. Vale la pena destacar que las plantas 

expuestas a condiciones de estrés salino y mixto, acumularon mayores cantidades de 

Cl-  que de Na+, tanto en hojas como en raíces. De este modo, en condiciones de 

estrés salino los niveles de Cl- en hojas fueron de 3.538,07 µmoles/g PS (Figura 2.7 

g), mientras que los de Na+ fueron de 1.264,37 µmoles/g PS. En forma semejante, 

bajo dicha condición de estrés los niveles de Cl- en raíces fueron de 528,91 µmoles/g 

PS (Figura 2.7 h), mientras que los de Na+ fueron de 311,98 µmoles/g PS. Una 

situación similar se presentó al analizar los efectos del estrés mixto sobre los niveles 

de Na+ y Cl-, tanto en hojas como en raíces. 

2.2.4. Nutrientes. 

La salinidad, combinada o no con la alcalinidad, provocó una disminución en el 

contenido foliar de Ca2+, Mg2+ y Bo. Por su parte, la alcalinidad, tanto en presencia 

como en ausencia de NaCl, redujo el contenido de Zn2+ (Tabla 2.2 A).  

Por otro lado, no se observaron diferencias significativas en el contenido de P, N, Cu, 

Fe, Mn y S entre los tratamientos (Tabla 2.2 B). 
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Tabla 2.2. | Efecto de los tratamientos sobre la concentración de nutrientes en hojas de L. tenuis. A 
indica las concentraciones de los nutrientes que presentaron diferencias significativas entre los 
tratamientos, y B las concentraciones de los nutrientes que no se modificaron.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Valores representan la media ± ES en cada tratamiento (n=4). Las letras indican las diferencias 
significativas entre los tratamientos mediante comparación de medias Tukey, con p < 0,01 en 
ANOVA. Las comparaciones solamente son válidas dentro de cada columna. 
Siglas: ICP, espectrometría de masa; AA, Espectrometría de Absorción Atómica. 

 

2.2.5. La prolina como indicador de estrés osmótico. 

El contenido de prolina fue analizado en plantas expuestas a las distintas condiciones 

de estrés estudiadas. El crecimiento de las plantas en condiciones de alcalinidad no 

provocó modificaciones del contenido de prolina en comparación con los controles, 

siendo esto válido tanto para hojas como para raíces (Figura 2.8.). El crecimiento de 

las plantas en condiciones de salinidad provocó un aumento de los niveles de prolina 

con respecto a la condición control, en un 94% y un 58% para hojas y raíces, 

respectivamente (Figura 2.8.). El estrés mixto incrementó los niveles de prolina de 

hojas y raíces con respecto a las plantas control, en una forma similar a la del estrés 

salino (Figura 2.8.).  

B) P N S Fe Cu Mn

ICP Kjeldahl ICP AA AA AA

TRATAMIENTO g/kg g/kg g/kg mg/kg mg/kg mg/kg

CONTROL 9,6 ± 3,3 47,5 ± 3,3 3,0 ± 0,9 154,6 ± 12,0 3,6 ± 0,8 68 ± 4,8

ALCALINO 8,7 ± 6,2 49,1 ± 6,2 2,8 ± 0,4 165,6 ± 10,0 4,9 ± 1,1 60 ± 4,2

SALINO 9,9 ± 4,9 45,0 ± 4,9 3,1 ± 0,6 173,5 ± 31,0 3,2 ± 0,8 73 ± 5,1

MIXTO 10 ± 3,6 45,9 ± 3,6 2,5 ± 0,8 164,4 ± 34,0 4,1 ± 0,6 73 ± 5,1

A) Ca Mg B Zn

AA AA ICP AA

TRATAMIENTO g/kg g/kg mg/kg mg/kg

CONTROL 12,2 ± 1,4 a 2,0 ± 0,6 a,b 53,2 ± 3,5 a 22,6 ± 3,0 a

ALCALINO 12,6 ± 2,0 a 2,7 ± 0,3 a 57,1 ± 4,5 a 17,5 ± 2,2 b

SALINO 7,5 ± 0,5 b 1,4 ± 0,5 c 37,0 ± 3,8 c 23,2 ± 3,0 a

MIXTO 8,9 ± 0,5 b 2,2 ± 0,5 b 46,3 ± 3,2 b 13,1 ± 2,8 c
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Figura 2.8. | Contenido de prolina en plantas de L. tenuis cultivadas en diferentes condiciones 
de estrés. Los niveles de prolina fueron analizados en hojas y raíces de acuerdo a lo descripto en 
materiales y métodos. Los resultados son el promedio de 6 repeticiones, cada una de ellas 
consistente en un pool de 5 plantas. Las letras indican diferencias significativas con P≤0,05 (los 
números entre paréntesis corresponden a los valores transformados). 
 

 

2.3. Arquitectura radical 

2.3.1. Longitudes radicales y parámetros de ramificación. 

El sistema radical de L. tenuis consiste en una raíz principal y sus raíces laterales de 

primer, segundo y más raramente de tercer orden. Debido a la baja frecuencia de 

ocurrencia de las raíces laterales de tercer orden y su insignificante aporte al largo 

total de la raíz, no se tuvieron en cuenta para los análisis en este trabajo 

De acuerdo con lo que se observa en la Tabla 2.3., la longitud total de las raíces se vio 

afectada significativamente por los tratamientos. En este sentido, se observó que las 

raíces control se encontraban en un extremo, presentando la máxima longitud total, 

mientras que las raíces del tratamiento salino se encontraban en el otro extremo, con 

un longitud total mínima reducida en un 25% con respecto al control. En valores 

intermedios se ubicaron los tratamientos alcalino y mixto, que no se distinguieron 

significativamente de ninguno de los extremos.  

Por otro lado, se evaluó el aporte a la longitud total del eje principal (raíz principal) y 

las raíces laterales de primer y segundo orden. En este sentido, las raíces laterales de 

primer orden fueron en todos los casos las que mayoritariamente aportaron a la 

longitud total de la raíz (más del 60% en todos los casos), seguidas por las raíces de 
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segundo orden que aportaron entre el 15 y el 30% aproximadamente de la longitud 

total y finalmente la raíz principal que constituyo cerca del 10% de la longitud total. A 

pesar de estos datos a nivel de planta entera, es remarcable que hubo diferencias 

significativas entre estos porcentajes según los tratamientos. De esta forma, las 

plantas sometidas al estrés alcalino presentaron un incremento significativo de cerca 

de un 15% en la longitud total en las raíces de primer orden a expensas de una 

reducción de casi el 50% de la longitud de las raíces de segundo orden con respecto 

al control. Los tratamientos salino y mixto presentaron una tendencia similar 

ubicándose en una posición intermedia entre estos dos extremos (Tabla 2.3.). Por su 

parte, no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al 

aporte de la raíz principal a la longitud total de las raíces. 

Por otro lado, la longitud de la raíz principal, la cual define la profundidad hasta la cual 

la raíz explota los recursos del sustrato, no presentó diferencias significativas entre los 

tratamientos (Tabla 2.3.). 

 

Tabla 2.3. | Valores de longitud total de raíces y contribución al largo total de cada orden 
de ramificación radical. 

 
Longitud de raíces (cm)  Porcentaje de contribución a la longitud de 

las raíces 
 Longitud total 

(L) 
Raíz 

principal 
 principal 

1er  orden 
(% L1) 

2o orden 
(% L2) 

Control 407 ± 128 a 26 ± 6  8 ± 3 66 ± 7 b 28 ± 8 a 

Alcalino 359 ± 70 a,b 29 ± 3  8 ± 2 78 ± 6 a 14 ± 7 b 

Salino 257 ± 134 b 27 ± 7  12 ± 5 73 ± 7 a,b 15 ± 9 b 

Mixto 312 ± 99 a,b 26 ± 4  9 ± 3 71 ± 7 a,b 20 ± 9 a,b 

       

F(39,9)     3,34 *    ns  ns   5,61 **     5,69 ** 

Valores representan la media ± ES en cada tratamiento (n=10 plantas). Las letras indican las 
diferencias significativas entre los tratamientos mediante comparación de medias Tukey. * equivale 
a p < 0,05, ** a p < 0,01 y ns a resultado no significativo en ANOVA. Las comparaciones 
solamente son válidas dentro de cada columna. 
 

El SRL (del inglés, Specific Root Length), o longitud específica de la raíz es definida 

como la relación entre la longitud de raíz y su biomasa de pesos seco. Esta medida 

también presentó diferencias significativas entre los tratamientos (Figura 2.9.). El 

tratamiento alcalino fue, entre todos los tratamientos, el que presentó la menor longitud 

específica, mientras que el tratamiento salino presentó las raíces con mayores valores 

para este parámetro. Las raíces de los tratamientos control y mixto se mantuvieron en 

valores intermedios entre los tratamientos alcalino y salino, no presentando diferencias 

significativas entre ellos. 
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Figura 2.9. | Longitud radical específica 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Valores representan la media ± ES en cada tratamiento (n=10 plantas). Las letras 
indican las diferencias significativas entre los tratamientos mediante comparación 
de medias Duncan con p < 0,01 en ANOVA (F4,39 = 4,53).  
 

 

Otros parámetros que presentaron variaciones significativas entre los tratamientos 

fueron los patrones de ramificación. En este sentido, la aplicación del estrés salino, 

tanto neutro como combinado con alcalinidad, provocó un aumento en la frecuencia de 

ramificación total con respecto al control. Por su parte, el estrés alcalino se mantuvo 

en valores intermedios entre el control y el estrés salino, no presentado diferencias 

estadísticamente significativas con ninguno de los dos (Tabla 2.4.).  

Otras variables relacionadas con la ramificación que se vieron afectadas fueron el 

número y la longitud promedio de las raíces de primer y segundo orden entre los 

tratamientos. En este sentido, las raíces tratadas con las dos soluciones alcalinas, ya 

sea en forma individual o combinada con salinidad, presentaron un aumento 

significativo de cerca del 25% en el número de raíces laterales de primer orden, 

mientras que el tratamiento salino neutro no se distinguió con respecto al control 

(Tabla 2.4). Por otro lado, con respecto a las raíces laterales de segundo orden, todos 

los tratamientos afectados por sales presentaron una reducción de más del 40% con 

respecto al control. En los dos tipos de prolongaciones radicales, con respecto al 

control se observó una reducción significativa en la longitud promedio en todos los 

tratamientos afectados por sales (Tabla 2.4). Sin embargo, analizando la contribución 

porcentual al número de ramificaciones totales, se observó que todos los tratamientos 

afectados por sales aumentaron en cerca de un 25% el porcentaje de raíces de primer 

orden en detrimento del número de raíces de segundo orden (Tabla 2.4). 
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N° de raíces laterales de 2° orden longitud promedio

(nR2) % total (L2/NR2)

CONTROL 52 ± 14 a 60,2 ± 7,4 b 1,9 ± 0,6 a

ALCALINO 31 ± 18 b 36,6 ± 16,3 a 1,3 ± 0,3 c

SALINO 21 ± 12 b 42,8 ± 15,7 a 1,1 ± 0,3 c

MIXTO 34 ± 15 b 44,1 ± 13,8 a 1,6 ± 0,3 b

F (39,9) 6,87 *** 10,32*** 12,30 ***

Tabla 2.4. | Patrones de Ramificación 
 

A) Raíces laterales de primer orden: 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

B) Raíces laterales de segundo orden: 

 

 

 

 

 

 

 
 

Valores representan la media ± ES en cada tratamiento (n=10 plantas). Las letras indican las diferencias 
significativas entre los tratamientos mediante comparación de medias Tukey. * equivale a p < 0,05, ** a p 
< 0,01 y ns a resultado no significativo en ANOVA. Las comparaciones solamente son válidas dentro de 
cada columna. 
 

La alcalinidad aumentó la relación entre la longitud de los links internos y externos, 

mientras que la salinidad por sí misma no provocó ningún efecto sobre esta relación 

(Tabla 2.5). 

 
Tabla 2.5. | Longitud total de links externos y links internos en raíces de L. tenuis 
sometidas a estrés alcalino, salino y mixto. 
 

 

 

 

 

 

 

Valores representan la media ± ES por raíz (n=10). Letras indican diferencias 
significativas. * indica p < 0,05 utilizando método de comparación de medias 
Duncan. 
 

Longitud total de Longitud total de Relación

links externos links internos Link ext / Long total

CONTROL 290 ± 101 a 117 ± 34 a 0,71 ± 0,05 b

ALCALINO 271 ± 48 a 82 ± 41 a,b 0,77 ± 0,09 a

SALINO 176 ± 94 b 82 ± 43 a,b 0,70 ± 0,04 b

MIXTO 225 ± 59 a,b 63 ± 23 b 0,78 ± 0,07 a

F
(39,9) 4,04 * 3,68 * 3,87 *

Frecuencia de 
ramificacion total N° de raíces laterales de 1er orden longitud promedio

(nT/L) (nR1) % (L1/NR1)

CONTROL 25 ± 5 c 33 ± 3 b 39,8 ± 7,4 a 8,1 ± 2,3 a

ALCALINO 23 ± 4 b,c 55 ± 4 a 63,4 ± 16,3 b 5,2 ± 1,1 b

SALINO 30 ± 7 a,b 36 ± 11 b 57,2 ± 15,7 b 5,1 ± 1,5 b

MIXTO 32 ± 6 a 48 ± 13 a 55,9 ± 13,8 b 4,6 ± 0,6 b

F (39,9) 4,68 ** 12,81 *** 10,32*** 12,20 ***
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Para poder visualizar estos resultados, en la Figura 2.10. se presentan las imágenes 

escaneadas de las raíces representativas para cada tipo de tratamiento. En esta figura 

es posible observar los distintos grados de ramificación de las raíces, el largo del eje 

radical principal, las diferencias de longitud entre las prolongaciones radicales de 

primer y segundo orden y el escaso número de raíces de tercer orden.  

 

2.3.2. Parámetros topológicos 

Para comenzar la descripción de la arquitectura radical de plantas de L. tenuis 

sometidas a diferentes tratamientos de salinidad iniciamos analizando los parámetros 

topológicos descriptivos, magnitud (μ) y amplitud (a). Como es posible observar en la 

Tabla 2.6., μ solo se vio afectada significativamente por el estrés salino, reduciéndose 

en este tratamiento el número de ápices radicales (meristemas) en un 40% 

aproximadamente con respecto a los tratamientos restantes. Por su parte, la distancia 

máxima recorrida a lo largo de las diferentes ramas del sistema radical (o links) 

cuantificada por el parámetro a resultó aumentada en cerca de un 40% respecto al 

control en los tratamientos afectados por alcalinidad. Esto indica que las raíces 

sometidas a elevados niveles de alcalinidad poseen un mayor número de 

ramificaciones de primer orden que los tratamientos control y salino. 

En todos los casos, μ resultó mayor que a, indicando que existen en los sistemas 

radicales ramificaciones de orden superior al primer orden de ramificación. Sin 

embargo, esta diferencia cuantitativa resultó superior en los tratamientos control y 

mixto, indicando la existencia de un mayor número de ramificaciones terminales que el 

observado bajo los tratamientos alcalino y salino.  

 

Tabla 2.6. | Análisis comparativo de los parámetros topológicos μ y a entre los sistemas 
radicales de plantas de L. tenuis. 
 

 

 

 

 

 

 

Valores representan la media ± ES en cada tratamiento (n=10 plantas). Las letras indican las 
diferencias significativas entre los tratamientos mediante comparación de medias Tukey. ** 
equivale a p < 0,01 y *** a p << 0,01 en ANOVA. Las comparaciones solamente son válidas 
dentro de cada columna. 

 μ a TT IT

Magnitud Altitud
CONTROL 100 ± 25 a 33 ± 5 b 0,21 ± 0,10 c 0,76 ± 0,05 b

ALCALINO 94 ± 23 a 56 ± 5 a 0,54 ± 0,19 a 0,89 ± 0,06 a

SALINO 57 ± 22 b 36 ± 11 b 0,34 ± 0,15 b,c 0,85 ± 0,06 a

MIXTO 97 ± 30 a 52 ± 12 a 0,48 ± 0,15 a,b 0,87 ± 0,05 a

F (39,9) 5,20 ** 16,68 *** 9,15 *** 9,16 ***
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Figura 2.10. | Raíces extendidas de L. tenuis sometidas a distintos niveles de 
alcalinidad y salinidad. A) Control, con μ = 112 y a = 36; B) Alcalino con μ = 88 y 

a = 58; C) Salino con μ = 50 y a = 30 y D) Estrés Mixto Salino-Alcalino con μ = 97 

y a = 49.  

La barra corresponde a 4 cm de longitud (n=10 plantas). 

A B 

C D 



CAPÍTULO II. HOMEOSTASIS IÓNICA Y ARQUITECTURA RADICAL 

45. 
 

 

Los cambios en el patrón de ramificación debidos a los tratamientos salinos fueron 

acompañados por alteraciones en la topología (Tabla 2.6). Los dos índices topológicos 

analizados mostraron que la alcalinidad, tanto en su forma individual como combinada 

con salinidad, indujeron el desarrollo de raíces con una topología tendiente al patrón 

espina de pez, comparado con el observado en las raíces controles. A pesar de que la 

misma tendencia fue observada en los tratamientos con sales neutras, solo el índice 

topológico (TI) relejó lo antedicho con significancia estadística (Tabla 2.6). 

Con respecto a la distribución de los ápices asociados a la raíz principal, al dividir la 

raíz principal en dos partes y contabilizar el número de ápices asociados a cada mitad, 

se pudo observar una distribución asimétrica entre los diferentes tratamientos (Tabla 

2.7.). En los tratamientos control y salino, más del 70% de los ápices radicales se 

encontraban asociados a la mitad superior del eje principal, y el 30% a la mitad 

inferior. Esta distribución estaría indicando que existiría una concentración mayor de 

ápices en la porción de la raíz cercana a la base de la misma.  

 

Tabla 2.7. | Distribución de número de ápices a lo largo del eje radical principal. 

Tratamiento 
Mitad 

Superior 
Mitad 

inferior 
Distribución de ápices en raíz F(39,9) = 12,06 *** 

Control 81 ± 6 % 19 ± 5 % 

 

 

 

 

 

 

 

Ápices se 
concentran en 
mitad superior 

b 

Alcalino 57 ± 13 % 43 ± 13 % 

 

 

 

 

 

 

 

Ápices se 
distribuyen 
uniformemente 
a lo largo de 
eje principal 

a 

Salino 72 ± 7 % 28 ± 7 % 

 

 

 

 

 

 

 

Ápices se 
concentran en 
mitad superior 

b,c 

Mixto 61 ± 11 % 39 ± 12 % 

 

 

 

 

 

 

 

Ápices se 
distribuyen 
uniformemente 
a lo largo de 
eje principal 

a,c 

Valores representan la media ± ES en cada tratamiento (n=10 plantas). Las letras indican las 
diferencias significativas entre los tratamientos mediante comparación de medias Tukey. *** 
equivale a p << 0,01 en ANOVA.  
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Por el contrario, en los tratamientos alcalino y mixto la distribución de los ápices 

resultó más equitativa. En el caso del estrés alcalino, la cantidad de ápices entre la 

mitad superior y la mitad inferior de la raíz principal fue de cerca del 50% para cada 

lado. El estrés mixto presentó un patrón similar, pero intermedio entre el tratamiento 

alcalino y el salino. De esta manera, en los tratamientos afectados por la alcalinidad, 

los ápices estarían distribuidos uniformemente a lo largo del eje principal. 

La mayoría de las raíces laterales de segundo se concentran en la zona medio-distal 

de la raíz principal en los tratamientos alcalinos y mixto, mientras que en los 

tratamientos control y salino las raíces laterales de segundo orden se concentran en la 

región proximal-media. 
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DISCUSIÓN 

La aplicación de 10 mM de NaHCO3 como única fuente de estrés (estrés alcalino) 

redujo en un tercio la biomasa vegetal a niveles similares a los observados en el 

tratamiento salino neutro (NaCl). Esta reducción provocada por la presencia de 

NaHCO3 (10 mM) ha sido reportada en otras especies como Catharanthus roseus (L) 

G. Don (Cartmill et al, 2008), Pisum sativum L. (Gharsalli et al, 2001), Phaseolus 

vulgaris L. (Valdez-Aguilar & Reed, 2008), Oryza sativa L., Triticum aestivum L. y 

Secale cereale L. (Hajiboland et al, 2003). Sin embargo, en otros estudios en los 

cuales se compara el efecto de la salinidad neutra con la salinidad alcalina, observan 

que sales alcalinas generan niveles significativamente más altos de toxicidad vegetal 

que los salinos neutros, con reducciones en el crecimiento de más del 70% con 

respecto al control en los tratamientos más severos (Shi & Huang, 2005; Shi & Sheng, 

2005a,b; Wang et al, 2008; Yang et al 2008b). Esta aparente incongruencia se puede 

explicar si consideramos que en dichos estudios, la alcalinidad se logra mediante 

mezclas de sales neutras y alcalinas (proporción 1:1 de NaCl y NaHCO3), con 

concentraciones salinas medias entre 50 y 160 mM, llegando en algunos casos a 

concentraciones equivalentes a 400 mM. Si establecemos que la concentración de 10 

mM de NaHCO3 utilizada en nuestro tratamiento alcalino está en una dilución inferior 

que los utilizados por estos autores, nos evitamos de esta manera los componentes 

iónicos y osmóticos de estrés salino. De esta manera, la de reducción de crecimiento 

puede atribuirse fundamentalmente a la alcalinidad. 

 

Sin embargo, cuando la molaridad de la solución alcalina alcanza valores elevados, es 

posible extrapolar que la alcalinidad ejerza los mismos factores de estrés que la 

salinidad, pero con la influencia adicional de la alcalinidad (Yang et al, 2008b). Sobre 

esta base, los resultados de estos autores se asemejarían a nuestro tratamiento mixto 

salino-alcalino, en el cual la acción combinada de la salinidad y la alcalinidad resultó 

más severo que la aplicación de los tratamientos por separado. 
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Homeostasis iónica 

Tratamiento salino 

Bajo condiciones de estrés salino, las pantas de L. tenuis acumularon altos contenidos 

de Na+ a expensas del K+. Eso llevó a una acumulación de Cl-, probablemente debido 

al incremento de la permeabilidad de membrana (Greenway & Munns, 1980; Munns et 

al, 1995). De esta forma, en el caso del estrés salino neutro, la reducción en el 

crecimiento de las plantas de L. tenuis podría ser atribuido a la creciente acumulación 

de Cl- en hojas y a los desbalances de Na+/K. En este sentido, se ha reportado 

previamente que L. tenuis posee la capacidad de acumular Na+ y K+ en las hojas más 

viejas de la planta, mientras logra mantener los niveles de K+ a lo largo del vástago 

bajo condiciones de salinidad (Teakle et al, 2007), permitiendo de esta manera el 

mantener el crecimiento del vástago. Por otro lado, en los tejidos radicales de L. tenuis 

resulta interesante que los niveles de K+ no presentaron el antagonismo observado en 

hojas con los del incremento de los niveles de Na+. De hecho, en estudios realizados 

en L. tenuis sobre el flujo de trasporte de K+ en xilema desde raíces a tallo bajo 

condiciones de salinidad, indican que la planta logra mantener las concentraciones de 

este catión en niveles similares a los encontrados en los tratamientos no salinizados 

(Teakle et al, 2007). Estos resultados sugieren que L.tenuis poseería mecanismos 

específicos de captación K+ que operarían manteniendo la homeostasis de este ión en 

las células de este órgano y que no incluiría la inhibición competitiva de la absorción 

de Na+ y K+. 

Con respecto a la toma de otros nutrientes, el NaCl inhibió la adquisición de B, Mg2+ y 

Ca+2, en el mismo sentido que se reportó en estudios previos (Dhingra & Varghese, 

1985; Alam, 1993; Vigo et al, 2005). Como es bien sabido, estos tres elementos 

poseen importantes funciones fisiológicas asociadas: a) los niveles de Ca2+ en las 

plantas resultan esenciales para el mantenimiento de la integridad de la membrana y 

para contrarrestar los efectos nocivos de Na+ (Lahaye & Epstein, 1971). Por otra parte, 

el Mg2+ es un componente esencial de la molécula de clorofila y para el funcionamiento 

de las bombas de protones (Demmig & Gimmler, 1979; Rea & Sanders, 1987. 

Finalmente, niveles adecuados de B son de suma importancia para la biosíntesis y el 

mantenimiento de integridad y la estructura y la membrana plasmática (Shelp, 1993). 

Dada la importancia de estos elementos en la estructura y funcionamiento de la planta, 
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la deficiencia de los mismos podría ser también responsable de la inhibición del 

crecimiento observada en los tratamientos salinos. 

Tratamiento alcalino 

Los efectos de la alcalinidad sobre la homeostasis iónica están menos caracterizados 

que para el caso del estrés salino (Munns, 2005). El principal efecto de la alcalinidad 

sobre la homeostasis iónica se atribuye a su efecto sobre la disponibilidad de los 

nutrientes en el suelo. Sin embargo, la alcalinidad también afecta los procesos 

involucrados en la toma de nutrientes en el ambiente rizosférico (Adams, 1980; Clark, 

1982; Marschner, 1995; Sparrow & Uren, 1987; Lajtha & Schlesinger, 1988; Neumann 

& Römheld, 2002; Yang et al 2007). En este sentido, se ha observado que en 

ambientes alcalinos la incorporación de aniones es inhibida a nivel de la raíz, 

atribuyéndose esta inhibición a tres causas principales: a) la competencia entre OH- y 

HCO3
- con otros aniones; b) el efecto del pH externo sobre el gradiente de potencial 

electroquímico que proporciona la fuerza motriz para la toma de nutrientes y c) las 

alteraciones inducidas por pH sobre el metabolismo y función radical (Marschner, 

1995).  

Bajo las condiciones experimentales ensayadas en este trabajo de Tesis, si bien el 

estrés provocado por NaHCO3 redujo la biomasa total de manera similar al estrés 

provocado por NaCl, los efectos de estas dos sales sobre la homeostasis iónica fueron 

significativamente diferentes. Nuestros resultados demostraron una reducción del 22% 

en el contenido de Zn2+  de plantas tratadas con NaHCO3 únicamente (tanto en el 

estrés alcalino como en el mixto). Una posible explicación, es determinada por el 

hecho de que la alcalinidad del suelo y el exceso de bicarbonato, podrían inmovilizar el 

Zn2+, causando diversos trastornos en la fisiología vegetal. Como es bien sabido, el 

Zn2+ es un componente esencial de las plantas, ya que posee muy diversas funciones 

en el metabolismo de los hidratos de carbono, de proteínas y auxinas, así como en la 

protección de la estructura de la membrana (Marschner, 1995; Epstein & Bloom, 

2005).  

Además de limitación de Zn, la alcalinidad trae aparejada la disminución de la 

disponibilidad de la planta de Fe, B, P y Mn (Marschner, 1995). En este sentido, se ha 

reportado que la alcalinidad inducida por altas concentraciones de HCO3
- provoca 
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clorosis foliar, lo cual generalmente está asociado con una deficiencia de Fe debido a 

la reducción en su disponibilidad (Alhendawi et al, 1997; Römheld, 2000). El 

bicarbonato también puede provocar una precipitación del Fe en los tejidos vegetales, 

reduciendo su disponibilidad en las raíces debido a la alcalinización de los tejidos 

(Römheld, 2000). Sin embargo, en el presente estudio no detectamos un efecto del 

HCO3
- sobre la concentración foliar de Fe. Esto podría indicar que L. tenuis podría ser 

eficiente en la toma de este elemento bajo las condiciones ensayadas de alcalinidad, 

una vez que dichas condiciones son suficientes para inducir deficiencia en otras 

especies.  

Por su parte, bajo condiciones de alcalinidad, el P puede formar compuestos 

insolubles en el suelo, lo que provoca deficiencia de P en plantas. Sin embargo, en el 

presente estudio la concentración de P foliar no se vio afectada por el incremento de 

pH asociado con altas concentraciones de HCO3
-. De la misma manera, tampoco se 

encontraron diferencias significativas en los otros nutrientes determinados bajo 

condiciones de alcalinidad en las plantas de L. tenuis. 

Con respecto a la homeostasis de Na+/K+, y teniendo en cuenta que en nuestro 

tratamiento alcalino la molaridad del ión Na+ es baja (los valores de CE de la solución 

de riego del tratamiento alcalino resultaron similares a los del control, datos no 

presentados), no era de esperarse cambios sustanciales en los niveles de este ion en 

los tejidos de hoja y raíz. En este sentido, y en forma similar a lo observado en el 

tratamiento salino, se encontró un ligero aumento en la concentración de este ión en 

los tejidos foliares y ningún efecto sobre los radicales. Sin embargo, estos ligeros 

cambios no provocaron efectos sobre la homeostasis del K+.  

Tratamiento mixto salino-alcalino 

Con el fin de detectar posibles efectos aditivos de salinidad y alcalinidad, se utilizó una 

solución con una molaridad similar a la utilizada para el tratamiento con solución de 

NaCl (sal neutra) y una misma capacidad buffer y valor de pH. En términos generales, 

el tratamiento mixto demostró que el efecto aditivo del estrés salino y el estrés alcalino 

se reflejó sobre el patrón de acumulación de Na+ y la deficiencia de micronutrientes. 

En este sentido, este efecto aditivito del estrés salino y alcalino en L. tenuis fue 

acompañado además por una importante reducción en la biomasa total de la planta, la 
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cual fue aproximadamente del doble de la registrada en los otros dos tratamientos 

salinos. Efectos similares se ha reportado en otras especies vegetales, tales como 

Aneurolepidium chinese (Shi & Sheng, 2005a) y Helianthus annuus (Shi & Sheng, 

2005b), donde los efectos deletéreos sobre la supervivencia y algunos parámetros de 

crecimiento debido a elevados valores de alcalinidad o salinidad en forma individual, 

resultaron menos evidentes que cuando los dos efectos se combinaron. 

Bajo condiciones de estrés mixto salino-alcalino, las plantas no solamente deben 

mantener el balance iónico intracelular, sino que además necesitan conservar el 

gradiente electroquímico de H+ a nivel de la endodermis (Campbell & Nishio, 2000; Shi 

et al, 1998), ya que una alteración del mismo afectaría el transporte activo de 

nutrientes hacia el interior de la planta y el proceso de exclusión de iones que hayan 

alcanzado niveles perjudiciales o tóxicos. En este sentido, Marschner, (1995) reportó 

un aumento en la absorción de cationes a pH 8,5 y una disminución de la acumulación 

de aniones, debido al descenso de la eficiencia del bombeo de H+ hacia el interior de 

la célula, cuando su concentración extracelular es baja, como sucede en el estrés 

alcalino.  

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que un evento similar ocurre 

en los contenidos nutricionales en hojas, donde se observó un aumento significativo en 

los niveles de Mg+ y B y una tendencia al incremento de las concentraciones de Ca2+. 

Estos resultados concuerdan con los obtenidos bajo condiciones de estrés similares a 

las ensayadas en este trabajo en la halófita Kochia siversiana (Pall.) (Yang et al, 

2007).  

Asimismo, diversos reportes sugerirían que un evento asociado frecuentemente al 

estrés vegetal por alcalinidad, sería la reducción de los niveles de Zn2+, el cual podría 

contribuir a la reducción de crecimiento observada en nuestro trabajo en las plantas de 

L. tenuis tratadas exclusivamente con NaHCO3 (Cartmill et al 2007a,b). 

Con respecto al Na+, al igual que lo que ocurrió en las plantas sometidas a salinidad, 

las plantas sometidas al estrés mixto salino-alcalino acumularon Na+ a expensas del 

K+ en los tejidos foliares y radicales. Sin embargo, a nivel de raíz, las cantidades de 

Na+ acumuladas bajo condiciones de estrés mixto fueron de alrededor del doble de las 

acumuladas bajo el estrés salino provocado por sales neutras. Esto podría deberse, tal 
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como se discutió anteriormente, a la reducción del potencial de membrana bajo 

condiciones de alcalinidad y al impacto de este fenómeno sobre la capacidad de las 

células de excluir el catión Na+.  

Prolina 

Por su parte, el aminoácido prolina, además de constituir un osmolito compatible en 

vegetales (Delauney & Verma, 1993; Hasegawa et al, 2000), se ha reportado que 

contribuye a la estabilidad de membrana (Gadallah, 1999) y alivia el efecto del Na+ 

sobre la membrana plasmática (Mansour, 1998). Asimismo, los niveles de la prolina 

son considerados indicadores sensibles al estrés osmótico (Shi and Sheng, 2005). 

Estudios previos llevados a cabo en nuestro laboratorio demostraron que los niveles 

de prolina presentan una buena correlación con la tolerancia al estrés salino en L. 

tenuis, acumulándose mayores niveles de este osmolito en las plantas sensibles a 

dicho estrés (Sannazzaro et al, 2007). En base a esto, en el tratamiento alcalino, los 

bajos niveles de prolina acumulados en los tejidos de L. tenuis podrían indicar que la 

planta no está bajo un estrés de tipo osmótico. De esta manera, la reducción en el 

crecimiento observada en este tratamiento podría estar relacionada con algún efecto 

del tipo nutricional o por la toxicidad de CO3
-. Por el contrario, el patrón de 

acumulación observado en las plantas tratadas con el estrés mixto salino-alcalino 

sugiere que dichas plantas estarían sujetas a factores limitantes similares de aquellas 

tratadas con el estrés salino, y que al menos una parte de estos factores limitantes 

podría ser atribuida al estrés osmótico. Similares observaciones fueron realizadas en 

plantas de Aneurolepidium chinense (Trin.) Kitag sometidas a mezclas de sales 

neutras y alcalinas, donde el comportamiento de la prolina dependía mayoritariamente 

del nivel de salinidad empleado (Shi & Wang, 2005b). 

Alopatía y Arquitectura radical  

Los perfiles de alopatía encontrados en este trabajo permiten en parte comprender el 

efecto observado sobre el comportamiento de L. tenuis bajo nuestras condiciones 

experimentales. De esta manera, los perfiles de alopatía fueron diferentes entre los 

tratamientos sometidos a alcalinidad y aquellos sometidos a condiciones neutras, 

siendo mayor la asignación de recursos hacia el desarrollo de las raíces para el caso 

de la alcalinidad. Similares observaciones han sido realizadas por otros autores en 
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otras especies vegetales como Pisum sativum (Gharsalli et al, 2001), Catharanthus 

roseus (Cartmill et al, 2008) y Phaseolus vulgaris L. “Pocho” (Valdez-Aguilar & Reed, 

2008) crecidas bajo condiciones de alcalinidad,. Estos resultados sugerirían que la 

alcalinidad podría estar privando a las plantas de algún recurso necesario para 

mantener su máxima velocidad de crecimiento (estrés por deficiencia), lo que 

desencadenaría una respuesta que involucre una asignación de recursos 

compensatoria para maximizar la adquisición de los recursos limitantes (Bloom et al, 

1985; Chapin, 1991). Este efecto puede ser en parte explicado por los bajos 

contenidos de Zn2+. En este sentido, la deficiencia en este elemento está relacionada 

con el incremento en la partición de biomasa raíz:vástago en arroz (Hajiboland et al 

2003), trigo (Cakmak et al, 1996; Rengel et al, 1998, Rengel & Romheld, 2000) y 

Phaseolus vulgaris (Cakmak et al, 1989). 

En nuestro laboratorio, las plantas de L. tenuis tratadas con salinidad presentaron una 

reducción en la biomasa radical que se vio reflejada también en la asignación de 

recursos, pero en este caso hacia el desarrollo del vástago. Estos resultados serían 

similares a los reportados previamente por Teakle et al, 2007.  

Otras variables que correlacionan con la asignación de recursos fotoasimilados hacia 

el sistema radical están relacionadas con variaciones funcionales tales como la 

ramificación, la longitud y la producción de raíces finas (Marschner, 1995, Jeschke et 

al, 1996). En este sentido, la longitud de la raíz es un mejor indicador de la capacidad 

de toma de nutrientes que la biomasa radical. Las reducciones en la longitud total de 

las raíces parecen ser una respuesta común a la salinidad y la sequía en varias 

especies vegetales (García et al, 1997; Bahaji et al, 2002). Este efecto ha sido 

atribuido al daño nuclear y vacuolar o a las anormalidades mitóticas descriptas en las 

células meristemáticas de las raíces expuestas al NaCl (Huang & van Steveninck 

1990; Richardson et al 2001; Radić et al 2005). En este sentido, el efecto negativo 

sobre la longitud total de la raíz registrado en L. tenuis luego de la aplicación de NaCl 

como fuente única de estrés, estría de acuerdo con otros resultados previos obtenidos 

en nuestro grupo de trabajo (Echeverría et al, 2008). Este efecto se debe a una 

disminución en el número de ramificaciones de segundo orden y a un significativo 

acortamiento de la longitud de las ramificaciones de primer y segundo orden. Al 

contrario de lo ocurrido en las raíces de primer y segundo orden, la raíz principal de las 

plantas tratadas con NaCl no presentó variaciones en su longitud, revelando que 
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podría tener diferente sensibilidad al estrés salino. Estas observaciones estarían de 

acuerdo con otras relaizadas por otros autores en Opuntia ficus-inidica (Gersani et al, 

1993) y en plántulas de rábano (Waisel & Breckle, 1987). Interesantemente, en 

Arabidopsis thaliana también se observó que la salinidad provocaba una reducción en 

la longitud total de la raíz y en la elongación de la raíz principal, promoviendo el 

incremento en el número de raíces laterales y el incremento en la frecuencia de 

ramificación (Zolla et al, 2009). Es importante emncionar que en dicho trabajo se 

incluyeron ensayos con manitol, y los autores ha sugerido que el componente 

osmótico provocado por el estrés salino sería el responsable de la inhibición en el 

número de raíces laterales y de su elongación. 

También es importante destacar que bajo nuestras condiciones experimentales, y en 

contraste con lo observado para el tratamiento salino, la longitud total de la raíz no se 

vió afectada por la alcalinidad, y que las reducciones en el número y en la longitud de 

las ramificaciones de segundo orden y primer orden, fueron compensadas por un 

incremento en el número de ramificaciones de éstas últimas, las cuales constituyen la 

principal contribución a la longitud total de la raíz. Efectos similares se han reportado 

en Fraxinus mandshurica Rupr. en respuesta a la disponibilidad de fósforo (Wu et al, 

2005). 

Por su parte, la información disponible acerca de la influencia del pH sobre la 

generación de las raíces laterales es muy limitada. En raíces de arveja se encontró 

que el pH afecta diferencialmente la formación de raíces laterales en el ápice vs los 

segmentos basales (Torrey, 1956). Por otro lado, en arroz, se ha reportado una fuerte 

estimulación del crecimiento radical por el bicarbonato en genotipos eficientes en la 

toma de Zn2+ (Hajiboland et al, 2003). A pesar de estas observaciones, no se han 

desarrollado explicaciones generales y claras que describan las razones metabólicas 

que fundamenten las observaciones del efecto de los valores alcalinos de pH sobre el 

desarrollo de las raíces laterales. 

Otro parámetro morfológico de importancia funcional constituye la longitud específica 

de la raíz, o SRL (del inglés Specific Root Length). Tal como se mencionó 

previamente, la longitud radical es proporcional a la capacidad de adquisición de 

recursos (beneficio). Por su parte, la masa radical es proporcional a la construcción y 

mantenimiento (costo) (Eissenstat & Yanai, 1997). De esta manera, se supone que 
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raíces largas y finas (con un alto SRL) son menos costosas de construir. A pesar de 

que no se encontraron diferencias a nivel de SRL entre las plantas control con los 

tratamientos salino y alcalino, la aplicación de NaHCO3 y NaCl por separado afectó 

diferencialmente dicho parámetro en las raíces de L. tenuis. Con respecto a la 

alcalinidad, Ostonen y colaboradores (2007) encontró que a valores altos de la misma, 

las raíces con crecimiento primario de Picea abies presentaban una reducción en el 

valor de SRL, atribuyendo esta reducción a un aumento en la eficiencia en la 

adquisición de nutrientes por la raíz (Eissenstat, 1992; Eissenstat et al, 2000). Dichos 

autores sugieren que bajos valores de SRL en suelos con elevada alcalinidad 

indicarían un incremento en la capacidad de adquisición de nutrientes por unidad de 

longitud de raíz. Nuestros resultados no indican una reducción de este parámetro en 

los tratamientos afectados por la alcalinidad con respecto al control, lo que podría 

indicar que la planta lograría sobrellevar el efecto del estrés por algún mecanismo 

alternativo. 

Con respecto a la salinidad, nuestros resultados fueron similares a los obtenidos 

previamente por Echeverria y colaboradores (2007) en nuestro grupo de trabajo. La 

interpretación realizada en dicho trabajo y para otras especies para el incremento en el 

valor de SRL constituye el ajuste de la superficie absortiva de la raíz para incrementar 

la adquisición de agua como consecuencia del estrés osmótico impuesto por la 

salinidad (Eissenstat, 1992, Cornelissen et al, 2003, Reich et al, 1998, Wright & 

Westoby, 1999 en Echeverría et al, 2007).  

Finalmente, se han desarrollado diversos modelos matemáticos para describir la 

topología, los cuales se correlacionan con la eficiencia en el uso de los recursos 

edáficos (Fitter, 1987; Fitter et al, 1991). En función de estos parámetros es posible 

determinar índices que definen si un sistema radical presenta una topología del tipo 

espina de pez, que es más eficiente pero a su vez más costosa de producir y 

mantener que un sistema con topología del tipo dicotómico (ver Figura 2.3.). La 

topología puede modificarse debido a variaciones nutricionales, tal como se ha 

observado en plántulas de cítricos, las cuales exhiben un cambio en el patrón de 

ramificación del patrón espina de pez al dicotómico con el incremento de 

concentraciones externas de nitrato (Sorgoná & Cacco, 2002). Al contrario de lo que 

ocurre en salinidad, la alcalinidad en L. tenuis (tratamiento alcalino y mixto salino-

alcalino), determina que las raíces desarrollen un patrón de espina de pez. De esta 
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forma, el mayor valor del índice TT observado bajo condiciones de alcalinidad 

representaría una respuesta morfológica, que permitiría a las plantas de L. tenuis una 

mayor exploración del suelo y un incremento en su capacidad para la adquisición de 

nutrientes. En la literatura especializada, se han descripto diversas modificaciones en 

la topología de la raíz, tendientes al incremento del área superficial de las raíces, en 

función de lograr un incremento en la absorción de nutrientes. Dichas modificaciones 

son muy significativas bajo condiciones limitantes de P (Wu et al, 2005; López-Bucio et 

al, 2002; Lynch, 1995), pero también en respuesta a la deficiencia de N (Zolla et al, 

2009), Fe y Zn2+ (Marschner, 1995, Hajiboland et al, 2003). 

Por otra parte, numerosas observaciones asegurarían que solamente las porciones 

más jóvenes de las raíces (que no presentan aún crecimiento secundario) participan 

en la captura de los iones. El hecho de que en las raíces de L. tenuis hayamos podido 

observar que todos los links externos analizados presentaron tejidos en estadio de 

crecimiento secundario en su región basal (datos no presentados) indicarían que la 

absorción estaría restringida a la porción no suberizada de los links externos. De 

acuerdo con los resultados de la relación raíz:vástago y TT, también podría sugerirse 

que la alcalinidad incrementa la relación links externos:longitud total de la raíz, y que 

esto podría ser interpretado como una mayor eficiencia en la asignación de los 

recursos energéticos hacia la explotación del suelo. 

Finalmente podemos concluir que fue posible corroborar que la plasticidad fenotípica 

de las raíces podría ser parte del mecanismo general de la tolerancia a salinidad 

desarrollado en plantas de L. tenuis (Echeverria et al, 2008) a lo que se sumarían las 

evidencias que sugieren que las raíces de L. tenuis también responden de una manera 

plástica cuando son expuestas al estrés alcalino. Estos hechos pueden contribuir en la 

comprensión de las razones que justifican su gran adaptabilidad a condiciones 

edáficas encontradas en los bajos que caracterizan a la Pampa Deprimida de la 

Provincia de Buenos Aires. 
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CONCLUSIONES 

- El estrés alcalino provoca reducciones en el crecimiento en Lotus tenuis similares a 

las inducidas por el estrés salino. Por su parte, la combinación de estos dos estreses 

resulta en una disminución de la biomasa total más severa que la observada en los 

dos estreses aplicados por separado. Estas reducciones en biomasa están 

acompañadas por cambios en los patrones de asignación de recursos en las plantas. 

En el caso de la alcalinidad, la planta asigna mayores recursos hacia el desarrollo de 

la raíz, mientras que en el caso de la salinidad, los asigna hacia el desarrollo del 

vástago. En el caso del estrés mixto, el efecto alcalino prevalece sobre el estrés salino. 

- En parte, la reducción del crecimiento de Lotus tenuis puede explicarse por los 

cambios inducidos por la presencia de sales en el medio de crecimiento sobre la 

nutrición mineral. En el caso del tratamiento alcalino, las hojas presentan una 

deficiencia significativa de Zn2+, mientras que en el tratamiento salino, las hojas 

presentan deficiencia significativa en K+, Mg2+, B y Ca2+. El estrés mixto, más severo, 

provoca una combinación de los efectos observados, acumulando Na+ y reduciendo 

los niveles de Zn2+, K+, Ca2+ y B. 

- A nivel de morfología radical, los efectos de los tratamientos salino y alcalino también 

resultan contrastantes. Por un lado, la alcalinidad en los tratamientos alcalino y mixto 

salino-alcalino induce a la formación de un sistema radical más costoso, pero más 

eficiente en la explotación y adquisición de los recursos del suelo. Por su parte, el 

tratamiento salino favorece la formación de un sistema radical morfológicamente 

similar al de plantas cultivadas en condiciones control, con la diferencia de que se 

produce una inhibición del crecimiento de las mismas. 
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INTRODUCCIÓN 

A diferencia de los animales, que ante una situación de peligro o estrés tienen la 

capacidad de desplazarse hacia un lugar seguro, las plantas son organismos sésiles. 

De esta manera, cuando una semilla cae en un suelo no favorable, o cuando las 

condiciones ambientales se alteran, la planta tiene ante sí dos opciones: adaptarse a 

las condiciones ambientales para sobrevivir y completar su ciclo o perecer (Epstein & 

Bloom, 2005). 

 

Plasticidad fenotípica y adaptación 

En ambientes heterogéneos, los genotipos vegetales responden a las características 

ambientales por ajustes morfológicos y fisiológicos, los cuales contribuyen a la 

supervivencia y propagación de las especies. Estos cambios en la expresión fenotipica 

en respuesta a las influencias ambientales son conocidos como plasticidad fenotípica 

(Schlichting, 2002, West-Eberhard, 1989). Este concepto hace referencia a las 

múltiples formas (fenotipos) que puede adoptar un mismo genotipo cuando es 

expuesto a diferentes condiciones ambientales, y es considerado un atributo de un 

genotipo particular (Ghalambor et al, 2007). Está ampliamente aceptado que cuando 

una especie vegetal presenta una gran distribución, dicha capacidad se atribuye a su 

plasticidad fenotípica o a la gran variabilidad genética de los individuos (Bradshaw, 

1965). 

Cuando una modificación plástica posee un rol adaptativo en un ambiente 

determinado, esta se denomina plasticidad adaptativa. En este sentido, una 

adaptación es cualquier aspecto de una planta que promueve su bienestar en el 

ambiente en el que habita. Cualquier planta que es capaz de sobrevivir y de 

reproducirse en un ambiente determinado, está adaptada de alguna manera al mismo. 

Las adaptaciones pueden tomar la forma de modificaciones morfológicas externas, 

cambios histológicos en los tejidos y células o especialización fisiológica (Dickison, 

2000). 

El primer paso de adaptación de un individuo en un nuevo ambiente está representado 

por su capacidad para lograr prevalecer ante la selección natural, seguido de su 

capacidad por exhibir una respuesta adaptativa evolutiva. La plasticidad fenotípica 

abarca un amplio rango de respuestas adaptativas y no-adaptativas a los ambientes 

heterogéneos, en su conjunto denominados norma de reacción. Según Ghalambor y 

colaboradores (2007), es posible distinguir cuatro tipos de plasticidad que parecen 
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tener consecuencias muy diferentes para la evolución en escalas de tiempo 

ecológicas, y que pueden ser resumidas en un diagrama fenotípico bi-dimensional 

(Figura 3.1). Según este modelo, es posible identificar dos tipos de plasticidad 

fenotípica adaptativa que difieren entre sí en los grados en los cuales un fenotipo 

medio sigue en el ambiente. A) En el primer caso, la plasticidad adaptativa produce un 

fenotipo medio que se ajusta exactamente con aquello favorecido por la selección 

natural en el nuevo ambiente. En este caso, la población derivada es capaz de 

persistir en un ambiente homogéneo, pero incapaz de evolucionar debido a que la 

población estará sujeta a la selección estabilizadora, de forma contraria a la selección 

direccional (Figura 3.1, respuesta A). B) En este caso, la plasticidad adaptativa 

produce un fenotipo medio que es cercano al óptimo favorecido por la selección, pero 

incompleto. Como consecuencia, la población derivada va a tender a persistir en el 

ambiente, pero seguirá estando lo suficientemente lejos del óptimo favorecido para 

estar sujeta a la selección natural direccional (Figura 3.1, respuesta B). Esta segunda 

forma de plasticidad adaptativa, posiblemente la más comúnmente encontrada en 

ambientes heterogéneos, podría resultar en una diferenciación genética adaptativa 

mucho más rápida en las poblaciones debido a la reducida probabilidad de extinción 

combinada con una moderada selección direccional sobre los fenotipos extremos. 

Los otros dos casos hacen referencia a dos formas de plasticidad fenotípica no-

adaptativa, que básicamente difieren en como el ambiente altera la media fenotípica vs 

la generación de variabilidad del carácter. C) Primeramente, cuando la plasticidad 

resulta en un fenotipo medio muy alejado del fenotipo óptimo en el nuevo ambiente, la 

población derivada es menos capaz de persistir en el ambiente nuevo, y la plasticidad 

se torna un impedimento que la selección debe sobrellevar (Figura 3.1, respuesta C). 

Aquí, la combinación de la plasticidad que no es beneficiosa en incrementar la 

probabilidad de persistencia en el nuevo ambiente, y la fuerte selección direccional, 

tienden, en teoría, a resultar en una extinción. Este caso se da cuando la especie no 

tiene una historia evolutiva en ese ambiente, no encontrando un fenotipo ajustable al 

fenotipo óptimo por ausencia de un fenotipo ancestral. D) Finalmente, el segundo caso 

de plasticidad no-adaptativa corresponde a la situación en la que el estrés ambiental 

incrementa la varianza alrededor del fenotipo medio mediante la expresión de la 

variación genética encriptada. En este caso, para que los efectos de la plasticidad 

sean benéficos y de esta manera facilitar el establecimiento de las nuevas poblaciones 

o para mejorar la oportunidad de adaptación en el nuevo ambiente, es necesario que 

se genere una variante adaptativa (Figura 3.1). El éxito en el establecimiento y la 

subsecuente adaptación bajo la influencia de esta situación ambiental, es 

completamente dependiente de la posibilidad de que la variación genética 
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normalmente suprimida en la población incluya al menos una mutación beneficiosa 

que sea elegida por la selección. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.1. | Plasticidad adaptativa al ambiente. La plasticidad fenotípica permite la 
colonización y subsecuente adaptación a nuevos hábitats. Esta afirmación puede 
ilustrarse utilizando el modelo de adaptación de Fisher. En esta figura, el círculo grueso 
externo representa todos los posibles fenotipos de una población ancestral, X. El fenotipo 
óptimo para un ambiente determinado está representado en el centro del círculo. En este 
esquema, están ilustrados tres tipos de plasticidad fenotípica. A, que representa el 
genotipo con la plasticidad adaptativa óptima. B representa un genotipo cuya plasticidad 
también es adaptativa, pero incompleta, ubicando los individuos por afuera del óptimo. En 
el caso del genotipo C, la plasticidad no es adaptativa y mueve los individuos hacia otro 
extremo del fenotipo óptimo. Finalmente, en el caso de estreses extremos, la varianza 
incrementada puede producir respuestas hacia todas las direcciones (cambios aleatorios) 
la mayoría de las cuales se espera que no sean adaptativos, pero algunos cambios 
pueden resultar adaptativos en el nuevo ambiente (Adaptado de Ghalambor et al, 2007). 
 

Adaptaciones de las plantas a ambientes salinos 

Las plantas han desarrollado una gran diversidad de mecanismos adaptativos para 

sobrellevar el estrés provocado por sales. De esta manera, se han clasificado las 

plantas en categorías generales en función a su posesión de síndromes comunes, de 

modificaciones en mayor o menor grado similares en una respuesta presumida a un 

factor ambiental o una combinación de factores (Dickison, 2000). Con estos 

conceptos, plantas que requieren buenas características de suelo, agua y humedad 

relativa atmosférica y que viven en regiones que son consideradas óptimas para el 

normal desarrollo e implantación, son denominadas mesofitas (meso gr. 'medio' + 

phyto gr. 'vegetal'). Así, la mayoría de las plantas adaptadas a zonas templadas 

exhiben estructuras mesofíticas. Por otro lado, las plantas que viven en hábitats 

extremadamente secos son conocidas como xerofitas (xero gr. 'seco' + phyto gr. 

'vegetal') (Maximov, 1931) y se adaptan a la deficiencia de agua disminuyendo al 

mínimo sus tasas de transpiración. La selección natural en estos grupos ha resultado 

en adaptaciones que están involucradas fundamentalmente en el soporte, el 

transporte, el almacenamiento y la prevención de la pérdida de agua. Estas 
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adaptaciones resultan en una mayor eficiencia en el uso de agua, una vez que la 

mayoría de las plantas xerofitas, si se las compara con especies mesofitas, pierden 

poca agua por transpiración. Las plantas halofitas (halo gr. 'sal' + phyto gr. 'vegetal') 

son aquellas que son capaces de tolerar ambientes salinos. Esta adaptación es 

considerada un tipo especial de xerofitismo, debido a la naturaleza de los ambientes 

en que habitan (Dickison, 2000). La presencia de salinidad en un ambiente implica 

dispositivos extras que le permiten a la planta mantener un adecuado potencial 

osmótico y una adecuada excreción del exceso de los iones de sodio y cloro (Hansen 

et al, 1976). Estas plantas son capaces de continuar su crecimiento en base a diversos 

mecanismos fisiológicos, morfológicos y anatómicos de tolerancia.  

Con respecto a la tolerancia a sal, existe otro grupo de plantas denominado glicofitas 

que incluye a aquellas especies que muestran en general una baja tolerancia al estrés 

salino e incapacidad para acumular altas concentraciones de sales. Si bien no es 

sencillo establecer claramente las diferencias fisiológicas entre halofitas y glicofitas, 

generalmente se acepta que ambos grupos difieren en el control de la homeostasis de 

sales (Orcutt & Nielsen, 2000). 

Las halofitas han desarrollado un amplio rango de adaptaciones, tanto a nivel de 

célula, como a nivel de tejidos y de planta completa, para crecer exitosamente en 

ecosistemas salinos (Waisel 1972; Poljakoff-Mayber, 1975; Flowers, 1986; Lerner, 

1985; Popp 1995). El origen del halofitismo es polifilético, dado que dentro de este 

grupo existe una colección de taxas sistemáticamente variado que ha convergido 

hacia el desarrollo de diversas estructuras vegetativas, como resultado de la influencia 

del ambiente (Flowers, 1986). Algunas especies evitan la absorción excesiva de sales 

mediante la exclusión de éstas por las raíces, mientras que otras controlan los niveles 

de sal que ingresan a la planta a través de su almacenamiento en tejidos 

especializados, los cuales tienden a acumular agua como compensación al exceso de 

concentración salina intracelular. La abscisión de los órganos fotosintéticos que han 

alcanzado cierto nivel de concentración salina  constituye también una vía de remoción 

del exceso de sales en la planta (Chapman 1975). A nivel anatómico, es posible 

encontrar un amplio rango de características adaptativas tales como el incremento de 

la suculencia, cutículas gruesas con importantes deposiciones de ceras, epidermis de 

gran espesor y multiseriadas, y el desarrollo de tejidos para el almacenamiento de 

agua, observándose estas modificaciones tanto a nivel de hojas como de tallos. A nivel 

de raíces, se observa un estímulo temprano del desarrollo de la endodermis radical, 

cuyas células presentan bandas de Caspary amplias y gruesas (Akram et al, 2002; 

Wahid, 2003). Diversas especies poseen estructuras especializadas en la secreción de 

sales, tales como células o tejidos secretores, traqueidas alargadas al final de las 
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nervaduras, o glándulas secretoras de sales, tricomas y pelos salinos. (Algunos 

ejemplos de estas adaptaciones pueden visualizarse en la Figura 3.2.). Todos estos 

mecanismos contrarrestan la toxicidad provocada por el exceso de sales. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.2. | Diferentes tipos de adaptación de las plantas ante las condiciones de 
estrés salino. 
A) Mecanismos adaptativos anatómicos: Micrografías electrónicas de barrido de 
glándulas salinas sobre la superficie adaxial de a) Sporobolus airoides (Poacea, halofita 
facultativa), b) Distichlis spicata ssp. Stricta (Poacea, halofita), c) Cynodon dactlyon 

A) Adaptaciones Anatómicas B) Adaptaciones Fisiológicas  

C) Respuesta plástica en la anatomía de la hoja 

D) Respuesta plástica en la anatomía de la raíz 
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(Poacea, halofita), y d) Buchloe dactyloides (Poacea, halofita). Las glándulas salinas 
están indicadas con la letra g (Marcum, 2001). 
B) Mecanismos adaptativos fisiológicos. Los tejidos de la halofita Salsola soda 
contienen elevadas concentraciones del ion sodio cuando crece en suelos salinos. Las 
células de esta especie contienen eficientes mecanismos moleculares de transporte que 
secuestran los iones de sodio de los tejidos y las células hacia las vacuolas, permitiendo 
que el resto de la célula tenga una relación tolerable de Na+/K+ (Li et al, 2010). 
C) Respuesta anatómica de hojas a la salinidad. Se observaron cambios anatómicos 
estructurales en cortes transversales de hojas de Kandelia cadel (Rhizophoracea, 
abundante en bosques de manglar en China), con un aumento en el espesor y en la 
relación entre el parénquima en empalizada y el parénquima esponjoso bajo condiciones 
de estrés salino (50 mM de NaCl). (Hwuang & Chen, 1995). Abreviaciones: uE, epidermis 
superior; uP, parénquima en empalizada; Sp, parénquima esponjoso.  
D) Respuesta anatómica de tejidos radicales a salinidad.  La salinidad provocó 
modificaciones en las proporciones y conformaciones de los tejidos radicales, con un 
aumento en espesor y grosor de las paredes celulares de la endodermis y de la 
exodermis de Pappophorum philippianum Parodi (Poacea, halofita facultativa) (Perreta et 
al, 2004). Abreviaciones: Ex, exodermis; En, endodermis. 
 

La comprensión de los mecanismos de respuesta a la salinidad representa un objetivo 

tecnológico de gran importancia para el desarrollo de cultivos tolerantes. Está 

ampliamente aceptado de que las modificaciones anatómicas y morfológicas de las 

plantas son capaces de minimizar los efectos dañinos de la salinidad (Poljakoff-

Mayber, 1975). La disciplina que se encarga de estudiar estas adaptaciones es la 

anatomía ecológica. Esta rama de la biología se centra en tres enfoques principales: a) 

el enfoque florístico (examina y caracteriza el ensamblaje completo de especies no 

relacionadas pero que ocupan el mismo ambiente); b) el enfoque sistemático (estudia 

un grupo de plantas relacionadas que presentan una radiación adaptativa dentro de 

hábitats variados a lo largo de regiones geográficas) y c) la aproximación experimental 

(se llevan a cabo experimentos bajo condiciones experimentales utilizando cultivares 

de diferentes grados de tolerancia a una determinada condición, o sometiéndolos a 

diferentes condiciones) (Dickison, 2000). La mayoría de los estudios realizados en 

este sentido se centran en los dos primeros enfoques, evaluándose mayoritariamente 

especies halofíticas.  

A pesar de que es innegable la importancia de estas plantas para comprender los 

mecanismos de adaptación al exceso de sales en el medio de crecimiento (Tal, 1997), 

una limitante es que en la mayoría de plantas presentan estructuras muy 

especializadas para sobrellevar este tipo de estrés. Esto conlleva a que resulta difícil 

lograr introducir tales características en las plantas cultivadas, en su gran mayoría 

glicofitas (Dickison, 2000). De esta forma, estudiar la respuesta anatómica de especies 

glicofitas que presentan tolerancia a la salinidad, e identificar una posible asociación 

con la adaptación a tal estrés y con la respuesta fisiológica, podría resultar clave para 

comprender las bases de la tolerancia. 
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Lotus tenuis como especie plástica. 

A pesar de la heterogeneidad ambiental que caracteriza a la Pampa Deprimida, en 

menos de 50 años L. tenuis ha logrado establecerse y naturalizarse exitosamente a lo 

largo de dicha región (Figura 3.3). Esta amplia capacidad de establecimiento y 

distribución geográfica de los individuos de la especie podría atribuirse a una gran 

variabilidad genética dentro de la población, a una extensiva plasticidad fenotípica, o a 

una combinación de ambas.  

 

 A B

C D

 
Figura 3.3 | Plasticidad fenotípica en Lotus tenuis. Esta especie perenne se encuentra en un 
amplio rango de ambientes naturales con diferentes condiciones edáficas. Se naturalizó 
exitosamente en los suelos heterogéneos de la Pampa Deprimida tales como las lomas y media 
lomas, con buenas condiciones edáficas (A y B respectivamente), y los bajos salino-alcalinos, 
con severos problemas de salinidad, anegamiento, deficiencia de nutrientes y alcalinidad (C y D). 
 

A nivel morfológico, se ha encontrado una gran plasticidad en atributos reproductivos y 

vegetativos al comparar diferentes poblaciones oriundas de suelos con características 

contrastantes, pudiendo estos resultar adaptativos (Stofella et al, 1998; Kade et al, 

2003). La respuesta adaptativa de L. tenuis a condiciones de estrés ha sido bien 

estudiada en relación con el anegamiento, situación en la que se observaron 

adaptaciones morfológicas (Vignolio et al, 1999) y anatómicas, tales como el desarrollo 

de tejido aerenquimático en las raíces (Striker et al, 2005).  

Bajo condiciones de estrés salino, a nivel de la morfología de raíces se han observado 

respuestas plásticas que podrían resultar adaptativas bajo condiciones de salinidad 
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neutra (Echeverria et al, 2008) o bajo condiciones de salinidad alcalina (Paz et al, 

2010), y permitirían mantener la capacidad de homeostasis iónica bajo condiciones de 

estrés salino neutro (Teackle, 2007; Rocco et al, 2010). Sin embargo, el conocimiento 

de las respuestas anatómicas de L. tenuis a diferentes condiciones de salinidad, tema 

acerca del cual no existen numerosos antecedentes, podría contribuir a la 

comprensión de las bases de la tolerancia a estos tipos de estrés. De esta manera, el 

objetivo del presente capítulo fue evaluar bajo condiciones de laboratorio los 

mecanismos de respuesta a nivel anatómico y fisiológico de plantas de L. tenuis al 

estrés provocado por condiciones de salinidad, alcalinidad y la combinación de ambas. 
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RESULTADOS 

 

3.1. ANATOMÍA DEL VÁSTAGO 

3.1.1. Hojas 

Las hojas representan uno de los órganos más plásticos de la planta. Este órgano fue 

uno de los que presentó mayores alteraciones en sus características morfológicas y 

anatómicas. Al igual que todos los órganos de la planta, las hojas están constituidas 

por los sistemas de tejidos dérmico, vascular y fundamental. Tal como en la mayoría 

de las plantas, las hojas de L. tenuis no poseen crecimiento secundario, con lo que el 

tejido epidérmico persiste como sistema dérmico. 

 

3.1.1.1. Área foliar. 

A nivel morfológico, se observó que los dos tratamientos que implicaron condiciones 

de alcalinidad (alcalino y mixto), provocaron reducciones importantes del área foliar 

de L. tenuis con respecto al control, siendo éstas de cerca del 25% para el caso del 

estrés alcalino y 40% para el estrés mixto. Las condiciones de salinidad neutra no 

provocaron una reducción significativa del área foliar. Estos resultados pueden 

visualizarse en la Figura 3.4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.4 | Área foliar de hojas de L. tenuis completamente extendidas, como 
consecuencia de la exposición a diferentes tratamientos afectados por sales. En la 
fotografía de la izquierda, se observa el área foliar según el estrés salino aplicado, donde A 
es Control, B es Alcalino, C es Salino y D es Mixto. La escala equivale a 1 cm. En la gráfica 
derecha se observan los valores del área de hojas completamente desarrolladas bajo el 
efecto del tratamiento salino. Los valores representan la media ± DE por planta (n = 10). 
Diferentes letras indican diferencias significativas con p < 0,001 según el test Tukey de 
comparación de medias. 
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3.1.1.2. Características anatómicas – cortes transversales 

Los cortes transversales realizados sobre la zona media del foliolo principal revelaron 

cambios anatómicos estructurales como consecuencia de la aplicación de los 

tratamientos salinos. En todos los casos, pudo observarse un aumento significativo del 

espesor de las hojas, siendo éste de alrededor del 40% para el tratamiento alcalino, y 

superior al 50% en los tratamientos que implicaron condiciones de salinidad, tanto en 

su forma neutra como combinada con alcalinidad (Tabla 3.1 y Figura 3.6). Esta 

diferencia en el espesor se debió a un incremento en el espesor de la cutícula y en la 

altura de células de la epidermis abaxial (Figura 3.6) y en el mesofilo (Tabla 3.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.5. | Espesor de la cutícula y alto de las células de la 
epidermis abaxial de hojas de L. tenuis expuestas a diferentes 
condiciones de estrés. La cutícula se observa engrosada en todos 
los tratamientos afectados por sales. El espesor del tejido 
epidérmico también se encuentra aumentado por la adición de sales. 
Los valores son la media ± DE por planta (ncontrol = 7; nalcalino = 7; 
nsalino = 15; nmixto = 5). Diferentes letras indican diferencias 
significativas entre los tratamientos con p < 0,001 según el test 
Tukey de comparación de medias.  
 

Los tratamientos con elevadas concentraciones de sales provocaron un incremento en 

el espesor de las células de la epidermis abaxial de un 50% con respecto al control. El 

tratamiento alcalino presentó en este sentido valores intermedios entre el control y los 

tratamientos salinos, no diferenciándose significativamente de ninguno de los dos. 

Acompañando este aumento en el espesor de la epidermis, se observó un incremento 

en el espesor de la cutícula en todos los tratamientos afectados por sales (Figura 3.5). 

Al nivel del tejido fundamental de la hoja, el mesofilo, se observó una clara 

diferenciación en un parénquima en empalizada y un parénquima esponjoso 

(estructura bifacial). El primero de ellos se encontró localizado en la superficie adaxial 

del folíolo y constituido por células alargadas perpendiculares a la superficie de la 
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Espesor de hoja Altura de Parénquima Altura de Parénquima Partición de tejido

en empalizada (PM) esponjoso (SM) (PM:SM)

(μm) (μm) (μm) (por planta)

Control 108 ± 35 a 43 ± 17 a 41 ± 10 a 1,6 ± 0,8
Alcalino 186 ± 16 b 73 ± 10 b 74 ± 13 b 1,9 ± 1,2
Salino 238 ± 35 c 102 ± 16 c 82 ± 17 b 1,8 ± 0,6
Mixto 217 ± 31 b,c 86 ± 14 b,c 79 ± 17 b 2,1 ± 1,3

F (3,32) 28,11 *** 25,39 *** 12,50 *** 2,99 ns

lámina, con la presencia de abundantes cloroplastos en su interior. Por su parte, el 

segundo, localizado hacia la cara abaxial, se encontró constituido por células 

pequeñas de bordes lobulados, frecuentemente irregulares, que permiten el contacto 

entre células vecinas delimitando grandes espacios intercelulares. Estos tejidos 

también presentaron un incremento de más de un 40% en su espesor en todos los 

tratamientos afectados por sales con respecto al control (Tabla 3.1). La relación entre 

el espesor del parénquima en empalizada y el espesor del parénquima esponjoso 

también presentó una tendencia a incrementar en todos los tratamientos salinos, a 

pesar de que esta tendencia no resultó de significancia estadística (Tabla 3.1). 
 

Tabla 3.1. | Análisis comparativo de la anatomía foliar que afecta la tasa de fotosíntesis 

 

 

 

 

 

 

 

Los valores son la media ± DE por planta (ncontrol = 7; nalcalino = 7; nsalino = 15; nmixto = 5). 
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencias significativas, *** denota efecto 
significativo con p < 0,001 según el test Tukey de comparación de medias. 
 

3.1.1.2. Características anatómicas – epidermis. 

Las hojas de L. tenuis se caracterizan por presentar estomas en ambas superficies 

(hojas anfistomáticas), siendo su número en la epidermis abaxial superior al de la 

epidermis adaxial. Las células mayoritarias en este tejido de recubrimiento son las 

células epidérmicas propiamente dichas y las oclusivas que forman el estoma. Las 

primeras pueden presentar diferentes formas y tamaños, variando sus bordes desde 

lisos, a curvados en forma de U o en forma de V, siendo más abundantes las células 

con paredes sinuosas en la superficie adaxial (Figura 3.7. B). 

El estudio morfológico de la epidermis reveló variaciones entre los diferentes 

tratamientos. De esta manera, se observaron efectos contrastantes entre la salinidad y 

la alcalinidad para algunas de las variables analizadas. El Índice Estomático (IE), un 

parámetro generalmente utilizado para caracterizar las células epidérmicas, no 

presentó variaciones entre los tratamientos, indicando que las proporciones de células 

epidérmicas y estomas se mantienen constantes a lo largo del tejido.
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Figura 3.6 | Cortes transversales de hoja. En las fotos, A representa el tratamiento Control, B el 
tratamiento alcalino, C el tratamiento salino y D el tratamiento mixto. Se observa el incremento en el 
espesor de las hojas en todas las condiciones antedichas. Las siglas indican: ead, epidermis adaxial; pm, 
parénquima en empalizada; pes, parénquima esponjoso; eab, epidermis abaxial; e, estoma; nc, nervadura 
central; n, nervaduras menores. La escala equivale a 100 μm.
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Figura 3.7. | Epidermis foliar. A) Análisis comparativo de la anatomía foliar que afectan la 
transpiración. Los valores son la media ± DE por planta (ncontrol = 21; nalcalino = 24; nsalino = 17; nmixto = 16). 
Diferentes letras dentro de cada columna indican diferencias significativas, *** denota efecto significativo 
con p << 0,01, ** indica diferencias significativas con p < 0,01, * significancia con p < 0,05 y ns  no 
significativo mediante test Tukey de comparación de medias. CT , N° de células totales. B) Fotografía de 
superficie abaxial (izquierda) y adaxial (derecha). Se visualizan diferencias en cuanto al número de 
estomas entre un lado y el otro de la hoja, y dos formas diferentes de las paredes de las células 
epidérmicas, lisa (izquierda) y curvada en forma de V (derecha). Imagen tomada con aumento 40X. es 
indica estoma y ep células epidérmicas. C) Áreas promedio de células de epidermis. Barras indican 
ES. Letras diferentes dentro de cada gráfica indican diferencias significativas con p<< 0,01 mediante test 
Tukey de comparación de medias 
 

 

 
EPIDERMIS ABAXIAL EPIDERMIS ADAXIAL

DE Densidad de Células DE Densidad de Células 

Densidad Estomática Epidermicas IE Densidad Estomática Epidermicas IE

(Nº estomas /mm 2) (Nº cél epid /mm 2) (Nº estomas /N° CTˠ) (Nº estomas /mm 2) (Nº cél epid /mm 2) (Nº estomas /N° CTˠ

Control 150 ± 27 a 347 ± 32 b 30 ± 3 99 ± 21 a 257 ± 39 a 28 ± 4

Alcalino 145 ± 25 a,b 312 ± 41 c 32 ± 3 65 ± 19 b 169 ± 25 c 27 ± 5

Salino 161 ± 35 a 392 ± 52 a 29 ± 3 101 ± 20 a 269 ± 50 a 27 ± 3
Mixto 127 ± 30 b 307 ± 81 c 30 ± 4 72 ± 24 b 210 ± 53 b 25 ± 4

F (3,77) 3,89 ** 10,18 *** 2,31 ns 14,20 *** 18,13 *** 2,18 ns
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Adaxial Abaxial
Número de estomas Numero de cél epid Número de estomas Número de cel epid

(No estomas/hoja) (No cél epid / hoja) (No estomas/hoja) (No cél epid / hoja)

Control 19820 ± 4189 a 51533 ± 7894 b 30127 ± 5441 b 69977 ± 5511 b

Alcalino 9619 ± 2749 b 25064 ± 3677 c 21575 ± 3718 c 46379 ± 6094 c

Salino 21415 ± 4162 a 57326 ± 10701 a 33678 ± 7374 a 82007 ± 10409 a

Mixto 8170 ± 2781 b 23895 ± 6006 c 14443 ± 3409 d 34967 ± 9217 d

Por otro lado, la Densidad Estomática (parámetro que indica la cantidad de estomas 

por mm2 de tejido), presentó los valores más altos en el tratamiento salino, a pesar de 

que no presentó diferencias significativas con el control. Dicho parámetro sufrió una 

reducción en los tratamientos afectados por sales alcalinas, siendo esta característica 

acompañada además con cambios en la Densidad de células epidérmicas (cantidad 

de células epidérmicas por mm2 de tejido epidérmico). Nuevamente, los valores más 

altos registrados, en este caso sí con diferencias significativas respecto al control en la 

cara abaxial, se encontraron en el tratamiento salino, mientras que los tratamientos 

alcalinos presentaron reducciones significativas de esta variable respecto al control 

(Figura 3.7. A). 

Estos resultados se correlacionan con el tamaño de las células epidérmicas 

observadas en los diferentes tratamientos. Mientras que en el estrés salino se 

registran reducciones de cerca de un 10% en el área celular con respecto al control, 

en los tratamientos alcalinos se observó un incremento del 10% en esta variable 

(Figura 3.7.C). Por su parte, en todos los tratamientos afectados por sales se observa 

un incremento significativo de al menos un 10% en el área de los estomas (Figura 

3.7.C). 

 

Tabla 3.2. | Número de células estomáticas y células epidérmicas por hoja 

 

 

 
 
 
 
Los valores son la media ± DE por planta (ncontrol = 21; nalcalino = 24; nsalino = 17; nmixto = 16). Diferentes 
letras dentro de cada columna indican diferencias significativas con p < 0,001 según el test Tukey de 
comparación de medias. 
 

Esto mismo se puede observar analizando el número total de estomas y células 

epidérmicas por hoja. Mientras ambos tipos celulares presentan un incremento 

considerable bajo condiciones de salinidad respecto al control, los mismos sufren una 

significativa reducción bajo condiciones de alcalinidad, resultando esto más severo en 

el estrés mixto salino-alcalino (Tabla 3.2). 
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3.1.2. Contenido de pigmentos fotosintéticos: clorofilas y carotenoides 

Tanto el estrés salino como el mixto provocaron una disminución del contenido de 

clorofila a y b, y por consiguiente del contenido total de dicho pigmento. Por el 

contrario, las condiciones de alcalinidad no produjeron una reducción de los niveles de 

clorofilas (Figura 3.8 A). En cuanto a los carotenoides, todas las condiciones de estrés 

analizadas redujeron significativamente su contenido. Dicha reducción osciló entre un 

27% y un 46%, dependiendo del tipo de estrés en cuestión (Figura 3.8 A). El estrés 

salino provocó una disminución de la relación clorofila a/clorofila b, en comparación 

con las plantas control. Por el contrario los estreses alcalino y mixto no tuvieron tal 

efecto. Al analizar la relación clorofila total/carotenoides, se observó que las 

condiciones de estrés alcalino y mixto, provocaron un aumento significativo con 

respecto a lo observado en condiciones control. Por el contrario el estrés salino no 

tuvo diferencias significativas con respecto al control (Figura 3.8. B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 3.8. | Contenido de pigmentos fotosintéticos en hojas de plantas de L. 
tenuis expuestas a diferentes condiciones de estrés. A) Contenido de pigmentos 
fue determinado espectrofotométricamente luego de extraerlos de material fresco 
con acetona, de acuerdo a lo descripto en materiales y métodos. Los resultados son 
el promedio de 6 repeticiones, cada una de ellas consistente en un pool de 5 
plantas. Las letras indican diferencias significativas con P≤0,05. B) Relación de 
clorofila a/b y clorofila total/carotenoides. Las letras indican diferencias significativas 
con P≤0,05. 
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3.1.3. Fotosíntesis, conductancia estomática y eficiencia en el uso del agua.  

La tasa fotosintética (A) no presentó variaciones significativas entre los tratamientos ni 

a los 15 días ni a los 30 días de aplicado el estrés (Figura 3.9.A). Por otro lado, bajo 

condiciones de salinidad (estrés salino y mixto salino-alcalino), se observó un mayor 

cierre estomático, disminuyendo la conductancia estomática (g, Figura 3.9.B) y 

reduciendo considerablemente la transpiración (E, Figura 3.9.C). De esta manera se 

observó un incremento en la eficiencia en el uso de agua (EUA) bajo estas 

condiciones (Figura 3.9.D). De esta manera, la planta mantiene las tasas de 

fotosíntesis (fijación de CO2) realizando un uso más eficiente de los recursos hídricos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3.9. | Parámetros fotosintéticos evaluados en hojas de L. tenuis 
expuestas a diferentes condiciones de estrés. Los parámetros fueron 
determinados a los 15 y a los 30 días de aplicados los diferentes 
tratamientos. A) Tasa fotosintética (A); B) Conductancia estomática (g); C) 
Transpiración (E); y D) Eficiencia en el uso del agua. Los diferentes 
parámetros fueron determinados in vivo con un muestreo no destructivo 
(LiCor 6400, Nebraska, USA) de acuerdo a lo descripto en materiales y 
métodos. Los resultados son el promedio de 10 repeticiones, cada una de 
ellas consistente en una determinación sobre una planta. Las letras indican 
diferencias significativas con P≤0,05. 
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Por otra parte, las plantas bajo condiciones de alcalinidad, no presentaron cambios 

fisiológicos con respecto al control, lo que indicaría que pudieron mantener los 

parámetros fisiológicos dentro de los valores normales a pesar de la situación de 

estrés a la cual se encontraban sometidas. Estos resultados se correlacionan con las 

mediciones del área del ostiolo y el recuento de células estomáticas (Figura 3.7. C). 

Mientras que en la superficie abaxial el número de estomas aumentó bajo condiciones 

de estrés salino, mismo tiempo pudo observarse una reducción en el área del ostiolo. 

Por el contrario, bajo condiciones de alcalinidad, pudo observarse una reducción en el 

número de células estomáticas, lo cual fue compensado por un aumento en el área del 

ostiolo. Finalmente, en las plantas afectadas por ambos estreses se redujo 

significativamente la cantidad de estomas y se mantuvo una apertura del ostiolo similar 

a la de los controles y al de las plantas expuestas a estrés salino. 

 

3.2.1. Tallo con crecimiento primario 

Los cortes transversales realizados en la zona media del primer entrenudo extendido, 

(próximo al ápice de la rama principal) mostraron cambios en su área y en su 

estructura anatómica en respuesta a los distintos tratamientos (Figura 3.12). Las 

plantas expuestas al tratamiento alcalino fueron las más afectadas, sufriendo una 

reducción de un 60% del área de sección transversal, mientras que las expuestas al 

tratamiento salino redujeron su área en apenas un 30% (Tabla 3.3). La estructura de 

los tallos con crecimiento primario en L. tenuis es una eustela, en la que pudieron 

observarse los tres sistemas de tejido típicos de las plantas: el dérmico (epidermis), el 

fundamental (corteza y médula), y el fascicular o vascular (xilema y floema primario). 

Tejido dérmico: 

La epidermis de este órgano en L. tenuis es uniestratificada, desprovista de clorofila e 

interrumpida por estomas. No se observaron mayores variaciones en cuanto al tamaño 

y la forma de las células ni en el espesor de la cutícula, a pesar de que esta última 

variable presentó una tendencia a engrosarse en todos los tratamientos afectados por 

sales (Figura 3.10). 

Tejido fundamental: 

La corteza se caracterizó por estar compuesta por una masa de tejido cortical 

periférico constituido por células parenquimáticas con la presencia de cloroplastos 

(clorénquima). Hacia la zona más interna de la corteza se observó la presencia de una 

vaina amilífera (Figura 3.11). 
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Área de Sección Área Área Area Área 

transversal de tallo cortical (C) floemática (F) xilemática (X) Medular (M)

(mm2) (mm2) (μm2) (mm2) (mm2)

Control 0,76 ± 0,06 a 0,52 ± 0,05 a 43006 ± 2362 a 12220 ± 174 a 0,19 ± 0,01 a

Alcalino 0,30 ± 0,10 c 0,23 ± 0,07 c 14854 ± 5993 b 4569 ± 2696 b 0,05 ± 0,02 b

Salino 0,50 ± 0,09 b 0,4 ± 0,06 b 18468 ± 11127 b 10052 ± 3554 a 0,08 ± 0,03 b,c

Mixto 0,54 ± 0,08 b 0,42 ± 0,05 b 2342 ± 399 c 4127 ± 708 b 0,11 ± 0,05 c

F (3,23) 16,56 *** 17,41 *** 21,71 *** 25,39 *** 10,52 ***
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La profundidad de la corteza presentó variaciones según los tratamientos. Debido a las 

diferencias en el área de la sección transversal, para una mejor evaluación de esta 

modificación, se trabajó con porcentajes de aporte del tejido cortical al área total del 

tallo con crecimiento primario (Tabla 3.4). De esta manera, todos los tratamientos 

afectados por sales presentaron un incremento de alrededor del 10% en este tejido 

con respecto al control (Tabla 3.4). 

La médula, en la zona central del tallo, presentó voluminosas células parenquimáticas, 

y algunas de ellas mostraron acumulación de taninos (Figura 3.11.). Esta zona 

también presentó variaciones en su área de acuerdo con los tratamientos, sufriendo 

una reducción de un 40% en los tratamientos alcalino y salino con respecto al control. 

El estrés mixto no redujo el porcentaje de tejido medular, dando resultados similares al 

de las plantas bajo tratamiento control (Tabla 3.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.10 | Características de tejido epidérmico. 

 

Tabla 3.3. Mediciones anatómicas en tallo de L. tenuis en estado de crecimiento primario. 

Los valores son la media ± DE por planta (ncontrol = 7; nalcalino = 7; nsalino = 5; nmixto = 5). Diferentes letras 
dentro de la columna indican diferencias significativas, *** denota efecto significativo con p < 0,001 
mediante test Tukey de comparación de medias. 
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% tejido % tejido % de tejido % de tejido

cortical floemático xilemático medular

(C/T)% (F/T)% (X/T)% (M/T)%

Control 68,35 ± 0,49 b 5,65 ± 0,15 a 1,61 ± 0,11 a,b 24,40 ± 0,23 a

Alcalino 78,75 ± 3,39 a 4,88 ± 0,56 a 1,43 ± 0,39 b 14,94 ± 2,94 b

Salino 79,49 ± 4,19 a 4,60 ± 0,56 a 2,27 ± 0,30 a 14,98 ± 2,37 b

Mixto 75,23 ± 1,69 a 0,46 ± 0,05 b 0,76 ± 0,21 c 23,63 ± 1,70 a

F (3,16) 6,92 ** 123,42 *** 14,74 *** 17,40 ***

Tabla 3.4. Aporte relativo de los distintos tejidos al área total del tallo en estado de crecimiento 
primario. 
 

 

 

 

 

 

 
Los valores son la media ± DE por planta (ncontrol = 7; nalcalino = 7; nsalino = 5; nmixto = 5). Diferentes letras 
dentro de la columna indican diferencias significativas, *** denota efecto significativo con p < 0,001 
mediante test Tukey de comparación de medias. 
 

Tejido vascular: 

El tejido vascular en este órgano está representado por un ciclo de haces vasculares 

colaterales abiertos (floema hacia corteza, remanente procambial y xilema hacia 

médula) separados entre sí por el parénquima interfascicular. El número de haces 

vasculares varió entre los tratamientos, el tratamiento control presentó 10 haces 

vasculares, el salino y mixto entre 9 y 10 haces y el más afectado fue el estrés 

alcalino, con 8 haces vasculares solamente (Figura 3.11).  

Las proporciones relativas de los distintos tejidos vasculares con respecto a la sección 

transversal del tallo primario también presentaron diferencias según el tratamiento. 

Con respecto al floema se observó que la alcalinidad y la salinidad provocaron una 

ligera reducción en este tejido con respecto al control. Sin embargo, esta diferencia no 

presentó significancia estadística (Tabla 3.4). Por su parte, el estrés mixto presentó 

una importante reducción (90%) en este tejido. 

El xilema presentó un comportamiento contrastante entre los tratamientos alcalino y 

salino. Mientras que en el alcalino el área xilemática se redujo en un 10% con respecto 

al control, en el salino se incrementó en un 30%. El estrés mixto resultó el más 

afectado, reduciendo su área xilemática en un 50% con respecto al control (Tabla 3.4). 

En cuanto a la composición individual de los vasos xilemáticos, todas las plantas 

afectadas por sales mostraron una reducción del diámetro promedio de sus vasos en 

cerca de un 50% para los tratamientos alcalino y salino, y de más de un 70% en el 

caso del estrés mixto (Figura 3.12 A). Por otro lado, también se observó que en los 

tratamientos con altas concentraciones de sal (tratamiento salino y mixto) el número 

de vasos xilemáticos fue mayor que en el caso de los tratamientos control y alcalino 

(con bajas concentraciones de salinidad) (Figura 3.12 B).  



CAPÍTULO III – ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA 

78. 

 

 

ct x f va co e ri hv 

m 

c 

ct f x va co e ri hv 

m c 

ct x va co e ri hv 

m c 

f 

f va ct e ri hv 

m 
c 

x co 

A B 

C D 

E F 

G 
H 

 



CAPÍTULO III – ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA 

79. 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

Control Alcalino Salino Mixto

µ
m

2 

Tratamiento 

Sección transversal promedio de 
vasos xilemáticos 

a 

b 

b 

c 

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

Control Alcalino Salino Mixto

N
o
 d

e
 v

as
o

s 
xi

le
m

át
ic

o
s 

Tratamiento 

Número promedio de vasos 
xilemáticos 

b 

b 

a 
a 

Figura 3.11 | Cortes transversales de tallo con crecimiento primario. En las fotos, A y B son 
tratamiento Control, C y D son el tratamiento alcalino, E y F el tratamiento salino y G y H el tratamiento 
mixto. A simple vista se observan reducciones del diámetro de tallo, tamaño de la médula, y la 
disminución del número de haces vasculares en el tratamiento alcalino (C y D). En los tratamientos salino 
y mixto también se observaron reducciones, pero no tan marcadas como en el tratamiento alcalino. Las 
secciones fueron realizadas en la zona media del último entrenudo extendido. Las siglas indican: ri, región 
interfascicular; hv, haces vasculares; c, corteza; m, médula; e, epidermis; co, colénquima; f, floema; x, 
xilema; va, vaina amilifera; ct, célula tanífera. La escala equivale a 100 y 50 μm en los paneles de la 
izquierda la derecha, respectivamente. 
 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.12 | Diámetro y número promedio de los vasos xilemáticos en tallos en estado de 
crecimiento primario. Los valores son la media ± DE por planta (ncontrol = 7; nalcalino = 7; nsalino = 5; 
nmixto = 5). Diferentes letras indican diferencias significativas con p < 0,001 mediante test Tukey de 
comparación de medias. 
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3.2.2. Tallo con crecimiento secundario. 

El crecimiento secundario en tallos resulta de la actividad de dos tejidos 

meristemáticos, el cambium vascular y el felógeno. El primer meristema aumenta la 

cantidad de tejidos vasculares en los tallos comenzando en la parte del vástago o del 

eje de la planta que ha cesado de alargarse. Por su parte, el felógeno produce la 

peridermis, que es el tejido de protección que reemplaza la epidermis cuando el 

crecimiento en grosor del órgano (por actividad del cambium vascular) alcanza 

tamaños importantes. Este tipo de crecimiento es común en las gimnospermas y 

dicotiledóneas leñosas, pero puede ocurrir con menor intensidad en dicotiledóneas 

herbáceas como Lotus tenuis.  

 

Tejido dérmico: 

En el estadio de crecimiento estudiado, las plantas aún conservaban la epidermis. Se 

observó un ligero aumento en el espesor en este tejido y su cutícula solamente en el 

tratamiento alcalino (Tabla 3.5). 

Tejido fundamental: 

La corteza presentó una anatomía similar a la observada en tallos en crecimiento 

primario, las células del clorénquima dejaron espacios intercelulares y presentaron una 

disposición de dos a tres estratos de espesor (Figura 3.13. A). A pesar de que se 

encontraron variaciones en valores absolutos entre los diferentes tratamientos (donde 

el tratamiento alcalino presentó los valores superiores, seguido por el salino, el control 

y el tratamiento mixto – Tabla 3.5.), en términos de valores relativos con respecto a la 

sección transversal, no se encontraron mayores diferencias entre los tratamientos 

(Figura 3.13. B) 

La médula, al igual que lo observado en tallo con crecimiento primario, se encontró 

constituida por voluminosas células parenquimáticas dispuestas de manera bastante 

compacta. El área de la médula también presentó variaciones de acuerdo con los 

tratamientos, sufriendo un incremento del 40% en los tratamientos alcalino y salino con 

respecto al control, mientras que las plantas expuestas al estrés mixto mantuvieron un 

área medular similar a los controles (Tabla 3.5. y Figura 3.13). 

Tejido vascular: 

Las proporciones relativas de los distintos tejidos vasculares con respecto a la sección 

transversal del tallo secundario presentaron diferencias según el tratamiento. Con 

respecto al floema se observó que la alcalinidad y la salinidad redujeron ligeramente 

este tejido con respecto al control, sin embargo, esta diferencia no presentó 

significancia estadística (Figura 3.13 B). El estrés mixto fue el tratamiento que ejerció 
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un efecto más notable, pero a diferencia de lo observado en el tallo con crecimiento 

primario, no presentó diferencias significativas con respecto al control. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

% tejido % tejido % de tejido % de tejido

cortical floemático xilemático medular

(C/T) (F/T) (X/T)% (M/T)%

Control 39,7 ± 3,1 13,5 ± 1,7 36,6 ± 2,3 a 4,3 ± 0,5 c

Alcalino 44,7 ± 8,5 12,4 ± 2,2 28,4 ± 3,3 b,c 4,6 ± 1,4 c

Salino 48,2 ± 8,9 11,0 ± 2,3 27,5 ± 4,4 c 10,1 ± 2,3 a

Mixto 42,4 ± 1,1 9,7 ± 1,3 33,7 ± 0,0 a,b 8,1 ± 0,7 b

F (3,19) 1,28 (ns) 2,23 (ns) 7,80 ** 19,72 ***
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Figura 3.13 | Tallo en estado de crecimiento secundario. A) Cortes transversales. Se 
observan las variaciones en el diámetro del tallo, tamaño de la médula y profundidad de xilema. 
Las secciones fueron realizadas en la zona basal de la rama principal, próximo a la zona de 
transición con la raíz. Las siglas indican: m, médula; x, xilema; c, zona cambial; f, floema; ff, 
fibras floemáticas; co, corteza; e, epidermis. Barra de escala indica 300 μm. B) Porcentaje de 
contribución de cada tejido a la sección transversal total. Los valores son la media ± DE 
por planta (ncontrol = 5; nalcalino = 5; nsalino = 5; nmixto = 5). Diferentes letras dentro de la columna 
indican diferencias significativas, *** denota efecto significativo con p << 0,01, * p < 0,05, y ns 
no significativo mediante test Tukey de comparación de medias.  
 
 
 

 

El xilema presentó reducciones en todos los tratamientos que incluyeron sales, siendo 

de alrededor del 20 % para el caso del estrés salino y estrés alcalino y del 10 % para 

el estrés mixto. Este último resultó menos severo y no mostró diferencias significativas 

con el control ni con los otros tratamientos (Figura 3.13 B). 

 

 

 
Tabla 3.5 | Análisis comparativo de la anatomía del tallo con crecimiento secundario 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Los valores medias ± DE por planta (ncontrol = 5; nalcalino = 5; nsalino = 5; nmixto = 5).  
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencias significativas, *** denota efecto 
significativo con p < 0,001, * p < 0,05  mediante test Tukey de comparación de medias.  
 

Área Profundidad de Profundidad de

Medular (M) Epidermis Cutícula

(mm2) (μm) (μm)

0,033 ± 0,002 c 28 ± 3 b 7 ± 1 b

0,054 ± 0,010 b 38 ± 2 a 9 ± 1 a

0,100 ± 0,014 a 31 ± 3 b 7 ± 1 b

0,055 ± 0,004 b 31 ± 3 b 7 ± 1 b

41,52 *** 9,07 ** 3,97 *

Control

Alcalino

Salino

Mixto

F (3,19)

Área de Sección Área de Área Area

transversal de tallo corteza floemática (F) xilemática (X)

(mm2) (mm) (mm 2) (mm 2)

Control 0,76 ± 0,10 c 0,30 ± 0,02 c 0,10 ± 0,02 b 0,28 ± 0,05 b

Alcalino 1,43 ± 0,17 a 0,76 ± 0,06 a 0,18 ± 0,03 a 0,40 ± 0,01 a

Salino 0,95 ± 0,07 b 0,46 ± 0,11 b 0,10 ± 0,02 b 0,26 ± 0,03 b

Mixto 0,68 ± 0,01 c 0,29 ± 0,01 c 0,07 ± 0,01 b 0,23 ± 0,00 b

F (3,19) 35,62 *** 11,40 *** 12,21 *** 19,60 ***

Continuación de tabla 3.5 
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3.2. ANATOMÍA RADICAL 

3.1.1. Raíz con crecimiento primario 

En la raíz primaria, se observaron cambios anatómicos como consecuencia de los 

tratamientos aplicados. En este sentido, la alcalinidad, tanto en forma individual como 

combinada con salinidad, provocó una reducción de alrededor del 40% en el área de la 

sección transversal de las raíces (Tabla 3.6 y Figura 1.14). En los cortes, fue posible 

reconocer una separación nítida entre los tres tipos de sistemas de tejidos: epidermis 

(sistema dérmico), corteza (sistema fundamental) y el sistema vascular (Figura 1.14).  

Tejido dérmico: 

La epidermis no presentó mayores variaciones entre los tratamientos, no 

observándose alteraciones en cuanto a la forma y el tamaño celular. En todos los 

tratamientos se observaron tricomas con similares características (datos no 

presentados).  

Tejido fundamental: 

La corteza se caracterizó por estar compuesta por células parenquimáticas 

únicamente, sin observarse formación de tejido de sostén. La capa más interna de la 

corteza está representada por la endodermis, la cual no presentó mayores diferencias 

en cuanto a su espesor o morfología celular entre los distintos tratamientos. El tejido 

parenquimático entre las células corticales subepidérmicas y la endodermis presentó 

variaciones en cuanto a la forma y el grado de compactación de las células, 

encontrándose la formación de aerénquima muy desarrollado, con espacios 

intercelulares que se extienden desde las células corticales subepidérmicas hasta la 

endodermis, en más del 60% de los cortes analizados de los tratamientos alcalino y 

salino. El tratamiento control presentó formación de espacios intercelulares en cerca 

del 20% de los cortes analizados. Por su parte, todos los preparados analizados de 

raíces del tratamiento mixto revelaron la ausencia de aerénquima, con un parénquima 

cortical muy compacto y células bien definidas (Figura 3.14.D, análisis no presentado). 

Tejido vascular: 

El cilindro vascular también sufrió una reducción en su tamaño al igual que el área 

total de tejido xilemático en los tratamientos afectados por sales (Tabla 3.6). 

Pese a estas reducciones, las plantas mantuvieron una relación constante entre el 

área del cilindro vascular y el área de la sección transversal de la raíz, y por ende la 
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relación entre el tejido cortical y el área vascular. Al evaluar la relación entre el tejido 

xilemático y el área total de la sección transversal de raíz, el único tratamiento que 

provocó una reducción dramática fue el estrés mixto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.14 | Cortes transversales de raíces con crecimiento primario. Donde A es tratamiento 
Control, B es Alcalino, C es salino y D mixto. Se observan como la alcalinidad afecta visiblemente el 
diámetro de las raíces. También se observan diferencias en cuanto al grado de compactación de las 
células de la corteza. Las secciones fueron realizadas a 20 mm del ápice radical. Las siglas indican: p, 
pelos radicales; ep, epidermis; c, corteza; a, aerénquima; en, endodermis; x, xilema; f, floema.  
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Tabla 3.6. Análisis comparativo de la anatomía de raíz primaria 
Área total de Área total de Área total de

raíz primaria (A) cilindro vascular (C) xilema (X) Relación Relación

(mm2) (mm2) (um2) (C/A)% (X/A)%

Control 0,23 ± 0,07 a 0,012 ± 0,003 a 944 ± 246 (2,95).a 5,4 ± 0,8 0,43 ± 0,14 (2,39).a

Alcalino 0,13 ± 0,06 b 0,008 ± 0,005 a,b 763 ± 599 (2,94).a 5,4 ± 1,4 0,59 ± 0,36 (2,30).a

Salino 0,17 ± 0,13 a,b 0,011 ± 0,010 a 889 ± 793 (2,80).a 4,3 ± 0,9 0,37 ± 0,11 (2,45).a

Mixto 0,13 ± 0,06 b 0,006 ± 0,003 b 259 ± 134 (2,36).b 4,6 ± 1,2 0,23 ± 0,17 (2,77).b

F(3,40) 5,44 ** 4,45 ** 14,36 *** 1,95 ns 9,56 ***
 

Los valores son la media ± DE por planta (ncontrol = 14; nalcalino = 9; nsalino = 6; nmixto = 13). Diferentes letras 
dentro de la columna indican diferencias significativas, ** denota efecto significativo con p < 0,01 y *** 
denota efecto significativo con p << 0,01 mediante test Tukey de comparación de medias. 

 

3.1.1. Raíz con crecimiento secundario 

Esta porción de la raíz se caracteriza por el desarrollo de tejidos derivados de los 

meristemas laterales, tales como la peridermis a partir del felógeno y los tejidos 

vasculares secundarios a partir del cambium vascular. La felodermis se inicia a partir 

de divisiones periclinales y anticlinales del periciclo, capa de tejido subyacente a la 

endodermis que determina el límite externo del cilindro central de la raíz. Por su parte, 

el cambium vascular se inicia por divisiones de aquellas células procambiales que 

permanecen indiferenciadas entre el floema primario y el xilema secundario y se 

completa por actividad del periciclo. Estos dos tejidos meristemáticos dan lugar al 

crecimiento en grosor de la raíz. 

 

El análisis de los cortes histológicos realizados sobre la raíz principal en zonas 

próximas a la región de transición entre raíz y tallo, mostraron crecimiento secundario 

y revelaron cambios anatómicos atribuibles a los tratamientos. Una de estas 

diferencias estuvo relacionada con el radio de las raíces en sección transversal, caso 

en el que los tratamientos con altas concentraciones de sales (salino y mixto) 

provocaron una reducción de alrededor del 50% del mismo (Tabla 3.7). El estrés 

alcalino también provocó una reducción en esta variable pero no fue significativa con 

respecto al control (Tabla 3.7).  

 

Tejidos de protección: 

En L. tenuis la peridermis (tejido protector secundario derivado del felógeno), carece 

de un súber característico y está constituida por varios estratos de células 

parenquimáticas vivas apiladas que recuerdan a la felodermis. En algunos casos por 
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fuera de la peridermis se conservan restos de corteza y parte de la epidermis (Figura 

3.15). No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos en relación 

con este tejido. 

Tejidos derivados del cambium vascular: 

El floema secundario contiene tubos cribosos con células acompañantes, fibras y 

células parenquimáticas que constituyen el sistema axial y amplios radios 

parenquimáticos que forman el sistema horizontal. Estos radios son continuos a través 

de la zona cambial con los radios del xilema secundario (Figura 3.15). La porción más 

externa del floema posee fibras y parénquima de almacenamiento, y los tubos cribosos 

viejos se encuentran aplastados. La profundidad que alcanzó este tejido fue similar en 

las raíces de todos los tratamientos (Tabla 3.7). 

El sistema axial del xilema secundario posee vasos de diversos diámetros 

acompañados de fibras y de células parenquimáticas, y el sistema horizontal está 

representado por numerosos radios parenquimáticos angostos (Figura 3.15.). A este 

nivel, se observaron diferencias entre los tratamientos, en especial en lo concerniente 

al estrés salino, situación bajo al cual pudo observarse una reducción de un 25% en la 

profundidad de este tejido con respecto al control. Las plantas afectadas por 

alcalinidad (tratamiento alcalino y mixto) presentaron valores intermedios a los del 

control y el tratamiento salino (Tabla 3.7). 

 

Tabla 3.7. Análisis comparativo de la anatomía de raíz secundaria  

Radio de raíz Profundidad relativa Profundidad relativa Profundidad relativa

secundária (R) peridermis de floema de xilema

(μm) (P/R)% (F/R)% (X/R)%

Control 938 ± 107 a 26 ± 7 17 ± 6 53 ± 8,1 a

Alcalino 730 ± 202 a,c 33 ± 4 18 ± 7 49 ± 2,4 a,b

Salino 388 ± 45 b 28 ± 5 28 ± 7 39 ± 7,5 b

Mixto 557 ± 58 b,c 28 ± 3 18 ± 3 52 ± 1,3 a,b

F (3,16) 28,04 *** 0,65 ns 3,37 ns 4,55 *  
Los valores son la media ± DE por planta (ncontrol = 4; nalcalino = 4; nsalino = 5; nmixto = 4). 
Diferentes letras dentro de la columna indican diferencias significativas, *** denota efecto 
significativo con p << 0,001 mediante test Tukey de comparación de medias. 
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Figura 3.15 | Cortes transversales de raíces con desarrollo de crecimiento secundario. Donde A es 
tratamiento Control, B es Alcalino, C es salino y D mixto. Se observa como la presencia de sales afecta el 
diámetro de las raíces y la profundidad del xilema. Las secciones fueron realizadas hacia la región basal 
de la raíz principal. Las siglas indican: ff, fibras de floema; ra, radios; fe, felodermis; fl, floema; c, cambium; 
x, xilema; xp, xilema primario.  
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DISCUSIÓN 

Durante el proceso de respuesta de una planta ante una condición de estrés, entran 

en juego una serie de mecanismos que operan a diferentes niveles para mantener la 

homeostasis vegetal y permitir que la planta pueda continuar con su desarrollo. En el 

caso particular del estrés salino, la mayoría de los estudios realizados en este sentido 

se centran en la homeostasis iónica y en caracteres de tipo fisiológico (Kulkarni et al, 

2008). Sin embargo, ante una situación de estrés también ocurren modificaciones 

estructurales a nivel de células y de tejidos en respuesta a dicho estrés. Estas 

respuestas anatómicas están bastante caracterizadas en las plantas halofitas, e 

incluyen una serie de mecanismos adaptativos tales como el desarrollo de barreras 

estructurales tendientes a bloquear el ingreso de sales a través de las raíces, 

estructuras especializadas en la secreción de sales y la suculencia, por mencionar 

algunas (Flowers, 1986).  

A pesar de la importancia de la comprensión de estos mecanismos de respuesta 

anatómicos en la estrategia adaptativa de las plantas, y la de la integración de esta 

información con los datos fisiológicos y/o bioquímicos, existen pocos estudios donde 

se comparan todos estos aspectos de manera integral en la respuesta de plantas no-

halofitas al estrés salino. En este sentido, Lotus tenuis podría considerarse un buen 

modelo de estudio, debido a que es una especie glicofita tolerante a la salinidad que 

no presenta estructuras especializadas tales como glándulas salinas, vesículas, u 

otras estructuras secretoras de sales en las hojas o en tallos (Stenglein et al, 2003). 

De esta manera, se cree que su respuesta a la salinidad es mayoritariamente 

atribuible a una plasticidad adaptativa a nivel de ajuste osmótico, fisiológico y 

metabólico (Sánchez, 2009), que podría estar acompañada por modificaciones a nivel 

anatómico. En este sentido, se ha observado que bajo condiciones de anegamiento 

las plantas de L. tenuis son capaces de desarrollar en forma considerable tejidos 

especializados en el almacenamiento de aire en las raíces (Striker, 2005) y en el tallo 

(Vignolio & Fernández, 1997). El aerénquima así formaría un continuo a lo largo de la 

planta, conectando los tejidos no sumergidos con los sumergidos, promoviendo la 

oxigenación y ventilación de estos últimos y permitiendo tolerar el estrés por 

inundación. Dada la tolerancia de la especie al estrés salino, una de las estrategias de 

aclimatación de la misma podría implicar modificaciones a nivel anatómico.  

Los estudios correspondientes a este capítulo fueron llevados a cabo exponiendo 

plantas de L. tenuis a diferentes tipos de estrés salino, ya sea el estrés salino 

tradicional, provocado por la sal neutra NaCl o por la sal alcalina predominante en los 
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pastizales de la Pampa Deprimida, el NaHCO3. Dado que en los suelos afectados por 

sales es raro encontrar un solo tipo de sal, se evaluó además el efecto de la 

combinación de la sal neutra y la sal alcalina. De esta manera, se intentó identificar 

respuestas diferenciales a los distintos tipos de estrés, las cuales podrían resultar 

adaptativas a dichas condiciones. Además se cotejaron las respuestas anatómicas con 

los parámetros fisiológicos evaluados. 

 

Respuesta anatómica y fisiológica de la hoja 

La anatomía foliar fue remarcablemente diferente entre las plantas control y plantas 

sometidas a estrés, y dentro de estas, también se observaron diferencias 

contrastantes entre los diferentes tipos de salinidad. En todos los tratamientos salinos 

se observó el aumento en el espesor de la hoja (suculencia), siendo esta más 

marcada en los tratamientos afectados por salinidad (salino y mixto) que en el alcalino. 

Este aumento en el espesor es comúnmente observado en plantas crecidas bajo 

condiciones de salinidad, y se considera una respuesta adaptativa, una vez que 

proporciona la base estructural para la dilución de las sales acumuladas en los tejidos 

foliares (Waisel, 1972; Cutter, 1980; Fahn, 1990). Asociado con estos cambios en 

suculencia, también se encuentran los incrementos en espesor tanto del mesofilo 

como de los tejidos epidérmicos y la cutícula. Estos cambios están de acuerdo con los 

observados en hojas de otras glicofitas como frijol, arroz y Artiplex, donde se han 

reportado que se incrementa el espesor de la epidermis, del mesofilo, la longitud del 

tejido en empalizada y del diámetro de las células esponjosas a medida que aumenta 

la salinidad (Longstreth & Noble, 1979). 

Con respecto a la alcalinidad, existe solo un trabajo previo donde se describe la 

evaluación de los parámetros anatómicos, y en el cual se utilizan espículas de Pinus 

silvestris como sistema experimental (Lukjanova et al, 2010). En dicho trabajo, en 

forma similar a lo observado en nuestros experimentos, se detectó un aumento del 

tamaño de las células epidérmicas, lo cual estuvo asociado con un aumento del 

espesor de la cutícula. Por otro lado, y en forma opuesta a lo que observamos en L. 

tenuis, dicho trabajo detectó una reducción del espesor de la espícula y del mesofilo, 

concluyendo los autores que este efecto podría reducir la capacidad fotosintética y ser 

la causa del efecto negativo sobre el crecimiento observado bajo condiciones de 

alcalinidad. 

El aumento en espesor de la epidermis también es considerado un parámetro 

adaptativo bajo condiciones de salinidad (Awasthi & Pathak, 1999). Esta característica 

es crítica bajo condiciones de limitada disponibilidad de agua debido a que una 
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epidermis más espesa es capaz de controlar las pérdidas de agua a través de las 

hojas y tallos herbáceos (Mansoor et al, 2002; Hameed et al, 2002; Nawazish et al, 

2006). Este parámetro, junto con el espesor de la cutícula, se vio incrementado en 

todos los tratamientos afectados por sales. 

Las células del mesofilo en empalizada (PM) representan el sitio de más del 90% de la 

actividad fotosintética en la planta. De esta manera, un aumento en el espesor de este 

tejido (en teoría) incrementa en forma considerable la tasa de fotosíntesis (Borse et al 

1998; Kulkarni et al, 2008). De esta manera, la relación entre el parénquima en 

empalizada y el esponjoso que forman el mesofilo (PM:SM), constituye un índice de la 

capacidad fotosintética de las hojas. A mayores valores de esta relación, mayores son 

las tasas de fotosíntesis, lo que claramente se observa en tomate, chile y Calotropis 

(Kulkarni, 2008). A pesar de que dicha relación en el presente trabajo no mostró 

diferencias significativas entre los tratamientos con respecto al control, en todos los 

casos se observó una tendencia a aumentar. Si a esta observación le sumamos el 

hecho de que las plantas no presentaron variaciones en la tasa fotosintética, se podría 

inducir que esta modificación podría resultar de carácter adaptativo. En este sentido, 

cabe destacar que Lotus tenuis tiene la capacidad de mantener las tasas fotosintéticas 

bajo diferentes condiciones de estrés abiótico tales como salinidad (Teakle, 2007) y 

anegamiento (Stricker et al, 2005) por periodos de estrés similares a los utilizados en 

este trabajo. Esta capacidad podría, en parte, explicarse por esta respuesta 

anatómica. 

A nivel de la distribución celular en el tejido epidérmico, un aspecto a destacar es la 

anfistomia de la especie. Se considera esta característica como de carácter altamente 

xeromórfico, y se cree que pudo haber evolucionado en respuesta a un incremento de 

aridez (Parkhurst, 1978). En este sentido, un parámetro útil por su constancia y 

estabilidad es el índice estomático (Wiklinson, 1979). A pesar de que en varias 

especies como Licopersicon esculentum Mill; Capsicum anuumm y Grossypium sp. ha 

sido reportado en que este índice puede verse afectado por condiciones de estrés, 

tanto ambiental como nutricional (Salas et al, 2001), en las condiciones del presente 

trabajo no se observaron diferencias entre los tratamientos, indicando que las plantas 

de L. tenuis son capaces de mantener las proporciones de células epidérmicas y los 

estomas. 

Por el contrario, en esta tesis se observó que la salinidad y la alcalinidad ejercieron 

efectos diferenciales sobre la densidad estomática y sobre la densidad de células 

epidérmicas, prevaleciendo el efecto de la alcalinidad sobre el estrés mixto. A nivel de 

células estomáticas, hubo una reducción numérica por unidad de superficie debido a la 

alcalinidad, mientras que la salinidad no varió su número con respecto al control. En 



CAPÍTULO III – ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA 

91. 

las plantas cultivadas, altas densidades estomáticas normalmente están relacionadas 

con altos valores de conductancia estomática (g) y altas tasas de transpiración (Davies 

et al, 1991). Sin embargo, una vez que la densidad estomática está definida 

tempranamente durante el desarrollo de la hoja (Lake et al, 2002), en hojas maduras el 

control dinámico de la apertura estomática parece ser más importante para el control 

de g y perdida de agua. Se ha descripto que muchas especies sobreviven al estrés 

hídrico reteniendo agua mediante el cierre de estomas. Estas afirmaciones están de 

acuerdo con lo observado en la apertura del ostiolo, donde las plantas sometidas a 

estrés alcalino poseen mayor apertura estomática que el control, mientras que las 

plantas sometidas a salinidad reducen este parámetro. 

En este sentido, se considera que una de las respuestas a nivel de planta entera que 

presenta los cambios más rápidos y dramáticos ante la salinidad, es la apertura 

estomática (Munns et al, 2008). La respuesta estomática es inducida por el efecto 

osmótico de las sales presentes por fuera de la raíz. La apertura del ostiolo está 

relacionada con la conductividad estomática (g) y la tasa de transpiración (E). Al igual 

que en la variable anterior, estos dos últimos se vieron reducidos por los tratamientos 

afectados por salinidad (salino y mixto). La salinidad afecta la conductancia estomática 

inmediatamente (y de manera transitoria), perturbando las relaciones hídricas e 

induciendo con posteridad, la síntesis de ABA (Fricke et al, 2004 en Munns et al, 

2008).  

Dado que la alcalinidad afecta el crecimiento del vástago de una forma más importante 

que lo observado con la salinidad, la reducción del número de células epidérmicas con 

su consecuente aumento de tamaño podría atribuirse a una inhibición de la división 

celular durante la ontogenia de la hoja. Esto podría relacionarse también con la 

reducción observada en el área foliar en los tratamientos alcalinos. En este sentido, ha 

sido reportado en diferentes trabajos el efecto negativo de la alcalinidad sobre este 

parámetro (Mahmoundi et al, 2009). 

Con respecto a los pigmentos fotosintéticos, en este trabajo se encontró una reducción 

significativa del contenido de clorofila (tanto a como b) en las plantas expuestas a altas 

concentraciones de sales. Por otro lado, todos los estreses analizados redujeron los 

niveles de carotenoides. En general, el contenido de clorofila y carotenoides de las 

hojas decrece bajo condiciones de estrés salino, aunque Wang y Nil, (2000) han 

reportado que el contenido de clorofila de plantas de Amaranthus tricolor se 

incrementa ante tal situación de estrés. Otra observación frecuente constituye la caída 

de las hojas más viejas, las cuales desarrollan clorosis cuando la planta es sometida a 

periodos prolongados de estrés salino (Hernandez et al, 1995 y 1999; Gadallah, 1999; 

Agastian et al, 2000). En este sentido, la relación clorofila a/b se considera un índice 
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del estado de los pigmentos fotosintéticos y la adaptación a la luz del aparato 

fotosintético (Lichtenthaler et al, 1987). En el presente trabajo, la relación clorofila a/b 

fue relativamente baja en todos los casos analizados, si se tiene en cuenta que los 

valores normales de dicho parámetro para hojas completamente desarrolladas se 

encuentra en el rango de 2,5 a 3,5 (Lichtenthaler & Buschmann, 2001). Bajo nuestras 

condiciones experimentales, ell estrés salino fue la única condición que provocó una 

disminución significativa pero muy leve de dicho parámetro. Por lo tanto, el estado de 

los pigmentos fotosintéticos no parece haber sido afectado drásticamente por el estrés 

alcalino ni por ninguno de los otros tipos de estreses analizados. Esto está de acuerdo 

con los resultados obtenidos al analizar la tasa fotosintética, la cual no se vio afectada 

por ninguna de las condiciones de estrés  

 

Respuesta anatómica de tallo 

A pesar de que las hojas han sido el foco principal de las investigaciones anatómicas 

en relación a las respuestas de las plantas a un cambio abiótico, en los años recientes 

se está prestando mayor atención al efecto de las condiciones ambientales sobre el 

tallo, y en especial, en lo referente a la arquitectura hidráulica (Dickison, 2001). Gran 

parte de la diversidad estructural encontrada dentro del xilema secundario de las 

plantas leñosas posee explicaciones funcionales y adaptativas y pueden ser 

directamente relacionadas con el hábitat de la especie, así como con las condiciones 

atmosféricas variables y la disponibilidad de agua. El diseño hidráulico de árboles, 

hierbas y vides, ha sido menos estudiado que las hojas, a pesar que evidentemente, 

posee una significativa influencia sobre el movimiento del agua dentro del cuerpo de la 

planta y posiblemente constituya uno de los principales factores determinantes del 

tamaño de la planta, la vulnerabilidad de los tallos a los periodos de sequía, la 

capacidad de almacenamiento de agua de los tejidos, así como la distribución 

geográfica de las especies leñosas (Dickison, 2001).  

Virtualmente todos los aspectos de la estructura del xilema pueden estar influenciados 

tanto a nivel cualitativo como de manera cuantitativa por las condiciones ecológicas. 

En concordancia con esta afirmación, bajo las condiciones experimentales del 

presente trabajo uno de los tejidos que presentó mayores cambios a nivel de tallo fue 

el xilemático. En todos los tratamientos afectados por sales, se observó una reducción 

significativa en los diámetros de los vasos a nivel del tallo con crecimiento primario, sin 

embargo, esta reducción fue compensada con un aumento en el número de vasos 

solamente en los tratamientos afectados por elevada salinidad (salino y mixto). No 

obstante, el efecto de la alcalinidad, tanto aislada como combinada con salinidad, 
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provocó importantes reducciones en el área total de tejido xilemático. A nivel de tallo 

en crecimiento secundario, este efecto fue menos notorio, observándose una 

tendencia a una reducción del tejido xilemático en todos los tratamientos afectados por 

sales. En concordancia con estos resultados, se ha descripto que el xilema de las 

plantas sometidas a alta salinidad generalmente contiene vasos con diámetros 

menores que los encontrados en plantas crecidas bajo condiciones menos restrictivas 

(Fahn, 1964; Bass et al, 1983; Dickison, 2001). Ejemplos de esta situación, constituyen 

los árboles de manglares como Rhizophoraceae (halofita), cuyas raíces crecen en 

suelos que se anegan regularmente con agua salada. Especies de este género 

adaptadas a la zona de manglar poseen vasos de menor diámetro que los 

encontrados en especies no halofitas de la misma familia (Janssonius, 1950). Efectos 

similares fueron encontrados en árboles resistentes a salinidad de Poplar euphratica 

(Junghans et al, 2006).  

En definitiva, la anatomía del xilema de las plantas se encuentra optimizada para 

asegurar un transporte continuo de agua desde las raíces hacia las hojas bajo 

condiciones variables de aprovisionamiento de agua. La sequía y la salinidad creciente 

dañan el estatus hídrico de la planta y pueden incrementar la tensión de la columna de 

agua en el sistema conductor, lo que provoca cavitación y subsecuente embolismo 

(Zimmermann 1983; Tyree & Sperry, 1989). De acuerdo con Carlquist (1988), la 

conducción a través de numerosos vasos con diámetro angosto, resulta más eficiente 

que la conducción a través de un menor número de vasos que presenten un diámetro 

mayor. De esta manera, la cavitación de los vasos angostos ocasiona una menor 

pérdida de la capacidad de conducción. Lo anterior permite suponer que aquellas 

especies que presenten vasos de conducción de mayor diámetro, serán más 

susceptibles a presentar embolismo durante periodos de estrés hídrico que aquellas 

especies que presenten un diámetro de vasos menor (Margave et al, 1994). De esta 

manera, la reducción en el tamaño de los vasos observada en L. tenuis en respuesta a 

la salinidad podría sugerir un mecanismo adaptativo de respuesta al estrés. 

Otro aspecto interesante que se observó en este órgano fue el incremento porcentual 

de los tejidos parenquimáticos en todos los tratamientos salinos, tanto en tallo en 

crecimiento primario como en tallo en crecimiento secundario. Este incremento se 

observó a nivel de corteza y médula. Este aumento en espesor también fue observado 

en Cynodon dactylon (halofita) bajo condiciones de salinidad, habiéndo sido 

considerado como suculencia (Haamed et al, 2010). Según los autores, esta 

suculencia del tallo, podría permitir almacenar agua en forma adicional, y permitir una 

mejor supervivencia bajo condiciones ambientales severas. La mayor acumulación de 

agua en estas células podría interpretarse como un mecanismo adaptativo que 
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permitiría regular la concentración de solutos y proteger el citoplasma de los niveles 

tóxicos de iones, almacenándolos en la vacuola (Shannon et al 1994). Por otro lado, 

otros autores (Kulkarni & Deshpande, 2006), al estudiar el efecto del desarrollo de 

estos tejidos parenquimáticos en cultivares poliploides de tomate tolerantes a sequía, 

consideraron a este aumento en espesor, como un mecanismo tendiente a facilitar el 

almacenamiento de los fotosintatos. 

 

Respuesta anatómica de la raíz 

Por lo general, las respuestas de las raíces a la salinidad resultan menos claras y han 

sido menos descriptas que aquellas observadas en otros órganos vegetales. Esto se 

debe en parte a que el estudio de raíces resulta bastante engorroso. Además, a pesar 

de que presentan una organización interna muy simple (carecen de órganos como 

hojas y división en nudos y entrenudos) presentan una gran variabilidad entre 

diferentes especies. Debido a esto, los estudios de las adaptaciones de las raíces a la 

salinidad son escasos y muy variables.  

Bajo condiciones de salinidad, muchas especies presentan suculencia, tal como 

aquella descripta en Suaeda marítima (halofita) cuando crece en presencia de 340 mM 

de NaCl. Bajo estas condiciones, esta especie presentó un incremento en el diámetro 

de la estela y en el espesor del tejido cortical, con respecto al control sin salinizar 

(Hajibagheri et al, 1985). Degano (1999) relacionó esta suculencia con mecanismos 

adaptativos a condiciones de salinidad. Sin embargo, existen muchos ejemplos en los 

que el diámetro de la raíz se ha visto reducido por la salinidad, tales como ha podido 

observarse en Prosopis strombulifera (Reinoso et al, 2004); Atriplex semibaccata (De 

Villiers et al 1995) y Cynodon dactylon (Hammed et al, 2010). En este último ejemplo, 

los autores sugieren que los individuos de las poblaciones de C. dactylon que se ven 

menos afectados en su área radical podrían ser los mejor adaptados. En nuestros 

estudios, a la altura de la zona de absorción (raíces en crecimiento primario) la 

salinidad neutra no provocó cambios con respecto al control. Si además se considera 

la capacidad de la planta de mantener las proporciones entre los diferentes tejidos, 

según el concepto de Hammed y colaboradores (2010) mencionado anteriormente, 

podríamos considerar al mismo como una respuesta adaptativa de L. tenuis a la 

salinidad. La alcalinidad, en cambio, provocó reducciones importantes en el diámetro 

de las raíces, pero la planta logró, al igual que en el caso de la salinidad, mantener las 

proporciones de los tejidos. El único tratamiento que redujo marcadamente el diámetro 

del tejido xilemático y originó un alto grado de compactación de tejidos 

parénquimáticos fue el tratamiento por estrés mixto.  
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Otro aspecto relacionado con el efecto de la salinidad a nivel de raíces, constituye la 

generación de barreras suberizadas a nivel de la hipodermis y de la endodermis 

(Kozlowski, 1997). Las especies tolerantes a salinidad generalmente se caracterizan 

por presentar engrosamientos en las paredes tangenciales internas de la endodermis y 

una lignificación de las paredes del parénquima cortical (Baumeister & Merten, 1982; 

Reinoso et al, 2004; Walsh et al, 1990; Hammed et al, 2010). Sin embargo, en las 

raíces de L. tenuis analizadas en el presente trabajo no fue posible encontrar 

adaptaciones de este tipo bajo ninguno de los estreses estudiados. Cabe la posibilidad 

de que los mecanismos de transporte de iones y otras respuestas bioquímicas 

permitan a las raíces de L. tenuis prescindir de las adaptaciones anatómicas 

antedichas 

A nivel de las raíces en crecimiento secundario, los cambios anatómicos fueron menos 

evidentes. En todos los tratamientos afectados por estrés, se observó una reducción 

en la sección transversal de las raíces, asociada con restricciones en el desarrollo del 

tejido xilemático, siendo estas características más marcadas en el tratamiento salino 

neutro. Esto nos indica que los tratamientos han afectado deprimiendo la actividad del 

cambium vascular. Es bien sabido que este meristema lateral es muy sensible a los 

diferentes tipos de estrés. También se ha reporatdo previamente que el estrés por 

salinidad ha reducido la producción de xilema en arboles de Populus euphatica 

(Waisel 1972) y en raíces maduras e hipocotílos de P. strombulifera (Reinoso et al 

2004). 
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CONCLUSIONES 

- La anatomía de Lotus tenuis se modifica a nivel de hojas, tallos y raíces cuando la planta 

es sometida a estrés por sales. Tal como ocurre con diversas plantas expuestas a 

ambientes salinos, las plantas de Lotus tenuis adquieren características halomórficas, 

distinguiéndose características diferenciales según se trate del estrés alcalino, salino o la 

combinación de ambos. 

- Las hojas representan uno de los órganos con mayor plasticidad ante la respuesta a 

estrés provocado por sales. Independientemente del tipo de sal utilizada en este trabajo, 

bajo las condiciones ensayadas, en Lotus tenuis se inducen modificacoines anatómicas 

que llevan a la suculencia, siendo éstas más pronunciada en el estrés salino y el mixto 

salino-alcalino. Sin embargo, al contrario de lo que ocurre en el tratamiento salino, bajo 

condiciones de alcalinidad se producen reducciones en el área foliar y en el número de 

células de la epidermis. 

- Los cambios anatómicos observados a nivel de hoja podrían estar relacionados con la 

capacidad de mantenimiento de la tasa fotosintética. En el caso del estrés alcalino, no se 

registran mayores cambios a nivel fisiológico y de pigmentos fotosintéticos. Por su parte, el 

efecto salino de los estreses salino y mixto salino-alcalino sí afecta a estas variables. 

- A nivel de tallo con crecimiento primario y secundario, las plantas afectadas por sales 

(tratamiento alcalino, salino y mixto salino-alcalino) presentan un aumento del tejido 

parenquimático cortical y medular que puede asociarse con la suculencia. Otra 

característica común entre los tratamientos afectados por sales es la contracción de los 

tejidos floemáticos, particularidad que podría estar relacionada con las reducciones de 

tamaño registradas. De manera similar, tanto la alcalinidad como la salinidad provocan 

reducciones en el tejido xilemático, con una disminución en el diámetro promedio de los 

vasos, siendo este efecto más pronunciado en el estrés mixto salino-alcalino. Estas 

modificaciones podrían relacionarse con respuestas tendientes a evitar el embolismo y  la 

cavitación en la columna de agua del xilema. 

- En las raíces, los cambios más marcados se dan a nivel de las zonas apicales, donde la 

alcalinidad reduce marcadamente el diámetro de las mismas. Está contracción es más 

acentuada en el tratamiento mixto salino-alcalino, donde además se alteran las 

proporciones del tejido xilemático.  



97. 
 

 CAPÍTULO IV: GENÉTICA 

 

 

 

 

 



CAPÍTULO IV - GENÉTICA 
 

98. 
 

INTRODUCCIÓN 

 

Las plantas pueden percibir, procesar y responder a estreses ambientales modificando 

cuantitativa y cualitativamente la expresión de genes con el fin incrementar su 

resistencia o tolerancia a dicho estrés (Shao et al, 2007). Los mecanismos genéticos 

subyacentes a esta respuesta adaptativa son objeto de un intenso debate científico. 

Dentro de esta caja negra están incluidas una multiplicidad de secuencias génicas 

regulatorias; cambios en la transcripción y en la traducción genética; en la metilación 

del ADN; en la pleiotropía (el efecto ejercido sobre diferentes caracteres por un solo 

locus) y en la epistasis (interacción entre diferentes loci). Todos estos cambios a nivel 

genético tienen como objetivo lograr restablecer el equilibrio homeostático alterado por 

la situación de estrés. 

 

Modelo molecular de la respuesta de las plantas al estrés 

Los patrones de expresión génica están influenciados por la severidad, la extensión y 

la tasa de aplicación de un estrés. Los patrones de expresión génica pueden ser 

alterados en una etapa inicial – incrementando o reduciendo la tasa de transcripción 

de genes específicos – o en pasos subsecuentes que controlan los niveles de ARNm 

específicos o su traducción. De esta forma, se establece un complejo y específico 

patrón de expresión génica en respuesta de una situación de estrés determinada 

(Bray, 2002). 

A pesar de que existen algunas diferencias entre los distintos grupos de plantas 

superiores, se ha logrado establecer un modelo común para las vías de transducción 

de señales inducidas en estos organismos por el estrés (Figura 4.1.). El proceso 

empieza con la percepción de señales del ambiente, involucrando componentes 

específicos acerca de los cuales no existe mucha información disponible. Acto 

seguido, la percepción se amplifica y transduce el estímulo mediante la maquinaria de 

transducción compuesta por proteínas quinasas, fosfatasas y proteínas de unión al 

Ca+2. También se ha reportado la interacción con otras moléculas relacionadas con la 

senescencia, como por ejemplo el etileno, la glucosa, el ABA (ácido abscísico) y las 

auxinas. Por otro lado, la detención del crecimiento observada bajo estrés 
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Figura 4.1. | Modelo general de la respuesta vegetal al estrés abiótico. Las células 
reciben las señales de estrés a través de varios sensores (aún desconocidos) y las mismas 
son transducidas por varias vías de señalización en las que participan muchos segundos 
mensajeros, hormonas, transductores de señales y reguladores transcripcionales. Los genes 
inducibles por estrés están regulados por una multiplicidad de señales, y algunos de ellos 
están regulados por factores de transcripción (FT) que son inducidos por estímulos de estrés, 
p.ej. cascadas transcripcionales. Algunos genes inducidos por estrés codifican proteínas 
funcionales que están directamente involucradas en la tolerancia al estrés. Otros genes 
inducidos por estrés codifican proteínas regulatorias, tales como transductores de señales, 
que presumiblemente forman bucles de retroalimentación positiva o negativa para regular la 
respuesta al estrés. La disponibilidad de la información del genoma de Arabidopsis ha hecho 
significativas contribuciones para clarificar este sistema, no solamente en términos de la 
regulación transcripcional, sino también en términos de las modificaciones post-
transcripcionales y post-traduccionales y la regulación epigenética. (Adaptado de Hirayama 
and Shinozaki, 2010 y Shao et al, 2007.) 
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y su reanudación bajo condiciones no-estresantes, se ha asociado con el efecto de la 

fluctuación del balance de las fitohormonas sobre la estabilidad de las proteínas 

DELLA (proteínas que son reguladores negativos de la señalización de giberelinas) 

(Bennet et al, 2005). 

 

Una vez amplificada en el citoplasma, la señal del estrés se transduce al núcleo, 

donde se activan genes que codifican factores de transcripción (FTs) DREB, MYC, 

MYB, CBF y HSF, que contienen sitios de reconocimiento a elementos en los 

promotores de los genes regulados por estrés. La síntesis de FTs puede involucrar 

ribosomas citoplasmáticos que median la interacción núcleo-citoplasma. Luego de su 

síntesis, los FT reingresan al núcleo donde producen la activación transcripcional de 

los promotores que contienen elementos de reconocimiento ABRE, LTRE, DRE, HSE 

y ARE, asociados a la respuesta al estrés, provocando la expresión de los genes a los 

cuales regulan. Estos genes de respuesta a estrés luego se traducen en ribosomas 

citoplásmicos en proteínas del estrés tales como CDR, WSP, SSP, HSP, ANP entre 

otras, las cuales son responsables de la respuesta bioquímica a nivel celular y la 

consecuente respuesta fisiológica en la planta entera (Figura 4.1) (Hirayama and 

Shinozaki, 2010; Akihiro et al, 2005). 

 

Herramientas para identificar genes de respuesta a estrés 

La comprensión de las bases genéticas del estrés representa actualmente uno de los 

tópicos más importantes en el estudio de las plantas. En este sentido, se han logrado 

importantes progresos en este campo de investigación gracias a la utilización de las 

herramientas tradicionales de la biología molecular. Estas herramientas han permitido 

identificar y aislar un sinnúmero de genes inducibles por estrés, cuyas funciones están 

siendo caracterizadas con precisión mediante el uso de plantas transgénicas o 

mutaciones génicas. En la actualidad, nuevas herramientas moleculares de estudio a 

nivel más integral y dinámico, que incluyen áreas como la genómica, la proteómica y la 

metabolómica han permitido ampliar y profundizar la visión de la respuesta y la 

tolerancia de las plantas al estrés abiótico (Hirayama et al, 2010; Lockhart and 

Winzeler, 2000). 

En este sentido, una de las especies vegetales que más información ha proporcionado 

acerca de estos mecanismos es Arabidopsis thaliana, la primer planta cuyo genoma 
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fue completamente secuenciado (www.arabidopsis.org). A su vez, y a través de 

microarreglos génicos, fue posible monitorear de manera intensiva los perfiles de 

expresión para numerosos genes bajo las más diversas condiciones de estrés. La 

disponibilidad de estos datos genómicos también ha permitido la identificación de 

elementos de acción en –cis y factores de acción en –trans. Además, gracias a las 

herramientas moleculares actuales, es posible acceder en esta especie a cualquier 

unidad transcripta, a las secuencias de sus promotores, a las variantes alternativas de 

splicing o modificaciones de cromatina y/o cromosomas utilizando la tecnología de 

inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) (Lister et al, 2009). Toda esta información ha 

permitido examinar prácticamente todas las vías metabólicas en las células vegetales, 

y ha proporcionado un medio para asignar polipéptidos detectados en espectrometría 

de masa basados en análisis proteicos. Sin embargo, dada las limitaciones de esta 

especie y la necesidad de contar con bases genómicas más cercanas en escala 

evolutiva dentro de las diferentes familias de plantas, en la última década se ha 

incrementado considerablemente el número de especies cuyos genomas han sido 

secuenciados, tales como arroz (Oryza sativa), uva (Vitis vinifera), soja (Glycine max), 

álamo (Populus trichocarpa), maíz (Zea mays), y muchas otras que están en proceso 

de secuenciación. 

Dentro del grupo de las leguminosas se han elegido tres especies para su estudio 

intensivo: a) Lotus japonicus (cercano filogenéticamente a L. tenuis) 

(www.kazusa.or.jp/lotus/); b) Medicago truncatula (www.medicago.org/genome/) y c) 

Glycine max (soja; www.phytozome.net/soybean). Tanto L. japonicus como M. 

truncatula están sujetas a proyectos de secuenciación a gran escala independientes y 

han sido elegidas como plantas modelo de leguminosa por su pequeño genoma 

diploide y por otras características que las hacen útiles y fáciles de manipular (algo 

poco común en las leguminosas cultivables) (Sato and Tabata, 2005; Young et al, 

2005). En el caso de L. japonicus ha sido seleccionado como modelo de las 

leguminosas de nodulación determinada y en el caso de M. truncatula, como modelo 

de las leguminosas de nodulación indeterminada. Actualmente, el 67 % del genoma de 

L. japonicus ha sido secuenciado (472 Mb), y se estima que esto cubre el 91,3 % de 

los espacios génicos. Además, en estudios comparativos con otras leguminosas del 

género como L. tenuis, se han observado elevados grados de sintenia (Sato et al, 

2008; Young et al, 2003), lo que brinda una poderosa herramienta para la 

identificación y caracterización de genes en otras especies del género distintas a L. 

japonicus (Parniske and Downie, 2003). Por su parte, el genoma de G. soja ya se 
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encuentra completamente secuenciado. A pesar de que esta especie posee un 

genoma comparativamente más complejo, su importancia radica en que representa 

una de las leguminosas de grano más importantes en el mundo. 

 

 

Identificando genes de respuesta a estrés alcalino en L. tenuis 

La información acerca de los mecanismos genéticos de respuesta de las plantas al 

estrés alcalino es escasa. Existen pocos estudios, todos ellos realizados en plantas 

halófitas, que describen las bases moleculares de tales mecanismos (Wang et al, 

2007; Wang et al, 2008; Nishiuchi et al, 2010). En este sentido, L. tenuis representa un 

modelo útil para estudiar este estrés, dado que es una glicofita con un cierto grado de 

tolerancia a la alcalinidad. 

Una estrategia para evaluar la respuesta genética ante un estrés en particular es 

identificar a nivel transcripcional los genes que presentan modificaciones en su perfil 

de expresión. Estas modificaciones pueden ser atribuibles al estrés en cuestión, y con 

ello, una vez identificados, en teoría, sería posible relacionarlos con potenciales rutas 

metabólicas y fisiológicas involucradas en la respuesta y en la tolerancia de la especie.  

La Hibridización Substractiva y Supresiva (HSS) es una técnica que permite aislar e 

identificar transcritos que se expresan mayoritariamente en una condición de interés 

en comparación a una condición considerada como control. La HSS permite comparar 

poblaciones de ARN mensajero (ARNm) y obtener marcadores de secuencia 

expresada (ESTs, del inglés expressed sequence tag) de genes que son 

diferencialmente expresados en la muestra problema (en inglés tester) y en la muestra 

control (en inglés driver). En este trabajo utilizamos una versión modificada de la 

técnica original, que acopla el proceso de hibridación sustractiva con una estrategia de 

PCR de supresión, permitiendo la identificación de genes expresados en forma 

diferencial entre dos muestras de tejido. Una ventaja de la técnica es que no requiere 

del conocimiento previo de las secuencias de los genes en cuestión. Por lo tanto, para 

especies tales como L. tenuis, cuyo genoma no ha sido secuenciado, la técnica HSS 

es una alternativa al uso de microarreglos de ADN copia (ADNc) (Diatchenko et al, 

1996; Hillman et al, 2009). 

El objetivo en esta parte de este trabajo fue identificar genes potencialmente inducidos 

en hojas y raíces bajo condiciones de alcalinidad el plantas de L. tenuis.  
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RESULTADOS 

 

4.1. Procesamiento y ensamblado de ESTs 

En total, fueron obtenidos 600 clones de ADNc a partir de la biblioteca sustractiva 

(HSS) de hoja y 400 clones de la biblioteca sustractiva (HSS) de raíz. Los clones, 

luego de la digestión con EcoRI, se seleccionaron y secuenciaron todos aquellos cuyo 

inserto superara los 450 pb de longitud. De esta manera, se obtuvieron 450 

secuencias a partir de hoja y 211 secuencias a partir de raíz. Estas secuencias fueron 

analizadas y ensambladas individualmente en arreglos que consisten en secuencias 

contiguas que se solapan (contigs) mediante el programa SeqMan (DNAstar). En total, 

se obtuvieron 161 contigs de las muestras de hoja (con una longitud promedio de 454 

pb) y 99 contigs de las de raíz (con una longitud promedio de 357 pb). Para una 

visualización detallada de los pasos, ver la Figura 4.3. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.3. | Representación esquemática de las diferentes etapas del 
procesamiento y ensamblado de los ESTs. Los mismos fueron obtenidos a partir 
de las bibliotecas sustractivas de hoja y raíz. 
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4.2. Análisis in silico para la identificación de genes expresados bajo 

condiciones de alcalinidad. 

De la totalidad de los contigs obtenidos a partir de hojas, el 77% estuvo constituido por 

un EST, el 16% por dos, el 5% por tres, el 2% por cuatro y el 4% por cinco o más 

ESTs. De forma similar, para el caso de contigs identificados a partir de raíces, el 77% 

estuvo conformados por un EST, el 18% por dos, el 3% por tres, el 1% por cuatro y 

otro 1% por más de cinco ESTs. 

Una vez identificados in silico los contigs, se identificaron los unigenes y clasificaron 

según su posible función biológica por comparación con la base de datos del NCBI 

(BLASTN) (www.ncbi.nlm.nih.gov; http://www.expasy.ch/) y del genoma de Lotus 

japonicus (www.kazusa.or.jp/lotus/). Los listados de genes de hojas y raíces se 

presentan en las tablas Tabla 4.1 y 4.2, respectivamente. 

 

4.2.1. Análisis de unigenes de hoja 

De la totalidad de los unigenes identificados en hoja, el 72% presentó los mejores 

alineamientos con secuencias de leguminosas, entre ellas L. japonicus (24%), G. max 

(25%) y M. truncatula (8%). En la plataforma de secuenciamiento de L. japonicus, fue 

posible encontrar el 77% de las secuencias, en todos los casos con un elevado Score 

y valor-E, llegando incluso a la identidad total. En muchos casos, se pudo asociar la 

secuencia a un locus particular dentro del genoma, ubicándolo en un cromosoma 

(Tabla 4.1. en columnas de Genoma de Lotus japonicus Kazuza). 

Analizando los 161 unigenes, se pudo observar que un número importante (36 

unigenes, 22%) correspondía a genes ribosomales. Éstos no se tuvieron en cuenta 

para la elaboración de las gráficas de clasificación funcional, utilizándose para ello 125 

genes. 

Los 125 unigenes fueron clasificados en 9 grupos funcionales de acuerdo a la función 

biológica de los mismos reportada por la base de datos Gene Ontology, y en los casos 

que no se pudieron establecer en esta base de datos, se realizó a través de la 

bibliografía disponible. Esta clasificación incluyó 9 categorías: 1) Metabolismo (5%); 2) 

Proteínas multifuncionales de ácidos grasos (2%); 3) Transcripción (1%); 4) Transporte 

y homeostasis iónica (5%), 5) Transducción de señales (1%); 6) Rescate celular y 
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defensa (5%); 7) Crecimiento y desarrollo (8%); 8) Función desconocida (63%) y 9) 

Secuencias que no se alinearon con ninguna secuencia conocida (9%) (Figura 4.3. A). 

 El grupo en el que se agrupan los genes asociados al Rescate celular y defensa (9) 

están directamente relacionados con la respuesta a un daño. Esta clasificación 

funcional de alguna manera presenta cierto grado de arbitrariedad, una vez que la 

mayoría de los genes puede agruparse en más de un grupo funcional. Sin embargo, 

es esperable que ante una condición de estrés, el porcentaje de genes relacionados 

con la respuesta a dicha condición se vea incrementado. Eso estaría indicando que a 

nivel genético las plantas han respondido a la situación de estrés. Bajo nuestras 

condiciones experimentales, este grupo presentó un porcentaje de genes 

relativamente bajo (sólo 5% del total). Sin embargo, un análisis de los otros grupos de 

genes, nos ha permitido identificar varios que, en base a la literatura, estarían 

relacionados también con la respuesta vegetal a diversas situaciones de estrés. Estos 

unigenes están identificados en la Tabla 4.1. siendo remarcados con rojo en su 

número de contig. De esta manera, en todos los grupos biológicos establecidos se 

encontró al menos un unigen relacionado con el estrés abiótico, lo que elevó el 

número de secuencias relacionadas con la respuesta a estrés bajo nuestras 

condiciones experimentales, al 22% del total.  

Por otro lado, la mayoría de los genes identificados (63% del total) constituyen 

aquellos a los cuales no pudo asociarse una función específica o definida en los 

bancos de datos y los cuales fueron agrupados bajo el título de genes de Función 

desconocida. Interesantemente, el 97% de los unigenes presentó mejores 

alineamientos con genes de leguminosas. Del total genes con esta característica, el 

83% fue identificado haciendo uso de la base de datos Kazusa.  

Finalmente, un número importante de secuencias no presentó similitud con ninguna 

secuencia conocida. Estas últimas podrían corresponder a regiones no traducibles 

(UTRs). 

 

4.2.2. Análisis de unigenes de raíz 

En forma similar a lo encontrado en relación con los genes de hojas, un alto porcentaje 

(68%) de los unigenes identificados en raíces presentó los mejores alineamientos con 

secuencias de leguminosas, estando representados con los mejores alineamientos 

con L. japonicus (30%), G. max (18%) y M. truncatula (4%). En la plataforma de 

secuenciamiento de L. japonicus, fue posible encontrar el 59% de las secuencias, en 
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todos los casos con un elevado Score y valor-E, llegando incluso a identidad total. En 

muchos casos, se pudo asociar la secuencia a un locus particular dentro del genoma, 

ubicándola en un cromosoma (Tabla 4.2. en columnas de Genoma de Lotus japonicus 

Kazusa). 

Los 99 unigenes fueron clasificados en los mismos 9 grupos funcionales y con los 

mismos criterios empleados para la biblioteca de hoja, pero se debieron agregar dos 

nuevas categorías funcionales, Destinación proteica y un grupo sin clasificar. De esta 

forma, las categorías resultantes fueron: 1) Metabolismo (7%); 2) Proteínas 

multifuncionales de ácidos grasos (6%); 3) Transcripción (1%); 4) Transporte y 

homeostasis iónica (8%); 5) Transducción de señales (2%); 6) Rescate celular y 

defensa (5%); 7) Crecimiento y desarrollo (7%); 8) Destinación Proteica (2%); 9) No 

clasificados (1%); 10) Función desconocida (42%) y 11) Secuencias que no se 

alinearon con ninguna secuencia conocida (19%) (Figura 4.3. B). De este modo, se 

mantuvieron similares las proporciones de secuencias entre las genotecas construidas 

a partir de hoja y de raíz.  

Nuevamente, y en forma similar a lo observado en la genoteca de hoja, pudo 

establecerse que el grupo “rescate celular y defensa” (5% del total de unigenes) sólo 

incluye algunos de los genes que han sido asociados al estrés, pero al evaluar la 

totalidad de las categorías en las que fue distribuida la genoteca, el 33% de los genes 

aislados, podrían ser asociados con respuestas al estrés. En la Tabla 4.2. pueden 

observarse estos unigenes remarcando con rojo su número de contig.  

Por su parte, en el grupo denominado como “Función desconocida”, el 90% de los 

unigenes presentó mejores alineamientos con genes específicos de leguminosas, 

encontrándose el 60% en la base de datos Kazusa. Finalmente, es importante 

destacar que el número de secuencias de raíces que no presentó similitud con 

ninguna secuencia conocida en las bases de datos consultadas, duplicó al detectado 

en hojas, pudiendo corresponderse con regiones no traducibles (UTRs). 
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Tabla 4.1 | Clasificación funcional y posible función de contigs únicos de una genoteca obtenida por hibridización supresora sustractiva a partir de hojas de 
plantas de L. tenuis cultivadas en condiciones de alcalinidad. Se muestra cada contig identificado con un númeroa, la cantidad de ESTs que lo componenb y su 
longitudc, la especie con mayor similitud de secuencia con los ESTs de L. tenuis (BLASTN NCBI) y los parámetros bioinformáticos que indican la significancia de similitud 
(Score y valor E). Además se indica el número de cromosoma en el que se localizan las secuencias de L. japonicus que mayor similitud mostraron con los ESTs de L. tenuis, 
luego de realizar un alineamiento (BLASTN) en la base de datos del proyecto genoma de L. japonicus (www.kazusa.or.jp/lotus/). También se indica la fase en que se 
encuentra la secuenciación del cromosoma en cuestión. 

  SSH Hoja Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

  contiga ESTb Longc GenBank especie Función putativa Score valor E ID Score valor E Chr fase 

Metabolismo            

 Síntesis de aminoácidos y degradación        

 128 1 489 X89409 Lotus japonicus Asparragina sintetasa 596 4,00E-167 CM0071 398 E-109 5  

 Metabolismo aromático          

 16 3 447 AY595417 Glycine max Chalcona isomerasa 4  268 2,00E-68      

 90 1 447 AF279267 Glycine max 4-Cumarato:coenzima A ligasa  167 7,00E-37 CM0061  638 0.0 4 3 

 153 1 728 AB073787 Lotus japonicus Chalcona isomerasa 807 0.0 AP004250 562 1,00E-156 5  

 Energía            

 62 1 502 DQ889593 Arachis hypogaea Proteína málica dependiente de NADP 257 5,00E-65      

 68 2 625 AB030493 Glycine max Enzima biosintética de tiamina 381 2,00E-102 LjB23H05 698 0.0 3 1 

 112 2 363 AJ133726 Lotus japonicus Sucrosa sintasa 398 4,00E-96 CM0013  175 2,00E-42 3 3 

Proteínas multifuncionales de ácidos grasos         

 45 1 452 U04526 Glycine max Lipoxigenasa 233 5,00E-58 CM0115  680 0.0 3 3 

 117 1 554 AJ308489 Medicago truncatula Allen óxido ciclasa  434 3,00E-118 CM1731  902 0.0 2 3 

Transcripción           

 48 1 332 DQ792731 Glycine max Factor de transcripción (bZIP91) 118 2,00E-23 LjSGA_023039 422 E-117   

Transporte y homeostasis iónica          

 33 1 454 BU494164 Lotus japonicus Aquaporina (PIP2;1) 496 4,00E-137      

 50 2 451 DQ087218 Phaseolus vulgaris Aquaporina (TIP1) 118 3,00E-23 LjSGA_149324  454 E-126   

 54 1 328 AF275315 Lotus japonicus Aquaporina (TIP) 434 2,00E-118 CM0012  436 E-121 1 3 

 69 1 368 AB176566 Lablab purpureus Metalotioneina tipo 1 138 2,00E-29 LjSGA_019294  541 E-152   

 77 1 322 AY995195 Phaseolus vulgaris Aquaporina (PIP2;1) 91.5 2,00E-15      
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Tabla 4.1. |  continuación. 

 SSH Hoja Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

 contiga ESTb Longc GenBank especie Función putativa Score valor E ID Score valor E Chr Fase 

 
105 1 700 AB353299 Lotus japonicus 

Transportador de nitrato de alta afinidad 
(NTR2) 

1065 0.0 LjSGA_020755 884 0.0   

Transducción de señales          

 
70 3 587 

XM_00252243
6 

Ricinus communis Proteína Kinasa 120 1,00E-23 LjSGA_015476 482 0.0   

Rescate celular y Defensa          

 Estrés oxidativo           

 26 2 405 AF243377 Glycine max Glutatión S-transferasa  140 7,00E-30 LjSGA_037557  520  E-146   

 155 1 439 AB238220 Lotus japonicus Hemoglobina no simbiótica clase I 262 9,00E-67 AP010329.1 563 3,00E-165 3  

 Respuesta a patógenos          

 24 2 338 AJ311049 Medicago sativa Relacionado a patogénesis 10 (PR-10) 105 1,00E-19 LjSGA_096088 398 5,00E-115   

 53 1 493 X79778 Medicago truncatula Relacionado a patogénesis 1 (PR-1) 199 1,00E-47      

 58 1 351 AJ311050 Medicago sativa  Relacionado a patogénesis 10 (PR-10) 104 4,00E-19 LjSGA_063269  315 3,00E-85   

 94 1 393 DQ097720 Arachis hypogaea Proteína LEA  3 109 1,00E-20 LjSGA_008055  174 3,00E-42   

 108 2 635 Y08641 Medicago truncatula Relacionado a patogénesis 10 (PR-10) 266 1,00E-67      

 157 1 449 AJ276263 Cicer arietinum Proteína inhibidor de tirosina 2  156 3,00E-42 LjT45L18 402 E-111   

Crecimiento y Desarrollo          

 Pared celular           

 22 3 475 AB070747 Vigna angularis Proteína tipo Glicosiltransferasa 214 5,00E-52 AP010344 470 4,00E-129 2  

 52 1 698 AY062625 Arabidopsis thaliana Proteína tipo nucleótido azúcar epimerasa 100 1,00E-17 CM0679  1043 0.0 6 3 

 71 1 733 EU561019 Hieracium pilosella Glicosiltransferasa 90.7 4,00E-17 CM0574  341 4,00E-92 3 3 

 100 1 364 L22030 Glycine max Glicoproteína rica en hidroxiprolina 320 3,00E-84 LjSGA_009376  555  E-157   

 113 2 591 AF467554 Glycine max Dominio BURP de proteína 1 de testa 125 1,00E-32 CM0433 658 0.0 1 1 

 Desarrollo           

 
91 1 404 EF571303 

Glycyrrhiza 
uralensis 

Proteína asociada a dormancia/proteína 
represora de auxina  

116 1,00E-19 CM0114    585 E-166 6 3 

 137 1 442 EU916251 Glycine max Proteína 3 tipo germina 425 3,00E-123 CM0064  720 0.0 1  

 
147 1 287 AY423715 Lotus japonicus 

Proteína de unión asociada a GTP tipo 
CEN/TFL1 

226 1,00E-63 CM0010 256 6,00E-67 1  

 Síntesis Proteica           

 1 60 1265 X17535 Vicia.faba  5.8S, 18S and 25S ribosomal  569 1,00E-158 17736861 609 1,00E-170 4  

 2 13 776 AY935814 Glycine max 26S ribosomal  473 5,00E-130 AP004494 491 2,00E-135 4  
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Tabla 4.1. |  continuación. 

SSH Hoja Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

 contiga ESTb Longc GenBank especie Función putativa Score valor E ID Score valor E Chr fase 

 3 11 1012 GU129911 
Mucuna 
sempervirens 

26S ribosomal  459 2,00E-125 LjSGA_144013  544 E-153   

 4 38 1560 BQ448844 Coffea arabica  26S ribosomal  1691 0.0 LjSGA_104724  1362 0.0   

 5 2 997 X17535 Vicia faba 5.8S, 18S and 25S ribosomal 430 7,00E-117 LjSGA_144013  490 E-137   

 6 10 532 AY935814 Glycine max 26S ribosomal 441 2,00E-120 LjSGA_111652  498 e-139   

 7 31 743 AF479095 Opilia amentacea 26S ribosomal 533 6,00E-148 LjSGA_136802  592 e-167   

 8 1 352 GU129912 Millettia pachycarpa 26S ribosomal 282 8,00E-73 LjSGA_144013  297 2,00E-79   

 10 1 311 GU129912 Millettia pachycarpa 26S ribosomal 259 8,00E-66 LjSGA_144013 278 2,00E-73   

 11 8 472 AY256424 Medicago ruthenica 26S ribosomal 479 7,00E-132 LjSGA_135470 664 0.0   

 56 1 673 AY095465 Nymphaea sp 26S ribosomal 383 6,00E-103 LjSGA_140036 377 E-103   

 57 3 316 FJ626468 
Diploclisia 
glaucescens 

26S ribosomal 318 1,00E-83 LjSGA_148415  367 E-100   

 66 1 283 FJ705497 Salacia owabiensis 26S ribosomal 161 1,00E-36 LjSGA_104461 165 2,00E-39   

 76 2 432 AJ012653 Prunus persica 28 S ribosomal 134 3,00E-28 LjSGA_020043 366 E-100   

 78 2 451 L34218 Solanum tubersum 26S ribosomal 381 1,00E-102 LjSGA_111077 406 E-112   

 79 1 339 EF571299 
Glycyrrhiza 
uralensis 

26S ribosomal 605 8,00E-170 CM0249  504 E-141 2 3 

 92 1 409 EF571299 
Glycyrrhiza 
uralensis 

26S ribosomal 378 2,00E-101 LjSGA_146131 222 1,00E-56   

 106 2 591 
XM_00252409
1 

Ricinus communis 60S ribosomal proteína L7 340 6,00E-90 LjSGA_034705  231 5,00E-59   

 107 1 313 FJ424465 Peperomia bicolor 18S ribosomal 162 1,00E-36 LjSGA_115975 153 8,00E-36   

 118 1 221 X54512 
Tetrahymena 
thermophila 

pre-RNA, 17S, 5.8S, 26S  260 3,00E-66      

 120 1 304 DQ008828 Nymphaea sp  subunidad ribosomal grande 300 3,00E-78 LjSGA_000216  264 3,00E-69   

 126 1 270 AF274641 
Chrysosplenium 
iowense 

26S ribosomal 216 7,00E-53 LjSGA_148165  194 2,00E-48   

 129 1 638 AF479191 
Campanula 
trachelium 

26S ribosomal 556 6,00E-155 LjSGA_125790  638 0.0   

 135 1 265 AY727983 Galax urceolata 26S ribosomal 150 3,00E-33 LjSGA_108726  125 1,00E-27   

 142 1 315 EF571299 
Glycyrrhiza 
uralensis 

26S ribosomal 267 2,00E-68 LjSGA_146376 266 7,00E-70   

 145 1 350 EF571299 
Glycyrrhiza 
uralensis 

26S ribosomal 100 5,00E-18      

 148 1 226 FJ705500 Salacighia 26S ribosomal 94.9 2,00E-16 LjSGA_144013 79.8 6,00E-14   



 

110. 
 

letestuana 

Tabla 4.1. |  continuación. 

SSH Hoja Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

 contiga ESTb Longc GenBank especie Función putativa Score valor E ID Score valor E Chr Fase 

 149 1 224 AY727935 
Pentamerista 
neotropica 

26S ribosomal  60.3 4,00E-06      

 150 1 273 EF571299 
Glycyrrhiza 
uralensis 

26S ribosomal 68.0 3,00E-08 LjSGA_133784 105 1,00E-21   

 151 1 278 DQ790202 Opilia amentacea  26S ribosomal 83.4 6,00E-13 LjSGA_145381  56.0 1,00E-06   

 158 1 359 AF222381 Parnassia palustris 26S ribosomal 133 6,00E-28 LjSGA_089578 94.1. | 5,00E-18   

 159 1 285 AF222366 
Rzedowskia 
tolantonguensis 

26S ribosomal 217 2,00E-53 LjSGA_144013  176 6,00E-43   

 164 1 426 FJ424465 Peperomia bicolor 18S ribosomal 77.6 5,00E-11      

 166 1 192 FJ542786 Andira jaliscensis 18S ribosomal 133 4,00E-28 LjSGA_144013  125 1,00E-27   

 167 1 190 AF479109 
Begonia metallica x 
Begonia sanguinea 

26S ribosomal 58.4 1,00E-05      

 27 1 500 BP034414 Lotus japonicus Ribosomal 697 0.0      

Función Desconocida          

 15 4 500 
XM_00231477
7 

Populus trichocarpa Proteína predicha 304 3,00E-79 CM0006 89.8 1,00E-16 4  

 17 2 604 BT095320 Glycine max Desconocida 315 1,00E-89 AP006677 165 1,00E-45 1  

 18 3 531 BT089166 Glycine max Desconocida 149 5,00E-40 LjT09A09  94.1. | 1,00E-17 2  

 19 2 503 AC157348 Medicago truncatula Desconocida 237 4,00E-59 LjSGA_017445  109 8,00E-22   

 20 1 545 AC119411 Medicago truncatula Desconocida 118 3,00E-30 LjSGA_013781  542 1,00E-157   

 21 1 372 CU481067 Medicago truncatula Desconocida 118 2,00E-30 LjSGA_056483 486 2,00E-141   

 25 1 576 BT096274 Glycine max Desconocida 100 9,00E-18      

 28 1 335   Desconocida   CM0320  462 E-129   

 29 4 409 AP006071 Lotus japonicus Desconocida 113 9,00E-22      

 30 3 503 AC145329 Medicago truncatula Desconocida 122 2,00E-24 LjSGA_019883  214 4,00E-54   

 31 2 510 BT097356 Glycine max Desconocida 304 4,00E-79 LjSGA_039243  599 E-170   

 32 2 330 GO041603 Lotus japonicus Desconocida 498 8,00E-138 LjT35F01 500 E-140  1 

 34 2 587 AK286343 Glycine max Desconocida 417 3,00E-113 CM0373  505  E-142   

 35 2 360 AP010341 Lotus japonicus Desconocida 392 6,00E-106 CM0106 284 3,00E-75   

 36 2 326 AP009236 Lotus japonicus  Desconocida 392 5,00E-106 CM0042  391 E-107 4  

 37 1 331 GO020570 Lotus japonicus  Desconocida 416 6,00E-113      
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 38 3 503 AK243800 Glycine max Desconocida 262 1,00E-66 CM0500  582 E-165 4  

Tabla 4.1. |  continuación. 

SSH Hoja Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

 contiga ESTb Longc GenBank especie Función putativa Score valor E ID Score valor E Chr fase 

 40 1 393 GO005273 Lotus japonicus Desconocida 499 7,00E-138      

 41 1 486 BT090195 Glycine max Desconocida 129 2,00E-26 CM0110 676  0.0 3 3 

 42 2 368 BP077864 Lotus japonicus Desconocida 223 8,00E-55      

 43 1 359 AP006148 Lotus japonicus Desconocida 475 6,00E-131 CM0304  456  E-127 2 3 

 44 4 789 AP004945 Lotus japonicus  Desconocida 114 6,00E-22 LjSGA_104026  533 E-150   

 46 1 438 BT089372 Glycine max Desconocida 78.8 2,00E-11 CM0025  430  E-119 4 3 

 47 2 392 BT051202 Medicago truncatula Desconocida 74.4 5,00E-18 LjB03P03  372 E-101  1 

 49 1 468   Desconocida   LjT44N20 654 0.0 3 1 

 51 1 320 AP006644 Lotus japonicus Desconocida 401 1,00E-108 CM0253  422 E-117 3 3 

 55 1 505 BT096466 Glycine max Desconocida 390 3,00E-105 LjSGA_026562 537 E-151   

 59 1 337   Desconocida   LjT31F12  65.9 1,00E-08  2 

 60 1 319 AC232869 Medicago truncatula Desconocida 165 1,00E-37 CM0048  482  E-135 5 3 

 61 2 313 AP010495 Lotus japonicus  Desconocida 269 4,00E-69 CM0634 276 6,00E-73 3 3 

 63 1 388 AK287336 Glycine max Desconocida 129 1,00E-26 LjT07P16  589 E-167  1 

 64 2 546 BT094002 Glycine max Desconocida 210 6,00E-51 LjSGA_014786  784 0.0   

 65 1 345 AC149135 Medicago truncatula Desconocida 132 9,00E-28      

 67 1 246 BT090313 Glycine max Desconocida 111 2,00E-21 CM0726  317 2,00E-85 3 1 

 72 1 432 BT089257 Glycine max Desconocida 82.4 2,00E-12 LjSGA_139387 668 0.0   

 73 1 376 AP004475 Lotus japonicus Desconocida 471 8,00E-130 CM0010  375 E-102 1 3 

 74 1 402 AP009338 Lotus japonicus Desconocida 98.7 2,00E-17 LjSGA_059878  519 E-146   

 75 1 448   Desconocida   CM0160 396 E-109 3 3 

 80 2 477 BW619461 Lotus japonicus Desconocida 646 0.0 LjSGA_144489  459 E-128   

 81 1 472 BT052382 Medicago truncatula  Desconocida 288 3,00E-74 CM0031  99.6 2,00E-19 2 3 

 82 1 309 AK286044 Glycine max Desconocida 87.8 3,00E-14 CM0042  204 2,00E-51 4 3 

 83 1 395 BT090882 Glycine max Desconocida 212 1,00E-51 CM0128  494 E-138 4 3 

 84 1 341   Desconocida   LjSGA_140036  321 2,00E-86   

 85 1 316 GO036451 Lotus japonicus Desconocida 367 2,00E-98 CM0135  176 5,00E-43 3 1 

 86 2 483 AK245686 Glycine max Desconocida 98.7 3,00E-17      
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 87 2 665 BT090304 Glycine max Desconocida 374 3,00E-100 LjSGA_075875  176 2,00E-42   

 88 3 398 AK243965 Glycine max Desconocida 293 5,00E-76 LjT02E24 428 E-118   

Tabla 4.1. |  continuación. 

SSH Hoja Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

 contiga ESTb Longc GenBank especie Función putativa Score valor E ID Score valor E Chr fase 

 89 1 680 AK285361 Glycine max Desconocida 372 1,00E-99 LjSGA_024145 537 E-151   

 95 1 460 XM_002311325 Populus trichocarpa Proteína predicha 233 5,00E-58 LjT13P17  178 2,00E-43 2 2 

 96 1 435 GO022766 Lotus japonicus Desconocida 583 2,00E-163 LjSGA_116069  396 E-109   

 98 1 628 AK245945 Glycine max Desconocida 403 6,00E-109 LjSGA_075875 708 0.0   

 99 1 442 BT098366 Glycine max Desconocida 197 3,00E-47 LjSGA_118373  87.7 5,00E-16   

 102 1 586 DC596819 Lotus japonicus Desconocida 652 0.0 CM1032  420  E-116 2  

 103 1 443 AV769970 Lotus japonicus Desconocida 461 2,00E-126      

 104 1 413 AK285830 Glycine max Desconocida 206 6,00E-50 LjT23O20  648 0.0 1 1 

 109 1 276 AK285887 Glycine max Desconocida 125 1,00E-25 CM0052  391 E-107 5 3 

 110 1 376 BT097599 Glycine max Desconocida 284 2,00E-73 CM0328  567 E-160 5  

 114 1 362 AP006737 Lotus japonicus Desconocida 596 7,00E-167 
CM0105/CM02
97 

622/561 
E-177/e-
158 

1/1 3/3 

 115 1 915 AP006737 Lotus japonicus Desconocida 619 7,00E-174 CM0105  622  E-177 1 3,1 

 116 1 336 BW597224 Lotus japonicus Desconocida 405 1,00E-109 LjSGA_008893 240 4,00E-62   

 121 1 859 AK286001 Glycine max Desconocida 508 3,00E-140 LjT13K07  131 7,00E-29  1 

 122 1 264 AP004542 Lotus japonicus  Desconocida 136 5,00E-29 LjSGA_132522  168 1,00E-40   

 123 1 373 BT052414 Medicago truncatula Desconocida 255 1,00E-64 LjSGA_017176  428 E-118   

 124 1 409 EU028319 Glycine max  Desconocida 259 1,00E-65 LjT30L14 591  E-167  1 

 125 1 464 BT051459 Medicago truncatula Desconocida 187 6,00E-44 LjT02E24 186 8,00E-46  3 

 127 1 391 AK286570 Glycine max Desconocida 91.5 3,00E-15 LjT17I05  238 2,00E-61   

 131 1 269 GH719093 Pisum sativum Desconocida 199 6,00E-48      

 132 1 430 GO010590 Lotus japonicus Desconocida 431 2,00E-117 LjT14E02 305 1,00E-81   

 134 1 430 AP010398 Lotus japonicus Desconocida 352 9,00E-94 CM0248  337 3,00E-91 1 3,2,1 

 136 1 1154 EG447505 Arabidopsis thaliana Desconocida 293 2,00E-75      

 138 1 350 BP063937 Lotus japonicus Desconocida 246 6,00E-62 CM0600  77.8  1 1 

 139 1 427 AP010398 Lotus japonicus Desconocida 219 1,00E-53 CM0248 212 1,00E-53 1  

 140 1 322 BT090816 Glycine max Desconocida 125 1,00E-25 CM0584 196 6,00E-49   

 141 1 469 AP006863 Lotus japonicus  Desconocida 655 0.0      



 

113. 
 

 143 1 297 BP042844 Lotus corniculatus  Desconocida 138 2,00E-29      

 146 1 268 BT089077 Glycine max Desconocida 342 7,00E-91 LjSGA_100436 238 1,00E-61   

Tabla 4.1. |  continuación. 

SSH Hoja Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

 contiga ESTb Longc GenBank especie Función putativa Score valor E ID Score valor E Chr fase 

 154 1 193 DC598464 Lotus japonicus Desconocida 116 4,00E-23      

 156 1 510 BP040380 Lotus japonicus Desconocida 307 3,00E-80 CM0077 161 4,00E-38 5 1 

 161 1 311 AK243950 Glycine max Desconocida 71.6 1,00E-16 CM0852 266 7,00E-70 5  

 165 1 354 BP042083 Lotus corniculatus Desconocida 244 2,00E-61 LjSGA_098800  170 4,00E-41   

No se alinean con ninguna secuencia conocida         

 23 1 409   Sin similitud de secuencia        

 93 2 198   Sin similitud de secuencia        

 97 1 392   Sin similitud de secuencia        

 101 1 271   Sin similitud de secuencia        

 111 1 362   Sin similitud de secuencia        

 130 1 443   Sin similitud de secuencia        

 133 1 648   Sin similitud de secuencia        

 144 1 192   Sin similitud de secuencia        

 152 1 391   Sin similitud de secuencia        

 160 1 393   Sin similitud de secuencia        

 163 1 317   Sin similitud de secuencia        
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Tabla 4.2. | Clasificación funcional y posible función de contigs únicos de una genoteca obtenida por hibridización supresora sustractiva a partir de raíces de plantas 
de L. tenuis cultivadas en condiciones de alcalinidad. Se muestra cada contig identificado con un númeroa, la cantidad de ESTs que lo componenb y su longitudc, la especie 
con mayor similitud de secuencia con los ESTs de L. tenuis (BLASTN NCBI) y los parámetros bioinformáticos que indican la significancia de similitud (Score y valor E). Además 
se indica el número de cromosoma en el que se localizan las secuencias de L. japonicus que mayor similitud mostraron con los ESTs de L. tenuis, luego de realizar un 
alineamiento (BLASTN) en la base de datos del proyecto genoma de L. japonicus (www.kazusa.or.jp/lotus/). También se indica la fase en que se encuentra la secuenciación del 
cromosoma en cuestión 

SSH Raíz Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

  contiga ESTb Longc GenBank Especie Función putativa Score Valor E ID Score Valor E Chr Fase 

Metabolismo            

 Síntesis de aminoácidos y degradación         

 12 1 459 X89409 Lotus japonicus Asparragina sintetasa  639 3,00E-180 CM0071 664 0.0 5 3 

 16 2 513 X94299 Lotus japonicus Glutamina sintetasa Citosólica 758 0.0 CM0014  590 E-167 6 3 

 38 1 253 X89410 Lotus japonicus  Asparragina sintetasa 369 5,00E-99 LjT47C13  402 E-111  1 

 39 2 466 AF518566 Glycine max Metionina sintasa  470 4,00E-129 LjT41N19  394 E-108  2 

 Metabolismo aromático          

 57 2 407 AB265595 Lotus japonicus Isoflavona reductasa homologa 136 9,00E-29 CM0249  250 4E-65 2 3 

 66 2 473 AB265595 Lotus japonicus Isoflavona reductasa homologa  185 2,00E-43 CM0249  223 8E-57 2 3 

 67 1 282 AB265595 Lotus japonicus Isoflavona reductasa homologa 107 3,00E-20 CM0249  155 2E-36 2 3 

 Energía            

 No identificada           
Proteínas multifuncionales de ácidos grasos         

 3 2 432 XM_002516907 Ricinus communis Epóxido Hidrolasa 116 9,00E-23      

 17 1 460 EU003577 Glycine max Lipoxigenasa-10  293 6,00E-76 CM0115  763 0.0 3  

 42 1 247 AB107593 Citrus jambhiri Epóxido Hidrolasa Soluble 107 2,00E-20      

 47 1 340 L36110 Stylosanthes humilis Peroxidasa 205 2,00E-49 LjSGA_018216  391 E-107   

 61 1 479 AJ784963 Pisum sativum Peroxidasa Alfa-dioxigenasa 343 4,00E-91      

 77 1 362 D11337 Vigna angularis Isozima Peroxidasa básica (monómero) 165 2,00E-37 CM0052 529 E-149 5 1,3 

Transcripción            

 60 1 672 AB236754 Trifolium pratense Factor de Trascripción EREBP 187 9,00E-44      
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SSH Raíz Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

  contig EST Long GenBank Especie Función putativa Score Valor E ID Score Valor E Chr Fase 

Transporte y homeostasis iónica          

 9 2 482 AJ275315 Cicer arietinum Aquaporina (PIP2) putativa 152 1,00E-33      

 41 2 371 AJ286743 Sesbania rostrata Transportador de fosfato 212 1,00E-51 CM1613  521 E-146 6 3 

 43 1 305 XM_002533321 Ricinus communis Nicotianamina sintasa 68.0 3,00E-08 LjT36L22  502 E-141  2 

 51 2 373 XM_002324137 Populus trichocarpa Transportador ZIP 132 9,00E-28 LjSGA_052483  387 E-106   

 54 1 186 AF182188 Lotus japonicus Transportador de amonio putativo  100 3,00E-18 LjSGA_028202  67.9 2E-10   

 58 2 473 AK245968 Glycine max Transportador de Glicerol-3-fosfato 280 4,00E-72 CM0127 610 E-173 3 3 

 62 1 427 AJ292342 Lotus japonicus 
Transportador de Nitrato de alta afinidad 
(NTR2) 

616 4,00E-173 LjT44N20  698 0.0 3 1 

 78 1 277 AF145707 Lotus japonicus Aquaporina (PIP1) putativa 59 1,00E-05      

Transducción de señales          

 37 1 428 NM_119658 Arabidopsis thaliana 1-Fosfatidilinositol fosfodiesterasa 143 6,00E-31 CM0231  692 0.0 1 3 

 64 1 190 AB167408 Lotus japonicus 
Mitógeno activado quinasa quinasa 
(MAKKK) 

183 3,00E-43 CM0680  172 5E-42 4 3 

Rescate celular y Defensa          
 Estrés oxidativo           
 No identificada           
 Respuesta a patógenos          

 4 3 634 X98867 Medicago sativa Relacionado a Patogénesis 10 (PR-10) 187 9,00E-44 LjSGA_096088  881 0.0   

 15 1 439 FJ014851 Glycine max Proteína con repeticiones rica en Leucina 262 9,00E-67 LjT46L11  726 0.0 3 3 

 22 1 482 XM_002523105 Ricinus communis Precursor de Reticulina oxidasa 181 3,00E-42 LjSGA_030867  767 0.0   

 49 3 566 X79706 Cicer aietinum Relacionado a Patogénesis 221 4,00E-54 LjSGA_073106 701 0.0   

 56 1 430 L37876 Pisum sativum Quitinasa clase I  161 2,00E-36 CM0017  682 0.0 1 3 

Crecimiento y Desarrollo          
 Pared celular           

 30 2 268 X97354 Cicer arietinum Proteína rica en Prolina 69.8 7,00E-09 CM0634  414 E-114 3 3 

 50 2 562 AF467554 Glycine max Dominio BURP de proteína 1 de testa 250 8,00E-63 CM0433  899 0.0 1 1 

 52 2 476 AM158278 Phaseolus vulgaris Proteína rica en Prolina 214 5,00E-52 CM0634 297 3E-79 3 3 

 74 1 314 L46857 Medicago sativa Cinnamyl-alcohol deshidrogenasa  167 4,00E-38 CM0200 452  E-126 5 3 

Desarrollo            

 28 2 257 AJ487040 Cicer arietinum Proteína relacionada a maduración 125 9,00E-26 CM0110  112 1E-23 3 3 
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 33 1 299 L41046 Pisum sativum  Endo-1,4-beta-glucanasa 118 2,00E-23 CM0047    3 3 

Tabla 4.2. |  continuación. 

SSH Raíz Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

  contig EST Long GenBank Especie Función putativa Score Valor E ID Score Valor E Chr Fase 

 45 1 405 XM_002517495 Ricinus communis Gibberellina 20 oxidasa 77.0 7,00E-11 CM0226  692 0.0 3 3 
Destinación proteica          

 5 2 461 DQ249171 Lotus japonicus Ubiquitina 560 3,00E-156 CM0956  584 E-165 5 3 

 7 1 511 DQ249171 Lotus japonicus Ubiquitina  168 2,00E-38      
No clasificados           

 85 1 267 GQ478228 Pisum sativum Forisoma regulada por calcio 190 3,00E-45 LjSGA_010377 430 E-119  0 

Función Desconocida          

 6 1 473 BT052304 Medicago truncatula Desconocida 322 1,00E-84      

 8 1 470 AK246053 Glycine max Desconocida 205 2,00E-49 LjSGA_053227345 2E-93   

 10 1 323 BT092041 Glycine max Desconocida 132 8,00E-28 LjT43N20  412  E-114  3 

 11 1 257 AP010402 Lotus japonicus Desconocida 315 1,00E-82 CM0260  335 8E-91 5 3 

 13 1 402 BT098187 Glycine max Desconocida 111 3,00E-21      

 14 1 444 BT098842 Glycine max Desconocida 260 3,00E-66 LjSGA_038652 402 E-111   

 18 1 370 AP006076 Lotus japonicus  Desconocida 468 1,00E-128      

 19 2 351 AP006071 Lotus japonicus  Desconocida 96.9 6,00E-17      

 20 1 369   Desconocida   LjSGA_035933 371 E-101   

 23 1 298 AJ404640 Cicer arietinum Proteína hipotética 141 1,00E-30 CM0031  434  E-120 2 3 

 24 1 522 BT099069 Glycine max Desconocida 295 2,00E-76 CM0007  422 E-117 4 3 

 25 1 242 BP073235 Lotus japonicus  Desconocida 242 5,00E-61      

 26 1 416   Desconocida   LjT14I13  188 2E-46 1 1 

 29 2 415 AP010556 Lotus japonicus  Desconocida   CM1613  566 E-160 6 3 

 31 1 339 XM_002327869 Populus trichocarpa Proteína predicha 116 7,00E-23 CM0160  496 E-139 3 3 

 32 1 174 AK243709 Glycine max Desconocida 78.8 8,00E-12      

 34 1 391 AK245917 Glycine max Desconocida 428 9,00E-117 CM0152  515 E-145 3 3 

 35 1 368 BT098527 Glycine max Desconocida 223 7,00E-55 CM0145  632 E-180 1 3 

 40 1 297 FS107438 Solanum torvum Desconocida 470 3,00E-129      

 44 1 395 BT093375 Glycine max Desconocida 307 2,00E-80 CM0437 317 3E-85 6 3 

 46 1 251 XM_002284932 Vitis vinifera Proteína hipotética 96.9 4,00E-17 CM0226  218 1E-55 3 3 

 48 1 204 AP006634 Lotus japonicus  Desconocida 273 2,00E-70 CM0086  270 3E-71 5 3 
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 53 2 317 AP009743 Lotus japonicus  Desconocida 367 2,00E-98 LjT07P17  400  E-110 4 3 

Tabla 4.2. |  continuación. 

SSH Raíz Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

  contig EST Long GenBank Especie Función putativa Score Valor E ID Score Valor E Chr Fase 

 65 1 226 AP005602 Lotus japonicus  Desconocida 260 2,00E-66 CM0177  276 5E-73 2 3 

 68 1 409 AP010495 Lotus japonicus  Desconocida 96.9 8,00E-17      

 70 1 317 AP009743 Lotus japonicus  Desconocida 69.8 8,00E-09      

 55 1 285   Desconocida   LjT31F12  414  E-114  2 

 71 1 235 BW599773 Lotus japonicus  Desconocida 100 4,00E-18      

 72 1 428 AP004973 Lotus japonicus  Desconocida 120 7,00E-24      

 75 1 267 BT090327 Glycine max Desconocida 251 1,00E-63 CM0142 303 3E-81 3 1,3 

 76 1 317 BT094441 Glycine max Desconocida 390 2,00E-105 CM0373  529 E-149 2 1,2,3 

 79 1 236 BT090594 Glycine max Desconocida 91,2 2,00E-15      

 80 1 187 AP006076 Lotus japonicus Desconocida 300 1,00E-78 CM0114  329 3E-89 6 1,3 

 81 2 235 AP004973 Lotus japonicus Desconocida 304 2,00E-79 CM0155  323 2E-87 3 1,3 

 83 1 270 GO034023 Lotus japonicus Desconocida 199 6,00E-48 LjSGA_019294 174 2E-42   

 86 1 110 AV765895 Lotus japonicus Desconocida 58.4 8,00E-06      

 87 1 292 AC145767 Medicago truncatula Desconocida 87.8 3,00E-14 CM1613  424 E-117 6 3 

 90 1 269 BT098527 Glycine max Desconocida 66.2 8,00E-08 CM0145  84.2. |  5E-15 1 3 

 91 1 389 AV769847 Lotus japonicus Desconocida 173 6,00E-40      

 93 1 241 AP009068 Lotus japonicus  Desconocida 93.3 5,00E-16      

 98 1 268   Desconocida   LjSGA_146083 412 E-114   

No se alinean con ninguna secuencia conocida          

 1 30 717   Sin similitud de secuencia        

 2 3 1197   Sin similitud de secuencia        

 21 4 318   Sin similitud de secuencia        

 27 1 384   Sin similitud de secuencia        

 36 1 274   Sin similitud de secuencia        

 59 1 273   Sin similitud de secuencia        

 63 1 391   Sin similitud de secuencia        

 69 1 191   Sin similitud de secuencia        

 73 1 354   Sin similitud de secuencia        
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 82 1 270   Sin similitud de secuencia        

 84 1 108   Sin similitud de secuencia        

Tabla 4.2. |  continuación. 

SSH Raíz Expresión NCBI Genoma de L. japonicus kazusa 

  contig EST Long GenBank Especie Función putativa Score Valor E ID Score Valor E Chr Fase 

 88 1 148   Sin similitud de secuencia        

 89 1 269   Sin similitud de secuencia        

 92 1 111   Sin similitud de secuencia        

 94 1 857   Sin similitud de secuencia        

 95 1 269   Sin similitud de secuencia        

 96 1 175   Sin similitud de secuencia        

 97 1 163   Sin similitud de secuencia        

 99 1 160   Sin similitud de secuencia        
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A CLASIFICACIÓN FUNCIONAL DE GENES DE HOJA 
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Figura 4.3. Clasificación funcional de los unigenes identificados en las genotecas de hojas y 
raíces de plantas de L. tenuis cultivadas en condiciones de alcalinidad. Un total de 155 
unigenes en hoja (A) y 99 unigenes en raíz (B) 

 

 

 

 



 

120. 
 

DISCUSIÓN 

Con el fin de identificar genes expresados bajo condiciones de estrés alcalino, 

obtuvimos dos genotecas de L. tenuis enriquecidas con genes de expresión 

diferencial, una a partir de tejido foliar, y la otra a partir de tejido radical. El 

enriquecimiento en genes inducidos por el estrés alcalino se logró mediante la 

utilización de la técnica de Hibridación Supresiva y Sustractiva (HSS) la cual amplifica 

fragmentos de ADNc diferencialmente expresados entre dos tratamientos (en nuestro 

caso, control y alcalino). La técnica consta de una etapa de normalización que permite 

ecualizar las abundancias de los ADNc dentro de la población problema y una etapa 

de sustracción, en la que se excluyen las secuencias comunes entre las poblaciones 

control y problema (Diatcenko, 1996). Esta técnica resulta de gran utilidad para 

identificar genes inducidos ante una condición particular de estrés, y tiene la ventaja 

de no requerir el conocimiento previo del genoma de la especie, tal como ocurre 

cuando se emplean técnicas basadas en el uso de arreglos de ADN. Dicha ventaja 

resultó clave para el presente estudio, dado que hasta el presente no existe un 

proyecto de secuenciación del genoma de L. tenuis, ni tampoco se dispone de 

microarreglos de dicha especie. 

De esta manera, a partir de un total de 567 ESTs (412 de hoja y 155 de raíz) fue 

posible obtener 260 secuencias únicas, o contigs (161 de hoja y 99 de raíz). Luego, 

mediante análisis bioinformático (BLAST) usando bases de datos de secuencias, se 

identificaron probabilísticamente las secuencias y se categorizaron según su función 

biológica putativa. Un aspecto interesante a remarcar es que sobre la base de los 

antecedentes existentes en bases de datos, un gran porcentaje de los unigenes 

asignados fueron previamente  relacionados con la respuesta a estrés ambiental (22 % 

en hoja y 33 % en raíz). Por un lado, esto demuestra que las condiciones de estrés 

impuestas a las plantas fueron efectivamente capaces de producir cambios en la 

expresión génica. Por otro lado, permite suponer que los genes de expresión 

diferencial detectados, han sido inducidos en respuesta a la condición de estrés en 

cuestión.  

En cuanto a la identidad de los genes, otro aspecto destacable es que alrededor del 70 

% de los unigenes presentaron los mejores alineamientos con genes identificados en 

otras leguminosas, tanto aquellas que cuentan con plataformas de secuenciamiento 

(L. japonicus, M. truncatula y G. max) como otras para las cuales se encuentran 
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disponibles bases de datos con secuencias de ESTs: Esta observación que podría 

parecer trivial, demuestra que la calidad de las secuencias obtenidas fue buena. 

En lo que se refiere a los efectos de la alcalinidad sobre la expresión global de genes 

de plantas, la información disponible es escasa. En los últimos años se ha evaluado a 

nivel transcripcional la expresión de genes en distintas especies vegetales bajo 

condiciones de alcalinidad. Tres de estos trabajos fueron realizados con plantas 

halófitas, dos de ellas pertenecientes a la familia de las gramíneas (Chloris virgata 

[Shunsaku et al, 2010] y Puccinellia tenuiflora [Wang et al, 2007]), mientras que el 

tercero utilizó como modelo de estudio la dicotiledonea Limonium bicolor (Wang et al, 

2008). En los tres casos se evaluó la inducción de cambios en expresión génica a 

corto plazo (entre las 6 y 48 h siguientes a la aplicación del estrés), utilizando en todos 

los casos concentraciones de NaHCO3 superiores a 100 mM, y alcanzando en algunos 

de ellos a 400 mM. De este modo, teniendo en cuenta los tiempos de análisis cortos y 

las altas concentraciones de NaHCO3 empleadas, es altamente probable que los 

cambios transcripcionales detectados por los autores estén en realidad relacionados 

con el efecto osmótico del tratamiento aplicado, y no con la inducción de genes 

específicamente relacionados con la aclimatación de las plantas a la alcalinidad. Más 

aún, sería interesante saber si las especies vegetales estudiadas por los autores son 

capaces de sobrevivir a largo plazo a las condiciones de estrés que le fueron 

impuestas. En caso contrario, es probable que los cambios transcripcionales 

reportados, carezcan de relevancia desde el punto de vista del conocimiento de los 

mecanismos fisiológicos de adaptación al estrés, dado que simplemente reflejarían los 

cambios que ocurren en plantas que están destinadas a no sobrevivir a dicha 

condición.  

En relación con la respuesta de leguminosas a la alcalinidad, recientemente fueron 

publicados dos artículos de transcriptómica en los que se empleó como modelo a 

Glycine soja, un pariente silvestre de la soja, para analizar los cambios 

transcripcionales que ocurren tanto en hojas como en raíces durante dicha condición 

de estrés (Ge et al, 2010a,b). Al igual que en los trabajos mencionados en párrafos 

anteriores, en estos últimos también se analizaron los cambios transcripcionales que 

ocurren a tiempos cortos, luego de la aplicación de la condición de estrés. Sin 

embargo, y en este caso a diferencia de los trabajos previos, estos últimos utilizaron 

concentraciones de NaHCO3 más bajas, de 50 mM. En otros artículos relacionados 

con la expresión genética de leguminosas en respuesta a la alcalinidad, no se 

estudiaron cambios globales en la expresión génica, sino la expresión de genes 

particulares, relacionados con la reducción y la absorción de Fe  (Lucena et al, 2007), 
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y el metabolismo energético (Liu et al, 2007) de Pisum sativum. En estos casos 

también utilizaron concentraciones relativamente bajas, de 5 a 30 mM de NaHCO3, y 

los tiempos de cosecha post aplicación del tratamiento alcalino fueron de 3 días y 15 h 

respectivamente.  

Por lo tanto, integrando todos los antecedentes resumidos en párrafos anteriores, 

resulta evidente que hasta el presente no se ha realizado un análisis global de los 

cambios transcripcionales de largo plazo inducidos por la alcalinidad en ninguna 

especie. Esto justificó la aproximación experimental planteada en el presente trabajo 

de tesis, al tratar de identificar genes diferencialmente expresados en plantas 

expuestas a un período prolongado de alcalinidad. Más aún, un aspecto 

cuidadosamente evaluado en el presente trabajo y no contemplado en varios de los 

trabajos previamente mencionados, fue el de trabajar con dosis de estrés que no 

resultaran letales para las plantas, de modo de poder confiar en que los genes 

identificados participen en el proceso de aclimatación de la planta al estrés en 

cuestión, y no son parte de los cambios metabólicos que ocurren en plantas 

destinadas a morir como consecuencia del estrés. El hecho de trabajar con una 

leguminosa es otro aspecto original del presente trabajo, dada la escasez de 

información previa en lo referente a cambios transcripcionales inducidos por la 

alcalinidad en dicho taxón. Más aún, la especie analizada en este trabajo resulta 

también interesante por su potencial comprobado de adaptación a dicha condición 

edáfica. 

En las secciones siguientes, se discutirán los resultados obtenidos en el presente 

trabajo en relación con la clasificación funcional de los genes diferencialmente 

inducidos por la alcalinidad, relacionando los mismos con los resultados obtenidos por 

otros autores en los trabajos antes mencionados.  

 

Metabolismo 

Durante la respuesta a diferentes tipos de estrés ocurren una gran cantidad de ajustes 

a nivel fisiológico y metabólico. Muchos de los genes involucrados en una respuesta a 

estrés pueden estar involucrados en diferentes vías (Seki et al, 2002). Algunas de 

estas vías comunes son las relacionadas con el metabolismo de aminoácidos, el 

metabolismo aromático y el metabolismo energético. 

Los genes que codifican proteínas involucradas en las vías de metabolismo primario 

han sido identificados en los contigs 128 de hoja, y 12, 16, 38 y 39 de raíz, 

correspondientes a enzimas involucradas en la biosíntesis de los aminoácidos 
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metionina, glutamina y asparagina. En este sentido, la acumulación de aminoácidos y 

otros compuestos que contienen nitrógeno es una característica remarcable de la 

mayoría de la respuesta de las plantas a estrés.  

La metionina es un aminoácido esencial en todos los organismos y es sintetizada por 

la metionina sintetasa (contig 128 de hoja y 12 y 38 de raíz). Este aminoácido posee 

un rol importante en diferentes ciclos metabólicos actuando como sustrato, dador de 

grupos metilo y en la síntesis de betaína y poliaminas; funciones estas cruciales, no 

solo en la tolerancia a estrés, sino también para el desarrollo normal de la planta. Las 

betaínas desempeñan roles protectores ante el estrés salino, supuestamente actuando 

como soluto compatible, aunque es probable que ejerza también funciones de 

osmoprotector, en forma semejante a la prolina (Ashraf & Foolad, 2007) De este modo, 

cabe la posibilidad de que la inducción de la metionina sintasa detectada en el 

presente trabajo guarde relación con alguna de dichas funciones de la metionina 

durante la aclimatación de L. tenuis a las condiciones de alcalinidad. Previamente, se 

reportó la inducción del gen de la metionina sintasa (HvMS) en plantas de cebada bajo 

condiciones de estrés salino (Narita et al, 2004). La expresión de este gen resultó 

inducida por varios tipos de estrés tales como salinidad, sequia, frio, y la aplicación de 

ABA y H2O2. Este gen también fue clonado a partir de Arabidopsis y maíz, sin embargo 

en estas especies su respuesta al estrés abiótico todavía es limitada.  

La asparagina y la glutamina están muy relacionadas con el metabolismo del nitrógeno 

en plantas. Por un lado, la asparagina cumple un rol importante en el transporte y 

almacenamiento de nitrógeno en plantas, y el control transcripcional de los niveles de 

asparagina en el vástago puede también reflejar una reducción en la asimilación del 

nitrógeno (Waterhouse et al, 1996). Altas concentraciones de asparagina pueden 

observarse en varios tejidos vegetales bajo condiciones de estrés tales como 

deficiencia mineral, salinidad y sequía (Moller et al, 2003 en Wang et al, 2005). En 

plantas de soja expuestas a déficit hídrico o salinidad, se observó que este aminoácido 

aumentó marcadamente (Wang et al, 2005). En plantas de maíz bajo condiciones de 

salinidad se detectó la expresión diferencial del gen de la asparagina sintetasa, 

principal enzima de la biosíntesis de este aminoácido (Chevalier et al, 1996). También 

se observaron incrementos importantes en la expresión de este gen en plantas de 

Arabidopsis sometidas a estrés salino y por frío (Wong et al, 2004). 

Por otro lado, la enzima glutamina sintetasa (Contig 16 de hoja) es una de las 

enzimas clave para la asimilación primaria de amonio en plantas. Está codificada por 

una familia multigénica, en la que cada isoenzima posee una función específica en la 

asimilación o reasimilación de amonio derivado de una gran variedad de procesos, 
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tales como la reducción de nitrato, la fotorespiración, o el reciclado de N (Lea & 

Ireland, 1999 en Harrison et al, 2003). La expresión de cada gen parece ser tejido-

específica o regulada por factores externos tales como la luz, la fuente de N, y la 

asociación simbiótica con Rhizobium loti (Cren & Hirel, 1999 en Harrison et al, 2003). 

En L. japonicus, Sánchez y colaboradores (2008) reportaron una reducción de la 

expresión de este gen bajo condiciones de salinidad. Por su parte, Márquez y 

colaboradores (2005) no observan un incremento aparente en sus niveles de 

expresión, pero si en la abundancia citosólica de esta enzima en plantas de L. 

japonicus sometidas a estrés salino e hídrico. Se cree además que esta enzima está 

relacionada con el control de la partición de la biomasa en dicha especie (Limami, 

1999). En el trabajo mencionado en la oración anterior, la sobreexpresión del gen de la 

glutamina sintetasa citosólica resultó en una reducción de la producción de biomasa, y 

al menos 13% de la variación en el crecimiento pudo ser explicada por la variación en 

la actividad de esta enzima. 

 

Metabolismo aromático 

En el presente trabajo, se identificaron genes relacionados con el metabolismo de los 

fenilpropanoides en las genotecas obtenidas tanto a partir de hojas como de raíces 

(contigs 16, 90 y 153 de hoja y 67, 66 y 67 de raíz). Los compuestos 

fenilpropanoides abarcan un amplio rango de clases estructurales y funciones 

biológicas. Esta vía produce metabolitos secundarios como antocianinas y flavonoides 

a partir de la fenilalanina. Un gran número de fenilpropanoides inducidos por estrés 

derivan del esqueleto de flavonoides de 15 C el cual es sintetizado por la chalcona 

sintasa (CHS), previa acción de la 4-Cumarato:Coenzima A ligasa (contig 90 de 

hoja). Esta vía puede ser activada por un gran número de estímulos, tales como 

radiación ultravioleta, daño mecánico, ataque de patógenos, bajas temperaturas y 

deficiencia de nutrientes tales como nitrógeno, fósforo e hierro. En leguminosas, que 

además poseen una chalcona reductasa, se forman trihidroxichalconas, que son el 

producto de la chalcona isomerasa (CHI, contigs 16 y 153 de hoja). Luego, la 

isoflavona sintasa (IFS) reordena el esqueleto carbónico del flavonoide, y permite la 

acción de la isoflavona reductasa (IFR; contig 57, 66 y 67 de raíz) llevando a la 

acumulación de un amplio rango de isoflavonoides, coumestanos, pterocarpanos e 

isoflavonas. La diversidad estructural entre los fenilpropanoides se atribuyen a la 

variedad de modificaciones que posee la vía, que incluyen hidoxilaciones, 

glicosilaciones, acilaciones, prenilaciones, sufaciones y metilaciones, todas estas 

modificaciones sustrato específicas (Dixon, 1995).  
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A pesar de que no fueron exactamente los mismos genes identificados en el presente 

trabajo, esta vía también se vio representada en los estudios bajo condiciones de 

alcalinidad en P. tenuiflora (Wang et al, 2007) y L. bicolor (Wang et al, 2009), en los 

que se observó la sobreexpresión de fenilalanina-amonio liasa (PAL , la primer enzima 

de la vía), de flavona 3-hidroxilasa (F3OH) y chalcona sintasa (CHS). Por otro lado, 

esta ruta metabólica también se vio inducida en L. japonicus por el estrés salino, 

donde observó que varios de estos genes (incluídos la chalcona isomerasa y la 4-

cumarato:coenzima A ligasa) estaban sobreexpresadas bajo estas condiciones 

(Sánchez et al, 2008). Sin embargo, cabe aquí recalcar que la biosíntesis de estos 

compuestos posee una compleja regulación, donde muchos de los mismos son 

constitutivos, y juegan un importante rol en la biología de las leguminosas (Lei et al, 

2005). De esta manera, a pesar de que los genes que codifican para CHI e IFR están 

relacionados con la respuesta a estrés, la complejidad de enzimas metabólicas y de 

metabolitos de esta ruta metabólica, sumado al hecho de que el rol preciso de muchos 

de estos metabolitos se desconoce, torna difícil realizar inferencias acerca del posible 

rol biológico de esta ruta en la respuesta a la alcalinidad. 

 

Energía 

La sacarosa sintetasa (contig 112 de hoja) es una enzima clave en el metabolismo 

del carbono de muchos órganos de las plantas. Esta enzima es codificada por una 

familia génica con diferentes perfiles de expresión. En Arabidopsis fueron identificadas 

6 isoformas, entre las cuales la isoforma 3, sus3 (AT4G02280) parece estar inducida 

en varios órganos bajo condiciones de deshidratación, incluyendo deprivación de agua 

en hojas o estrés osmótico (Baud et al, 2004). En L. japonicus también se ha 

identificado más de una isoforma de este gen (Skot et al, 1992), observándose que la 

expresión isoforma sus1 es reprimida durante el estrés salino (Sánchez et al, 2008). 

No se ha reportado la modificación de la expresión de este gen en ninguno de los 

trabajos de transcriptómica mencionados anteriormente que analizaron los efectos de 

la alcalinidad. 

La proteína málica dependiente de NADP (contig 62 de hoja) es una enzima 

involucrada en diversas rutas metabólicas en plantas, jugando un importante rol en el 

metabolismo en tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos. Recientemente ha sido 

implicada en la respuesta a daño mecánico y radiación UVB. El análisis de los 

cambios en la expresión de genes desencadenados en plantas raíces de arroz  

expuestas a carbonatos (10 mM NaHCO3 y 20 mM Na2CO3) durante 72 h permitió 
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identificar a este gen (AB053295, Liu et al, 2007) el cual presenta una similitud del 

74% con el contig identificado en el presente trabajo. Se ha reportado que la expresión 

de este gen está inducida por distintos tipos de estreses como carbonatos, NaCl y 

cambios en el pH. Plantas de Arabidopsis que sobreexpresan este gen mostraron un 

aumento de tolerancia al NaCl y el manitol. Este gen no ha sido detectado en los 

estudios de la respuesta de P. tenuiflora (Wang et al, 2007), L. bicolor (Wang et al, 

2008) y en C. virgata (Nishiuchi et al, 2010) al estrés alcalino. Tampoco se ha 

reportado la modificación de su expresión en el análisis del transcriptoma de L. 

japonicus en condiciones de salinidad (Sánchez et al, 2008). Tal como se mencionó 

anteriormente, a pesar de que esta enzima ha sido relacionada con el estrés abiótico, 

se desconoce su rol preciso en la respuesta a estrés. Un aspecto que aumenta la 

dificultad de su estudio es que generalmente esta enzima está codificada por una 

familia multigénica con diferentes isoformas involucradas en el crecimiento, en el 

desarrollo y/o en la respuesta a estrés. Se requieren mayores estudios para llegar a 

resultados conclusivos en cuanto a su rol en la respuesta al estrés alcalino. 

 

Proteínas multifuncionales de Ac. Grasos 

La biosíntesis de las oxilipinas es iniciada por la acción de lipoxigenasas (LOX-9 y 

LOX-13, contigs 45 de hoja y 17 de raíz) o -dioxigenasa (-DOX, contig 61 de raíz), 

las cuales catalizan la oxigenación de ácido linoleico (18:2) y ácido linolénico (18:3) 

mayoritariamente en hidroperóxidos reactivos. La transformación secundaria de estos 

hidroperóxidos es catalizada por alleno óxido sintasas, divinil éter sintasas, 

hidroperóxido liasas, peroxigenasas y epoxi-alcohol sintetasa. Los derivados 

oxigenados formados de esta manera incluyen el ácido jasmónico (JA) así como 

oxilipinas reactivas con funcionalidades epóxido, carbonil conjugadas o aldehído 

(Liavonchanka & Feussner, 2006 en Vellosillo et al, 2007). En estos procesos 

metabólicos intervienen las enzimas alleno óxido ciclasa (contig 117 de hoja) y 

epóxido hidrolasa (contig 3 y 42 de raíz), por mencionar algunas. Las oxilipinas 

derivadas de la vía LOX están involucradas en una serie de procesos fisiológicos 

relacionados con el crecimiento, el desarrollo y la fertilidad (Sanders et al, 2000 en 

Vellosillo et al, 2007). También poseen importantes roles en la adaptación de las 

plantas a condiciones adversas (Armenguad et al, 2004). Si bien el JA y las oxilipinas 

están mayoritariamente relacionadas con la señalización de respuestas de defensa 

ante el ataque de ciertos tipos de patógenos, estas moléculas también participan en 

las respuestas al estrés abiótico (Wasternack & Kombrink, 2009). 



 

127. 
 

Bajo condiciones de estrés alcalino, (50 mM NaHCO3), se ha observado un aumento 

de la expresión de lipoxigenasa en raíces de G. soja, luego de 6 h de aplicado el 

estrés. Esto sugiere que la vía de la síntesis del JA participa en la respuesta temprana 

al estrés sódico (Ge et al, 2010a). Esto refuerza la idea de que esta molécula no solo 

participa en la respuesta a patógenos, sino también a ciertos estreses abióticos, en 

particular el estrés alcalino, probablemente actuando como señal para la activación de 

respuestas aclimatatorias. El uso de mutantes de la síntesis de JA, disponibles para 

diversas especies vegetales (como por ejemplo en Nicotiana tabacum y Arabidopsis 

thaliana), permitiría contribuir a entender la importancia del JA en la respuesta al 

estrés alcalino, analizando la sensibilidad de las mismas a la alcalinidad, y viendo 

cuales respuestas no se desencadenan en las mutantes, en comparación con las 

plantas de tipo salvaje 

 

Cascadas de señalización  

Las plantas poseen diversas proteín-quinasas activadas por mitógenos (MAPK) que 

participan en respuestas al estrés abiótico. Las cascadas de señalización mediadas 

por las vías MAPK están involucradas en la regulación del desarrollo, crecimiento, 

muerte celular programada y en la respuesta a una gran diversidad de estímulos 

ambientales (Colcombet & Hirt, 2008). Estas cascadas de señalización MAPK son 

módulos altamente conservados en todos los organismos eucariotas. Por medio de 

mecanismos de fosforilación, estas casadas, mínimamente compuestas por MAPKKK 

(MAP quinasa quinase quinase), MAPKK (MAP quinasa quinasa) y MAPK (MAP 

quinasa), unen los receptores de la señal rio arriba (generalmente localizados en la 

membrana plasmática) con los blancos cuesta abajo, activando la expresión de genes 

respuesta-específicos (Figura 4.1). El genoma de Arabidopsis contiene cerca de 110 

genes que codifican componentes putativos de la vía MAPK: 20 MAPKs, 10 MAPKKs y 

más de 80 MAPKKKs (Colcombet & Hirt, 2008). Un repertorio similar de genes se 

observó en los genomas secuenciados de arroz (Oryza sativa), álamo (Populus sp) y 

vid (Vitis vinífera).  

Entre los contigs de las genotecas obtenidas en el presente trabajo se identificaron 

proteínas involucradas en este tipo de cascadas de señalización, tales como MAPKKK 

(contig 70 de hoja), MAPKKK alfa (contig 64 de raíz) y 1-fosfatidilinositol 

fosfodiesterasa (contig 37 de raíz). La MAPKKK identificada en hoja es similar a 

miembros del subgrupo C1 de MAPKKK de Arabidopsis que interactúan físicamente 

con el receptor quinasa BRL2/VH1 y parece estar involucrado en la señalización por 
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auxina y brasinosteroides y posee un rol clave en el desarrollo vascular de la hoja 

(Ceserani et al, 2009). Por otro lado, la MAPKKK alfa identificada en raíz es similar a 

una MAPKKK aislada y caracterizada en L. japonicus, que se expresa 

constitutivamente en raíces, nódulos y vástago (Kinoshita et al, 2004). 

La activación de estas vías de señalización también fue detectada en estudios de 

transcriptómica de plantas expuestas a estrés alcalino (Wang et al, 2007; Wang et al, 

2008; Nishiuchi et al, 2010; Ge el al, 2010a,b). En estos trabajos, muchos de los genes 

identificados eran compartidos con respuestas a otros tipos de estrés abiótico.  

 

Factores de transcripción 

La importancia en la identificación de Factores de Transcripción (FTs) es que ellos 

poseen capacidad de acción en trans sobre otras regiones del genoma. De esta 

manera, un FT particular puede coordinar la expresión de más de un gen. Los FTs son 

proteínas con secuencias específicas de unión al ADN, capaces de activar o reprimir la 

transcripción génica. Estas moléculas son responsables de la selectividad de la 

regulación génica, y generalmente se expresan de una forma específica. Se han 

identificado un gran número de FTs de plantas que coordinan la respuesta vegetal 

bajo condiciones de estrés abiótico. Por otro lado, se ha observado que existen 

significativos solapamientos entre los patrones de expresión de los genes que son 

inducidos en respuesta a diferentes estreses ambientales.  

En nuestro trabajo, hemos identificado dos factores de transcripción, uno homólogo al 

bZIP91 de Glycine max (contig 48 de hoja) y el otro con homología al EREBP de 

Trifolium pratense (Proteína de unión a elemento de respuesta a etileno, contig 60 de 

raíz). 

Los FT bZIP poseen regiones básicas de unión al ADN y un motivo de dimerización 

tipo cierre de leucina. Están presentes en todas las células eucariotas y en A. thaliana 

se han identificado al menos 123 miembros putativos de este grupo. Los miembros de 

esta familia parecen jugar varios roles en la señalización en defensa a patógenos, 

radiación UV, en diferentes tipos de estrés abiótico, en la maduración y en el 

desarrollo. En G. max fueron identificados 131 miembros de este grupo, entre los 

cuales está el que presenta mayor identidad con el contig 48 de hoja obtenido en 

este trabajo, y se ha demostrado que muchos de estos genes confieren tolerancia a al 

menos uno de cuatro tratamientos, incluyendo ABA, sal, sequía y frío (Liao, 2008). Sin 

embargo, al estudiar cambios transcripcionales de plantas de Glycine soja bajo 
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condiciones de alcalinidad (24 h a 50 mM NaHCO3), Ge et al (2010b) no detectaron 

mayores diferencias en la expresión de los genes de esta familia. Según dicho trabajo, 

dentro de los factores de transcripción que fueron enriquecidos significativamente en 

respuesta a estrés alcalino se encontraron las familias relacionadas con C2C2-CO y 

MYB, seguidos por WRKY, GARP-G2 y ZIM. 

Los factores de transcripción EREBP (contig 60 de raíz), junto con AP2 (APETALA), 

forman parte de un grupo mayor denominado AP2/EREBP. Estos FTs son únicos de 

plantas y pertenecen a una gran familia multigénica con importantes funciones en el 

crecimiento y desarrollo, especialmente en la regulación hormonal y la respuesta a 

estrés ambiental (Nakashima et al, 2009). Bajo condiciones de alcalinidad, en Glycine 

soja se ha observado que la expresión de varios genes de esta familia se ve 

incrementada dramáticamente luego de las 3 h de aplicado el estrés (50 mM 

NaHCO3), a pesar que luego se ve una reducción de la misma a las 12 hs (Ge et al, 

2010a,b). 

 

Transportadores 

Acuaporinas 

Fueron identificados diversos contigs relacionados con el transporte de sustancias 

hacia el interior de las células. Uno de los grupos de proteínas transportadoras más 

abundantes, tanto en la genoteca de hoja como de raíz, fue el correspondiente a la 

familia de las acuaporinas. Estas moléculas son proteínas canal presentes en la 

membrana plasmática o en membranas intracelulares de las células vegetales, que 

facilitan el transporte de agua y/o pequeños solutos (urea, ácido bórico, ácido silícico) 

o gases (amonio, dióxido de carbono). La familia posee una gran diversidad de 

isoformas (con posibles mecanismos de compensación entre isoformas) y procesos 

regulatorios a diferentes niveles (transcripcionales y post-transcripcionales) que hacen 

difícil identificar con precisión sus funciones fisiológicas. Como canales de agua, las 

acuaporinas parecen cumplir dos funciones principales en plantas: la osmoregulación 

y el control del transporte entre células y tejidos (Tyerman et al, 1999 en Hachez et al, 

2006). Las acuaporinas han sido subdivididas en cuatro subfamilias, de las cuales en 

este trabajo se identificaron dos: las proteínas intrínsecas de tonoplasto (TIP, del 

inglés tonoplast intrinsec proteins) y las proteínas intrínsecas de membrana plasmática 

(PIP, del inglés plasmatic membrane intrinsec proteins). En el caso de las acuaporinas 

tipo TIP (Contigs 50 y 54 de hoja), se sabe que están involucradas en el transporte 

de agua, urea y NH3/NH4
+ hacia el tonoplasto, y su actividad estaría regulada por 



 

130. 
 

fosforilación. Por su parte, las acuaporinas del tipo PIP (Contigs 33 y 77 de hoja; y 9 

y 78 de raíz) están involucradas en el transporte de agua, CO2 y glicerol hacia el 

interior de la célula vegetal, estando su actividad regulada por diferentes factores 

como el Ca+2, pH, heterodimerización con diferentes monómeros de este tipo de 

proteínas transmembrana, y fosforilación (Kaldenhoff & Fischer, 2006; Maurel et al, 

2008).  

En los trabajos en que se analizó el transcriptoma de plantas de L. chinensis 

expuestas a condiciones de alcalinidad, se identificaron transcriptos de acuaporinas 

tipo PIP en tejidos radicales (Jin et al, 2006). Por su parte, en P. tenuiflora se observó 

que a las 6 h de aplicado el estrés alcalino ocurría una disminución de la expresión de 

los transcriptos de una acuaporina (CN487549, Wang et al, 2007). Estos mismos 

autores, al evaluar la expresión de genes bajo condiciones de alcalinidad en L. bicolor 

encontraron 7 ESTs que correspondían a la familia génica de las acuaporinas, 

agrupándose éstas en 4 genes que codificaban para acuaporinas, sugiriendo que L. 

bicolor presenta diferentes vías para regular el transporte de agua. Además, 

observaron diferentes tendencias de expresión entre dichos genes en hojas y raíces, 

indicando diferentes perfiles de regulación de los mismos (Wang et al, 2008). En los 

trabajos realizados bajo condiciones de alcalinidad en G. soja no se menciona nada 

respecto a esta familia génica (Ge et al, 2010a,b). 

 

Genes relacionados con la homeostasis de macronutrientes 

Con respecto a la nutrición mineral, en este trabajo fueron identificados diversos genes 

relacionados con el transporte de nutrientes, mayoritariamente en la genoteca de raíz. 

Una respuesta típica de las plantas a cambios en el nivel nutricional interno, así como 

a la disponibilidad externa de nutrientes involucra la regulación de los sistemas de 

transporte con la finalidad de facilitar la movilización o toma de los mismos. En este 

sentido, en lo concerniente a los macronutrientes, se identificaron genes relacionados 

con la homeostasis del nitrógeno (N) y del fósforo (P).  

Con respecto al N, las fuentes más importantes de este nutriente para la nutrición 

vegetal están constituidas por el nitrato (NO3
-) y el amonio (NH4

+), siendo esta última la 

forma química preferida de toma de N bajo condiciones restrictivas de este nutriente 

(Gazzarini et al, 1999 en Salvemini 2001). Más de 60 genes que codifican para 

transportadores putativos de NO3
- y NH4

+ han sido identificados en Arabidopsis 

(familias NRT1/PTR, NRT2, CLC, AMT1 y AMT2), sin embargo, hasta la fecha solo 
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unos cuantos de ellos han sido identificados como clave en la homeostasis y/o en la 

toma de N en las raíces (Gojon et al, 2009).  

En lo concerniente al NO3
-, estudios fisiológicos y moleculares revelaron que existen 

dos sistemas principales de toma de NO3
- en las raíces de las plantas, cinéticamente 

distintos: El sistema de transporte de baja afinidad (LATS, del inglés Low affinity 

transport system) codificado por la familia NTR1 y el sistema de transporte de alta 

afinidad (HATS de high-affinity transport system), codificado por la familia NTR2. En el 

presente trabajo, se obtuvieron dos Contigs (105 de hoja y 62 de raíz) homólogos a 

transportadores de nitrato de alta afinidad, los cuales presentan baja similitud entre sí 

y pertenecen a diferentes loci en el genoma de L. japonicus. Los genes HATS parecen 

desarrollar su rol en la toma de nitrato cuando las concentraciones en el suelo son 

inferiores a 250 M (Cai et al, 2008). Bajo condiciones de alcalinidad, se ha 

encontrado que la toma de NO3
- mediada por la vía de alta afinidad es afectada por las 

variaciones en el pH en raíces de arroz y cebada. De esta forma, pH alcalinos 

mayores a 7,5 provocan una reducción del 31-44% en la toma de NO3
-(Cai et al, 

2008). Según los autores de este trabajo, esta inhibición del influjo de NO3
- por el pH 

refleja que el transporte de NO3
- a través de la membrana plasmática es mediado por 

el transporte acoplado H+- NO3
-. 

En lo concerniente al NH4
+, esta forma de N es tomada del suelo mediante 

transportadores localizados en la membrana plasmática de las células radicales e 

incorporada en glutamina mediante la Glutamina Sintasa (mencionada anteriormente 

en Metabolismo) presente en el citoplasma y en plastidios. Los transportadores de 

amonio (AMT, del inglés ammonium transporters) representan una nueva clase de 

proteínas codificadas por una familia multigénica con diversos miembros, entre los 

cuales se destacan los transportadores AMT1.1, AMT1.2 y AMT1.3. Estos 

transportadores contribuyen en forma similar a la regulación de N, y pertenecen al 

grupo de transportadores de alta afinidad (HATS) de NH4
+ de raíces en Arabidopis 

(Yuan et al, 2007). La expresión de estos genes en raíces es activada por limitaciones 

de N y plantas mutantes deficientes para estos tres genes retienen solo el 10% de la 

capacidad HATS de NH4
+ de las plantas silvestres bajo condiciones limitantes de N. El 

contig 54 de raíz identificado en esta tesis posee similitud con AMT1.2 de A. thaliana 

(NM_105152). Plantas transgénicas con la construcción promotor-AMT1.2::ORF:GFP 

revelaron que este gen se expresa en el tejido endodérmico de la zona de absorción 

de la raíz (Yuan et al, 2007). En L. japonicus también fueron identificados miembros de 

la familia de transporte de amonio, donde LjAMT1.1 es el que presenta mayor similitud 

con el contig 54 de raíz del presente trabajo. Este gen se transcribe en raíces, hojas y 
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nódulos de plantas de L. japonicus cultivadas en condiciones limitantes de nitrógeno, 

lo que reafirma su rol en la toma de NH4
+ por las células de la planta (Salvemini et al, 

2001). 

El P es uno de los nutrientes minerales esenciales para el crecimiento y el desarrollo 

de las plantas, una vez que es uno de los componentes principales de 

macromoléculas (ácidos nucleicos y fosfolípidos) y posee un rol clave en la 

transferencia de energía y regulación enzimática. Este nutriente es adquirido por las 

plantas mediante un proceso activo dirigido por el gradiente de protones generado por 

las H+-ATPasas localizadas en la membrana plasmática (Sakano, 1990 en Aono, 

2001). En forma similar a lo que ocurre con el N, se ha propuesto un mecanismo dual 

para la toma de Pi compuesto por dos sistemas cinéticamente diferentes: el HATS y el 

LATS (Furihata et al, 1992). Como la mayoría de los suelos son deficientes de Pi, se 

cree que el mecanismo de transporte de alta afinidad es el mayoritariamente utilizado 

por las plantas. La tasa de incorporación de Pi en plantas con distintos suministros de 

Pi revelaron que el HATS es activado con concentraciones de alrededor de 12,5-15 

µM Pi, mientras que el LATS requiere concentraciones superiores a los 15 µM de Pi. El 

contig 41 de raíz presenta alta similitud con los transportadores de fosfato SrPT1 y 

SrPT2 de la leguminosa Sesbania rostrata identificados por Aono y colaboradores 

(2001). Estos transportadores pertenecen al sistema HATS de transporte de Pi. En 

dicho trabajo estudiaron la cinética de toma de fosfato y observaron que cuando las 

plantas de S. rostrata son transferidas a soluciones nutritivas sin Pi, la expresión de 

ambos transportadores de alta afinidad aumenta dentro de las 48 h. Este aumento en 

la expresión de estos genes estuvo coordinado con el incremento en la tasa de 

incorporación de Pi observado. En L. japonicus fueron identificados 3 genes con alta 

similitud a los miembros de la familia de transportadores de Pi, denominados LjPT1 

(AB257212), LjPT2 (AB257213) y LjPT3 (AB257214). De estos, los dos primeros son 

los que presentan mayor similitud con el contig 41 identificado en este trabajo, 

mientras que el tercero está más relacionado con el transporte de Pi durante la 

infección por hongos micorrícico arbusculares, encontrándose inducido en forma 

significativa durante el proceso de simbiosis (Maeda et al, 2006). 

Otro gen relacionado con el metabolismo del Pi es el trasportador de glicerol 3-fosfato 

(contig 58 de raíz), un transportador putativo de fosfato orgánico que posee un rol 

potencial durante el estrés provocado por la deficiencia de Pi en plantas, transportando 

hidratos de carbono fosfatados (de 3 y 6 carbonos). Estos transportadores pertenecen 

a la superfamilia de facilitadores principales y se observa como una familia génica 

compuesta por 5 miembros en Arabidopsis (familia génica AtPS3). El análisis 
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transcripcional y la caracterización con las construcciones promotor::gen reportero 

mostraron que los miembros de esta familia poseen una regulación diferencial 

espacio-temporal durante la carencia de Pi. Los genes AtPS3.1, AtPS3.4 y AtPS3.5 se 

expresan en toda la planta, mientras que AtPS3.2 y AtPS3.3 se expresan 

específicamente en raíces (Madhuvanthi et al, 2007). El glicerol-fosfato contribuye al 

mantenimiento del balance redox dentro de la célula y a la biosíntesis de 

galactolipidos, los cuales reemplazan los fosfolípidos de membrana durante el estrés 

por carencia de Pi. La regulación de un transportador putativo para este compuesto C3 

bajo condiciones de estrés por deficiencia de Pi indica la necesidad de movilizar este 

compuesto dentro de la planta.  

Genes relacionados con la homeostasis de micronutrientes 

Diversos genes relacionados con el transporte y la homeostasis de micronutrientes 

también han sido identificados en el presente trabajo en las genotecas obtenidas a 

partir de plantas de L. tenuis cultivadas bajo condiciones de estrés alcalino. En este 

sentido, el contig 51 de raíz posee similitud con un putativo transportador ZIP. Los 

miembros de esta familia son transportadores de metales, capaces de transportar una 

gran variedad de cationes, incluyendo Cd, Fe, Mn y Zn (Guerinot, 1999). En el genoma 

de M. truncatula fueron identificadas 6 proteínas con alta similitud con esta familia 

proteica, las cuales fueron designadas MtZIP1 (AY339054), MtZIP3 (AY339055), 

MtZIP4 (AY339056), MtZIP5 (AY339057), MtZIP6 (AY339058) y MtZIP7 (AY339059). 

Las seis proteínas predichas poseen entre 350 y 372 aa y los análisis de secuencia 

revelaron que todas poseen 8 dominios transmembrana y el motivo ZIP altamente 

conservado de la familia. En estudios de complementación en levaduras mutantes 

para la toma de metales, las proteínas MtZIP1, MtZIP5 y MtZIP6 restablecieron el 

crecimiento de levaduras en medios limitados en Zn; MtZIP4 y MtZIP7 lo hicieron en 

medio limitados en Mn y MtZIP3, MtZIP5 y MtZIP6 en medios limitados en Fe (López-

Millán et al 2004). Como consecuencia, los autores concluyeron que estas proteínas 

funcionan como transportadores de metales en M. truncatula. Por otro lado, mediante 

RT-PCR analizaron los patrones de expresión de cada uno de los genes en raíces y 

hojas de plantas cultivadas bajo diferentes condiciones limitantes de metales. Así 

encontraron que el gen MtZIP1 se induce solamente en hojas y raíces deficientes en 

Zn. Los genes MtZIP3 y MtZIP4 se encuentran reprimidos bajo condiciones de 

carencia de Mn y Fe, mientras que se sobreexpresan bajo condiciones de carencia de 

Zn, tanto en hojas como en raíces. El gen MtZIP5 se sobreexpresa en hojas cuando el 

Zn y el Mn son deficientes. Por su parte, la expresión de MtZIP6 y MtZIP7 no se vió 

afectada bajo ninguna de las condiciones ensayadas, al menos en los tejidos 



 

134. 
 

estudiados. Al comparar las secuencias de estos genes con el contig 51 de raíz 

identificado en el presente trabajo, se comprobó que la máxima similitud corresponde 

a MtZIP4 (score 127 y E-value 4e-33), presentando además similitud con MtZIP5 

(score 111 y E-value 1e-28) y MtZIP3 (score 75,2 y E-value 9e-18). Al comparar dicho 

contig con los genes MtZIP1, MtZIP6 y MtZIP7, no se observó similitud de secuencia. 

Estos datos podrían indicar la importancia del gen en la homeostasis del metal Zn en 

L. tenuis bajo condiciones de estrés alcalino. Sin embargo, se requieren mayores 

estudios en este sentido. 

Otro gen identificado en las genotecas obtenidas en este trabajo, y que está 

relacionado con la homeostasis iónica, es el que codifica para proteínas capaces de 

quelar metales, denominadas metalotioneninas (Contig 69 de hoja). Estas proteínas 

son ubicuas y de bajo peso molecular, ricas en cisteínas que pueden unir metales 

mediante los grupos tioles. En plantas participan no solo en el mantenimiento de la 

homeostasis de metales esenciales como el Cu y el Zn, sino también en la 

detoxificación de metales tóxicos no-esenciales como el Cd y el As. Exhiben inducción 

por un variado grupo de metales y otros estímulos, como almacenamiento de 

sacarosa, estrés salino y H2O2.  

Con respecto a la función de estas proteínas bajo condiciones de estrés abiótico, Yang 

et al (2009) aislaron una metalotioneína Tipo I (AK108249) a partir de una SSH 

obtenida de plantas de arroz expuestas a salinidad. En dicho trabajo, se observó que 

dicho gen está relacionado con el metabolismo específico del Zn. Estudios realizados 

sobre plantas transgénicas que sobreexpresaban el gen en cuestión presentaron 

aumentados los niveles de Zn en hojas, y una mayor tolerancia al estrés hídrico. Bajo 

condiciones de estrés alcalino (100 mM de NaHCO3 por 24 h), Nishuichi et al (2007) 

aislaron una metalotioneina tipo I a partir de una librería de cDNA de Chloris virgata 

(gramínea). Estudios de Northen blot revelaron que este gen es inducido por varios 

estreses abióticos tales como salinidad (NaCl y NaHCO3), paraquat (inductor de estrés 

oxidativo), y metales (CuCl2, ZnSO4 y CoCl2). También observaron que levaduras 

transformadas con dicho gen exhiben tolerancia a estos mismos estreses. Estudios de 

transcriptómica de plantas cultivadas en condiciones de alcalinidad permitieron 

identificar diversos  ESTs correspondientes a metalotioneinas. Este fue el caso de las 

bibliotecas de ADNc de L. chinensis (Jin et al, 2006), C. virgata (Nishiuchi et al, 2010) 

y L. bicolor (Wang et al, 2008). En este último caso, además de la identificación de 

ESTs de metalotioneinas inducidas por condiciones de alcalinidad, los estudios de 

expresión génica revelaron que la expresión de dos de los genes encontrados en ese 

trabajo (EH794553 y EH793849) aumenta en raíces y hojas de esta planta bajo 
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condiciones de alcalinidad, indicando su posible rol en la tolerancia o respuesta a este 

tipo de estrés abiótico. 

Otro gen involucrado en la homeostasis de metales es el que codifica para una 

nicotinamina sintetasa (contig 43 de raíz). Esta enzima es clave en la ruta biosintética 

de la familia de los ácidos mugineicos de fitosideróforos, catalizando la trimerización 

de S-adenosilmetionina para formar una molécula de nicotinamida. Estas proteínas 

son pequeños queladores de metales que son móviles en la planta y han sido 

detectados en las células radicales y foliares, así como en la savia floemática. Son 

capaces de unir iones metálicos como el Fe, Zn, Cu y Ni (Scholz et al, 1992). De esta 

manera, las nicotinamidas podrían quelar y transportar iones metálicos dentro de la 

planta. Se han aislado 6 genes de arroz que codifican para la enzima nicotinamida 

sintetasa en raíces sometidas a deficiencia de Fe. Estudios de expresión en 

Escherichia coli demostraron que uno de ellos, nas1, codifica para una nicotinamida 

sintetasa funcional. Estudios de expresión revelaron que este gen se induce bajo 

condiciones de deficiencia de Fe y es específico de los tejidos radicales (Higuchi et al, 

1999). En A. thaliana Klatte y colaboradores (2009) identificaron 4 genes que codifican 

para estas enzimas, y estudiaron la translocación de hierro en plantas mutantes para 

los 4 genes (plantas sin función nicotinamida sintetasa). Los mutantes presentaron 

fenotipos severos, con dificultad de pasar de la fase vegetativa a la reproductiva, y con 

importante reducción en la capacidad de translocar el Fe hacia los diferentes tejidos de 

la planta.  

 

Rescate y defensa 

Estrés oxidativo: 

Bajo condiciones de alcalinidad también se identificaron genes que pueden ser 

clasificados en la categoría rescate celular o defensa. Los dos grandes grupos 

identificados de esta manera están implicados en aliviar el estrés oxidativo y/o en la 

defensa contra patógenos. Un aumento en la expresión de enzimas antioxidantes tales 

como ascorbato peroxidasa, glutatión reductasa, catalasa y superoxido dismutasa se 

correlacionan con un incremento a la resistencia al estrés (Borsani et al, 2001 en Bray 

et al, 2002). En este sentido, en la sustracción de hoja se detectó al ARNm que 

codifica para la enzima Glutation S-transferasa (contig 26 de hoja), enzima 

involucrada en la protección de la planta mediada por la detoxificación de las EROs 

(Especies Reactivas de Oxígeno) generadas por el estrés biótico y abiótico (Edwards 

et al, 2000). En concordancia con esta observación, este gen también fue identificado 
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en las bibliotecas construidas a partir de hojas y raíces de L. chinensis (Jin et al, 2006) 

e inducido en P. tenuiflora (Wang et al, 2007), en ambos casos bajo condiciones de 

alcalinidad.. 

Otro gen involucrado en la respuesta al estrés oxidativo es el correspondiente al 

contig 155 de hoja que codifica para una putativa hemoglobina no-simbiótica de clase 

I. Las hemoglobinas (Hbs) son proteínas que contienen grupos hemo en su estructura, 

y están ampliamente distribuidas en los seres vivos, siendo encontradas en animales, 

bacterias y plantas. En plantas existen tres tipos de hemoglobinas: las simbióticas 

(sHb),  las no simbióticas (nsHb) y las truncadas (trHB). Las hemoglobinas no 

simbióticas se dividen en dos clases: Clase 1, las cuales presentan una alta afinidad 

por oxígeno, y clase 2, con baja afinidad por oxígeno. Las nsHB-1 son expresadas 

bajo condiciones de hipoxia, estrés osmótico, carencia de nutrientes, estrés salino, 

infección rizobiana, exposición a óxido nítrico e infección fúngica. La tolerancia a 

estrés es muy importante para la supervivencia de las plantas. De esta manera, las 

hemoglobinas son una de las  muchas estrategias que las plantas han desarrollado 

para sobrellevar las condiciones de estrés y sobrevivir. Por otro lado, las nsHBs-1 

están involucradas en vías metabólicas mediadas por el NO. Estas hemoglobinas 

proporcionan un tipo de respiración alternativo al transporte electrónico mitocondrial 

bajo condiciones limitantes de oxígeno. La inducción de estos genes demuestra que la 

alcalinidad probablemente haya generado un estrés oxidativo en la planta, en forma 

similar a lo que ocurre con otras condiciones de estrés tal como la salinidad. De esta 

manera, la inducción de la maquinaria antioxidante de la planta podría ser importante 

para la adaptación de L. tenuis a las condiciones de alcalinidad. 

Respuesta a patógenos 

Diversos genes relacionados con la respuesta a patógenos fueron identificados en 

ambas sustracciones. La mayoría de los contigs ubicados en esta categoría codifican 

para proteínas que pertenecen al grupo de proteínas relacionadas con la patogénesis 

(PR, del inglés pahtogenesis related proteins). Estas proteínas, inicialmente 

identificadas como inducidas por ataque de patógenos, también han sido vinculadas al 

estrés abiótico y de respuesta a ABA, siendo por ello considerados sus genes 

relacionados con la respuesta al estrés. Fueron identificados dentro de esta categoría 

los genes PR-1, de función desconocida (contig 53 de hoja), y PR-10, similar a una 

ribonucleasa (contigs 24, 58 y 108 de hoja y contig 4 de raíz). Estos genes fueron 

identificados como de respuesta a estrés alcalino en los estudios de transcriptomica en 

L. bicolor (Wang et al, 2008). En dicho estudio sugieren que genes que codifican 

proteínas relacionadas con la patogénesis estarían regulados en respuesta al estrés 
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salino-alcalino, tal como el caso del gen PRP (EH794292) cuya expresión aumentó en 

raíces y hojas de esta planta luego de exponerlas a NaHCO3 durante 48 h.  

Otros genes relacionados con la respuesta de las plantas a una variedad de 

patógenos son los de las quitinasas (contig 56 de raíz). Estas hidrolasas también han 

sido relacionadas con la respuesta de las plantas a estreses abiótico como el frio (Yeh 

et al, 2000 en Wang et al, 2008), la salinidad, y la tolerancia a metales pesados (Dana 

et al, 2006 en Wang et al, 2008). En los diferentes trabajos que analizaron los cambios 

transcripcionales de la respuesta de las plantas a la alcalinidad, se ha reportado la 

inducción de estos genes frente al estrés salino-alcalino (Jin et al, 2006, Wang et al, 

2008 y Nishiuchi et al, 2010). 

Por otro lado, el contig 15 de la genoteca de raíz resultó homólogo a la superfamilia 

de proteínas con repeticiones ricas en leucina, LRR (del inglés Leucine-rich repeat), 

una clase de proteínas especializadas en las interacciones proteína-proteína (Kobe & 

Kajava, 2001 en Di Matteo et al, 2003). Las plantas utilizan estas proteínas para 

reconocer moléculas no propias (Johnes, 2001 en Di Matteo et al, 2003). Algunos 

productos de genes de resistencia o receptores relacionados con defensa presentan 

este tipo de motivos extracitoplasmáticos. A pesar de que se los vincula 

mayoritariamente con la respuesta al estrés biótico, estos motivos también han sido 

encontrados en proteínas con funciones importantes como una proteína 

anticongelante de zanahoria, algunos receptores quinasa involucrados en la 

percepción de esteroides y hormonas peptídicas, desarrollo (Di Matteo et al, 2003). Sin 

embargo, la información acerca de los aspectos bioquímicos y estructurales del  modo 

de acción de estas proteínas aún es escasa.  

Otro gen relacionado con la respuesta a estrés es el correspondiente al contig 94 de 

hoja, el cual presenta homología con una proteína LEA (del inglés, Late 

Embryogenesis Abundant Proteins). La característica unificadora para la presencia de 

este tipo de proteínas en los tejidos es su asociación con la tolerancia al estrés 

abiótico, particularmente la deshidratación, estrés por frio y estrés salino (Dure et al, 

1989, Boudet et al, 2006). Hasta el momento, no había sido reportada la participación 

de proteínas LEA  en la respuesta al estrés alcalino. 

La identificación de genes que participan en respuestas a estrés biótico en las 

genotecas sustractivas obtenidas a partir de plantas expuestas a alcalinidad indica que 

existen conexiones entre las vías de respuesta al estrés biótico y abiótico. 

 

Crecimiento y desarrollo 
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Diversos genes relacionados con el crecimiento y el desarrollo están vinculados con la 

pared celular. La complejidad y diversidad de los compuestos que conforman la  pared 

entre las diferentes especies y los diferentes tejidos de una misma planta dificultan la 

interpretación de la respuesta de la pared celular al ambiente. Dichos componentes 

presentan características estructurales y funcionales que pueden estar afectadas 

cuando la planta es expuesta a condiciones ambientales restrictivas. En el presente 

trabajo, fueron identificados algunos unigenes relacionados con procesos de 

crecimiento y desarrollo, que podrían estar involucrados en la respuesta o adaptación 

al estrés alcalino en L. tenuis. 

Uno de los grupos de genes identificados corresponde a las denominadas 

glicoproteínas (o proteoglicanos) de pared celular. Las glicoproteínas son 

componentes basales de la pared celular implicados en varios procesos de 

crecimiento y desarrollo de las plantas. Un gran número de estas proteínas son ricas 

en prolina (Pro) o hidroxiprolina (Hyp) y don denominadas glicoproteínas ricas en 

prolina o hidroxiprolina, respectivamente (P/HRGPs): En el presente trabajo se 

encontró que el contig 100 de la genoteca de hoja y los contigs 30 y 52 de la 

genoteca de raíz presentaron homología con P/HRGPs). Estas P/HRGPs presentan 

características comunes, las cuales consisten en regiones (glicomódulos) que 

contienen residuos Hyp, la mayoría de los cuales están glicosilados por polisacáridos 

ramificados de arabinogalactanos o por arabinooligosacáridos pequeños no 

ramificados. La mayoría de las P/HRGPs presentan menos del 40% de similitud entre 

sí, por lo tanto, identificar los miembros de familia utilizando herramientas como 

BLAST es una tarea difícil. Sin embargo, con el genoma secuenciado de A. thaliana 

fue posible agrupar las P/HRGPs en diferentes grupos, identificando genes candidatos 

involucrados en el desarrollo y las respuestas al estrés biótico y abiótico. Los análisis 

de microarreglos apoyaron la hipótesis de que los P/HRGPs poseen diferentes 

funciones (Schultz et al, 2002). 

Otro grupo de genes relacionados con la pared celular son los miembros de la familia 

BURP, con los cuales presentaron homología los contigs 113 y 50, de las genotecas 

de hoja y raíz, respectivamente. La función exacta de estos genes no se conoce, pero 

se sabe que desempeñan un rol muy importante en la diferenciación celular y en el 

desarrollo. Todos los miembros de este grupo poseen un dominio BURP (BMN2, USP, 

RD22, PG1β), los cuales son un largo dominio carboxi-terminal conteniendo un 

número de aminoácidos altamente conservados. Poseen una naturaleza modular y 

consisten de dominios aminoterminales hidrofóbicos, seguidos por un segundo 

dominio (el cual puede o no estar conservado), un tercer dominio opcional que 



 

139. 
 

consiste en repeticiones en tándem de secuencias de aminoácidos cortas, y el largo 

dominio carboxiterminal (Batchelor, 2002). En arroz se han identificado 16 genes 

BURP, la mayoría de los cuales poseen elementos de respuesta a estrés tales como 

DRE, ABRE y LTRE. Estudios de expresión génica bajo condiciones de estrés abiótico 

de todos estos genes (ABA, frio, sequía y sal) revelaron que algunos de estos genes 

se inducen por estrés y otros se reprimen (Ding et al 2009). 

 

Destinación proteica 

La ubiquitina es una proteína pequeña, altamente conservada presente en todos los 

eucariotas. Dentro de la célula, la ubiquitina es covalentemente ligada a proteínas 

sustrato, marcándolas de esta manera para su posterior degradación por la vía 

ubiquitina. Esta vía ha demostrado ser requerida tanto para degradación en masa de 

las proteínas celulares y para la proteólisis específica de proteínas regulatorias. 

Existen evidencias bioquímicas y moleculares que involucran la vía de la ubiquitina en 

la senescencia y respuesta de las plantas al estrés. En el primer caso, esta vía estaría 

involucrada en el reciclado del nitrógeno. Por su parte, bajo condiciones de estrés, 

esta vía podría tener un rol en el recambio de los perfiles proteicos adentro de la 

célula, teniendo de esta manera un importante rol en la adaptación y respuesta a 

estrés (Belknap & Garbarino, 1996). 

 

No clasificado 

El contig 85 de la genoteca de raíz presentó homología con proteínas del tipo 

forisoma. Estas proteínas son motores proteicos complejos ATP-independientes, 

presentes exclusivamente en miembros de vaso (floema) de las leguminosas (Shen et 

al en Tujeta et al, 2009). Estos cuerpos proteicos similares a husos (denominados 

originariamente proteína P cristalina) presentan la capacidad de contraerse y 

descontraerse en forma reversible (Knoblauch et al, 2004). De esta manera, cuando 

las leguminosas experimentan un daño mecánico, los forisomas se dispersan y 

ocluyen los miembros de vaso para evitar la pérdida de fotoasimilados o la invasión 

por fitopatógenos. Una vez que el daño puede ser reparado, los forisomas se contraen 

a su forma original (Knoblauch et al, 2004). La dispersión/contracción depende de la 

elevación o disminución de los niveles de Ca+2 libre en los elementos cribosos, 

pudiendo ser facilitada también por otros cationes bivalenentes, tales como Sr+2 y Ba+2 

aunque de una forma más débil, mientras que el Mg+2 es incapaz de hacerlo (Schwan 
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et al, 2007). Además se ha observado que bajo condiciones in vitro, los forisomas 

presentan cambios conformacionales dependientes del pH (Schwan et al, 2007). En 

los trabajos realizados hasta el presente en relación con cambios en la expresión 

génica bajo condiciones de alcalinidad, no se ha reportado la inducción de genes que 

codifican estas proteínas. 

 

Función desconocida y no hit 

Finalmente, vale la pena destacar que resultaría interesante evaluar si los genes de 

función desconocida presentes entre aquellos identificados en las genotecas obtenidas 

al realizar la HSS desempeñan un papel importante en la respuesta de plantas a 

condiciones de alcalinidad. La confirmación de tal hipótesis representa un desafío 

interesante como una perspectiva de trabajo a futuro. 

 

En resumen, este trabajo es el primer perfil descriptivo de la respuesta de L. tenuis 

bajo condiciones de estrés alcalino. El conocimiento actual acerca de los mecanismos 

de respuesta al estrés alcalino es limitado, y en este trabajo proporcionamos un listado 

de genes candidatos que podrían estar involucrados en la respuesta al estrés 

provocado por NaHCO3. La mayoría de los genes modulados por alcalinidad están 

involucrados en el metabolismo, energía, transducción de señales, transporte y 

homeostasis iónica. Muchos de estos genes fueron identificados en otros trabajos 

realizados bajo condiciones de alcalinidad en otras especies de plantas. Sin embargo, 

un aspecto interesante en este trabajo es la gran cantidad de genes relacionados con 

la nutrición mineral identificados. La caracterización funcional de estos genes permitirá 

comprender los mecanismos comunes y distintivos por detrás de la respuesta de L. 

tenuis al estrés alcalino y otros estreses abióticos.  
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CONCLUSIONES 

- El análisis de las genotecas obtenidas por la técnica de hibridación supresora y 

sustractiva (HSS) nos permitió identificar una gran variedad de genes de Lotus tenuis 

relacionados con en la respuesta vegetal a las condiciones de alcalinidad. 

- Algunos de los genes inducidos en plantas de Lotus tenuis bajo las condiciones 

alcalinas ensayadas en este trabajo de tesis, han sido previamente caracterizados por 

su participación en la respuesta a otros tipos de estreses abióticos, tales como la 

sequía y la salinidad, lo cual sugiere la existencia de cierto grado de redundancia en 

los mecanismos de respuesta a dichos estreses. 

- La identificación de genes que codifican para proteínas relacionadas con la absorción 

de ciertos nutrientes, sugiere que las mismas permiten a la planta compensar la 

disminución de la disponibilidad y/o de la capacidad de adquisición de los mismos, 

bajo una condición de estrés alcalino. 

- La detección de una gran cantidad de genes desconocidos en las librerías analizadas 

resulta interesante, dado que cabe la posibilidad de que algunos de ellos desempeñen 

funciones de importancia en la adaptación a las condiciones de alcalinidad. Por lo 

tanto, el estudio de los mismos y la identificación de sus funciones podrían proveer de 

nuevos conocimientos sobre la percepción y los mecanismos de respuesta que 

contribuyen a la supervivencia de las plantas bajo condiciones de alcalinidad. 

- Resultará de interés en el futuro evaluar la importancia en las respuestas a 

alcalinidad de los genes aquí identificados. Dicha información podría contribuir no solo 

al entendimiento de la fisiología vegetal bajo estrés, sino también al diseño de 

estrategias de mejoramiento genético asistidas por el uso de marcadores moleculares 

que permitan incrementar la tolerancia del Lotus tenuis y otras leguminosas, frente a 

los estreses abióticos. 
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INTRODUCCIÓN 

La rizosfera y las interacciones planta-microorganismo. 

La rizosfera es la pequeña porción de suelo que se encuentra en contacto directo con 

la raíz, con un espesor de aproximadamente 3 mm. Cerca del 25 % del carbono fijado 

por la fotosíntesis es liberado en forma de exudados (junto con otras sustancias) en 

esta delgada sección, produciendo alteraciones significativas sobre el crecimiento 

microbiano en el suelo.  

Los microorganismos del suelo son atraídos quimiotácticamente por algunos de esos 

compuestos, promoviéndose así el desarrollo de complejos procesos de interacción 

planta-microorganismo, microorganismo-microorganismo, planta-suelo y suelo-

microorganismo (Barea et al, 2005). Estos procesos son altamente dinámicos, 

variando a lo largo del tiempo y el espacio, y afectan selectivamente el crecimiento de 

las bacterias y los hongos que colonizan el entorno de las raíces. Esto resulta en el 

establecimiento de relaciones endofíticas, simbióticas, asociativas o parasitarias, 

según el tipo de planta, del microorganismo presente y del nivel de nutrientes y las 

condiciones ambientales del suelo (Parmar & Dadarwal, 1999; Parniske, 2000). 

Por otra parte, las plantas para lograr adaptarse a un ambiente determinado, 

dependen de la capacidad de comunicación de las raíces con los diferentes 

microorganismos de la rizosfera. En este sentido, el tipo de sustancias exudadas y 

secretadas a través de la raíz no es arbitrario, y la respuesta de la microbiota ante la 

liberación de estos compuestos puede resultar una ventaja adaptativa para la planta 

ante condiciones edáficas adversas (Barea et al, 2005). 

Debido a su carácter microscópico y al difícil acceso, la rizosfera ha sido uno de los 

ecosistemas menos estudiados. Sin embargo, durante las últimas décadas se viene 

revirtiendo esta situación con un incremento considerable en el conocimiento de la 

rizosfera, con el fin tecnológico de desarrollar inoculantes para los cultivos de 

importancia agronómica (Requena et al, 2001). En la actualidad, la aplicación de 

microorganismos promotores del crecimiento (PGPM, del inglés de Plant Growth 

Promoting Microorganisms) simbióticos y de vida libre constituye una herramienta de 

gran importancia en las prácticas agrícolas modernas en muchos países e incluye un 

gran número de especies bacterianas y fúngicas (Dobbelaere et al, 2003; Döbereiner 

& Pedroza, 1987; Bashan & Holguín, 1998). De esta forma, se han aislado y estudiado 
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una gran cantidad de micoorganismos que mejoran la productividad de las plantas, ya 

sea promoviendo el crecimiento por la liberación de hormonas, la solubilización de 

nutrientes o controlando el crecimiento de patógenos, por mencionar solo algunos de 

los mecanismos involucrados (Vessey, 2003). Algunas de estas asociaciones, tales 

como las micorrizas, datan desde la colonización de la tierra por parte de las plantas, 

lo que remarca la importancia adaptativa de estas interacciones simbióticas (Parniske, 

2000). 

 

La simbiosis entre rizobios y Lotus sp. 

Uno de los tipos de interacción planta-microorganismo más estudiada y conocida es la 

que se establece entre bacterias diazotrofas denominadas rizobios y las leguminosas 

(Vessey, 2003). En leguminosas del género Lotus spp, esta simbiosis tradicionalmente 

ha sido asociada con bacterias de los géneros Mesorhizobium (Jarvis et al, 1982) y 

Bradyrhizobium sp (Allen & Allen, 1981; Jarvis el al, 1982). Esta asociación es 

altamente específica, y posibilita la fijación biológica de nitrógeno (FBN) por parte de 

los rizobios en una nueva estructura desarrollada en la planta, denominada nódulo, 

cuya formación es el resultado de la expresión coordinada de un grupo de genes en la 

planta hospedante y en la bacteria (Barea et al, 2005). 

La ontogenia de los nódulos consta de diversas etapas. En la primera, se produce el 

reconocimiento entre ambos simbiontes a través de un intercambio de señales 

químicas. Las raíces de las leguminosas exudan flavonoides específicos que atraen a 

determinados rizobios (Figura 5.1.a) (Caetano-Anollés et al, 1988; Maxwell & Phillips, 

1990) y estas moléculas modulan la expresión de genes de la bacteria (Figura 

5.1.b,c), cuyos productos están implicados en el proceso de formación del nódulo. 

Estos genes han sido denominados genéricamente como genes nod. Los productos de 

los genes nod están involucrados en la síntesis de lipo-quito-oligosacáridos 

denominados factores Nod. La liberación de factores Nod a la rizosfera induce una 

serie de alteraciones en las células de la raíz (Figura 5.1.d). Al mismo tiempo que se 

induce la formación del nódulo, los rizobios comienzan a infectar la raíz (Figura 

5.1.c,d,e). La bacteria ingresa a la planta a través del hilo de infección (Figura 5.1.e), 

el cual atraviesa varias capas de células corticales hasta llegar al primordio del nódulo 

(Figura 5.1.f). Una vez liberadas al citoplasma del primordio, las células se diferencian 

en bacteroides (Figura 5.1.g). Estos últimos son rodeados por una membrana 
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derivada de la membrana plasmática del hospedante, conocida como membrana 

peribacteroidea, conformando así el simbiosoma.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.1 | Proceso de nodulación de Lotus spp. Las raíces de Lotus liberan sustancias al 
suelo (a). Las poblaciones de rizobios nativas del suelo o las aplicadas mediante la inoculación 
responden a estas sustancias (b), dirigiéndose a las raíces y liberando señales específicas (c). 
En respuesta a estas señales, la planta inicia la formación del nódulo y los rizobios, ahora 
concentrados en la superficie de la raíz, comienzan el proceso de invasión (d,e). El nódulo 
maduro consta de una estructura vegetal (f) dentro del cual se encuentra la leghemoglobina (de 
color rojizo) que confiere el medio propicio para la FBN. Dentro del nódulo se alojan los rizobios 
diferenciados en bacteroides (g). 
 

La FBN ocurre dentro de los bacteroides, los cuales poseen un complejo proteico 

denominado nitrogenasa que cataliza la reducción del nitrógeno atmosférico a amonio, 

el producto primario de la fijación. Debido a que esta enzima es sensible a las 

concentraciones de oxígeno presentes en la atmósfera (Brewin, 1991), las células 

infectadas del nódulo mantienen una concentración del mismo menor al 1% respecto 

del nivel atmosférico. Esto se produce gracias a la presencia de proteínas 

denominadas leghemoglobinas en el citoplasma de las células infectadas del nódulo 

(Figura 5.1.f.). Estas proteínas unen el oxígeno molecular con alta afinidad y lo liberan 

cuando las concentraciones intracelulares están por debajo de un cierto nivel, 
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permitiendo la respiración aeróbica de los rizobios. Se considera que el nódulo alcanza 

la madurez cuando los bacteroides son liberados al citoplasma de la célula 

hospedante rodeados por la membrana peribacteroidea y comienzan a fijar nitrógeno 

atmosférico (Figura 5.1.h). De este modo, en los nódulos maduros ocurren todos los 

procesos relacionados con la asimilación del nitrógeno gaseoso en formas reducidas 

del mismo, las cuales son transferidas a la planta.  

 

Inoculantes para especies del género Lotus de interés agronómico. 

Diversos autores han sugerido que el establecimiento y la eficiencia de la simbiosis 

leguminosa-rizobio puede verse afectado por la salinidad del suelo (Sanchez-Diaz et 

al, 1982, Zahran & Sprent, 1986; Delgado et al, 1994; Swara & Bishnoi, 1999; Verdoy, 

2004), la alcalinidad (Paz et al, 2007a,b) y el déficit hídrico (Durand et al, 1987 y Serraj 

et al, 1999 en Verdoy, 2004). En este sentido, se ha observado que la utilización de 

cepas tolerantes a un determinado tipo de estrés puede mejorar el performance de la 

planta bajo esas condiciones (Zou et al, 1995). Un ejemplo de ello es el hecho de que 

la inoculación de trébol y alfalfa con cepas tolerantes a la salinidad de Rhizobium 

leguminosarum bv trifolii y Rhizobium meliloti respectivamente, mejoraron la 

nodulación y el contenido de nitrógeno de sus plantas huésped bajo condiciones de 

estrés salino de 150 mM (El-Mokadem et al, 1995). Otro ejemplo es el reportado por 

Craig y colaboradores (1991) donde cepas rizobianas tolerantes a salinidad aisladas 

de Acacia redolens que crecen en áreas salinas de Australia, fueron capaces de 

producir nódulos efectivos tanto en plantas de A. redolens como en A. cyclops 

crecidas bajo condiciones de salinidad de 80 mM de NaCl. En soja (El-Sheikh & Wood, 

1995) y maní (Dardanelli et al, 2009) también se ha reportado que bajo condiciones de 

salinidad, la utilización de cepas de Rhizobium sp. tolerantes a salinidad desarrollan 

simbiosis más efectivas en la FBN que las cepas menos tolerantes. Con respecto a la 

alcalinidad, se ha reportado que el NaHCO3 reduce la nodulación, el crecimiento y los 

niveles de nitrógeno de algunas leguminosas de grano (Tang & Thomson, 1996), y es 

un importante factor limitante para el desarrollo bacteriano (Fierer & Jackson, 2007, 

Paz et al, 2007b). Sin embargo son escasos los trabajos que evalúan la eficiencia 

simbiótica de las cepas bacterianas bajo condiciones de estrés alcalino, o su efecto 

combinado con salinidad. 
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Parte del éxito adaptativo de muchas especies del género Lotus puede atribuirse a la 

interacción simbiótica con rizobios del suelo. El establecimiento de la simbiosis 

mutualista entre rizobios y L. tenuis depende de la leguminosa, del rizobio y también 

de los factores ambientales que pueden afectar la viabilidad y persistencia de cada 

una de las partes: leguminosa y rizobio (Labandera & Ruiz, 2004). Tal como se 

mencionó anteriormente y se detalla en la Tabla 5.1, para que ocurra la simbiosis es 

necesario que tanto la planta como la bacteria superen una serie de complejas etapas 

hasta llegar a la nodulación. En particular, dos de estas etapas, la supervivencia 

saprofítica y el establecimiento de la simbiosis son muy afectadas por las condiciones 

ambientales. 

 

Tabla 5.1 | Etapas críticas en el establecimiento de la simbiosis Lotus sp - Rhizobium 

ETAPAS CRÍTICAS EN LA NODULACIÓN  

SUPERVIVENCIA 

SAPROFÍTICA 
Capacidad de sobrevivir en suelos restrictivos 

RECONOCIMIENTO  

Lotus sp-Rhizobium 

Especificidad planta-rizobio 

Establecimiento de simbiosis bajo condiciones edáficas restrictivas 

Competitividad frente a otros rizobios 

Infectividad 

NÓDULO 
Eficiencia en la FBN 

Capacidad de FBN bajo condiciones edáficas restrictivas 

 

Actualmente existen en el mercado diversos bio-formulados para L. tenuis y L. 

corniculatus basados en cepas de rizobios que han sido aisladas y seleccionadas por 

su alta eficiencia simbiótica con tales especies. Sin embargo, dadas las características 

edáficas de la Pampa Deprimida, con suelos de baja fertilidad y heterogéneos en 

términos de salinidad y pH, es importante seleccionar cepas capaces de tolerar tales 

condiciones y al mismo tiempo mantengan una alta eficiencia simbiótica con L. tenuis, 

la especie del género Lotus mejor adaptada a tales ambientes (Sannazzaro et al, 

2010).  

En este sentido, para el estudio realizado en este trabajo de Tesis seleccionamos dos 

cepas bacterianas utilizadas frecuentemente para la inoculación de L. tenuis. Las 

mismas fueron seleccionadas en base a las características edáficas de las cuales 

fueron aisladas. La cepa B733 fue aislada de la rizosfera de plantas de L. tenuis 
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presentes en un suelo hidrohalomórfico con valores de pH cercanos a 9,5 (típico bajo 

salino-alcalino) (Picón et al, 1991). En diversos estudios a campo y microcosmos, esta 

cepa resultó competitiva en el ambiente rizosférico e infectiva, logrando ser 

recuperada de los nódulos de L. tenuis (Andreoli et al, 1988; Paz et al, 2007a,b). Por 

su parte, la cepa LL32 es aquella recomendada por el Servicio Nacional de Sanidad y 

Calidad Agroalimentaria (SENASA) para formulación de inoculantes para L. tenuis y L. 

corniculatus. Esta cepa fue aislada en la provincia de Tucumán, a partir de nódulos de 

plantas de L. corniculatus presentes en un suelo Arguidoll con pH 6,5. Una tercer 

cepa, la NZP2213 fue utilizada como control, una vez que es la cepa de referencia de 

Mesorhizobium loti para L. tenuis (Laguerre et al 1997). 

 

De esta manera, teniendo en cuenta la importancia que tiene la simbiosis mutualista 

para la adaptación de L. tenuis a las condiciones ambientales, nos propusimos por un 

lado evaluar la tolerancia a salinidad y alcalinidad de las cepas bajo condiciones de 

vida libre. Por otro lado, evaluamos la eficiencia simbiótica del par L. tenuis-rizobio 

bajo condiciones de estrés alcalino y estrés mixto salino-alcalino. 
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RESULTADOS 
 

5.1. Tolerancia a estrés alcalino y salino de cepas de rizobios utilizadas 

como inoculantes para L. tenuis, en condiciones de vida libre 

La evaluación de la capacidad de supervivencia saprofítica de las cepas de rizobios 

reveló que las cepas NZP2213, LL32 y B733 lograron crecer a pH 9, 10 y 11 

respectivamente. Asimismo, todas las cepas fueron capaces de tolerar niveles de 

salinidad de 200 mM de NaCl (Figura 5.2.C.). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
Figura 5.2. | Evaluación de la tolerancia a pH y NaCl por el método de dilución en 
placa. La tolerancia a los distintos tipos de estrés se evaluó en la menor dilución del 
cultivo bacteriano que permitió visualizar colonias aisladas. Cada tratamiento se realizó 
por duplicado en la misma placa. En la fotografía se muestra la tolerancia que presentó 
el aislamiento LL32, el cual creció en un rango de pH de 7 a 10 (A) y toleró la salinidad 
provocada por NaCl hasta niveles de 200 mM (B). En la tabla (C) se indican los rangos 
de tolerancia a alcalinidad y salinidad de las cepas seleccionadas para este trabajo. 

A 

B 

C Alcalinidad Salinidad
pH 7-11 0-200 mM NaCl

NZP2213 7-9. 0-200

LL32 7-10. 0-200

B733 7-10. 0-200

Cepas

TOLERANCIA 
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5.2. Eficiencia simbiótica bajo condiciones de alcalinidad. 

Considerando el factor solución nutritiva, todos los parámetros de crecimiento y 

nodulación evaluados presentaron diferencias significativas (Tabla 5.2.). Bajo 

condiciones de estrés mixto salino-alcalino, la biomasa del vástago, la biomasa total, el 

número de nódulos y la biomasa nodular fueron afectados negativamente en forma 

significativa. La biomasa radical fue significativamente superior en condiciones de 

estrés alcalino, seguida por el control y el estrés mixto. La partición de la biomasa 

entre raíz y vástago también presentó diferencias significativas, siendo superior en 

condiciones de estrés alcalino, en comparación con los controles y el estrés mixto. 

Considerando el factor cepa bacteriana, con excepción de la biomasa de raíz, todos 

los parámetros evaluados mostraron diferencias significativas. Los valores obtenidos 

en plantas inoculadas con las cepas LL32 y B733 fueron significativamente superiores 

en los parámetros biomasa total y biomasa del vástago con respecto a los de plantas 

inoculadas con la cepa de referencia NZP2213 y el control sin inocular, mientras que el 

patrón opuesto se observó para la partición de biomasa raíz:vástago. En estos 

parámetros no hubo diferencias significativas entre las plantas tratadas con la cepa de 

referencia NZP2213 y las plantas sin inocular (control). Con respecto a la nodulación, 

se observó que las plantas inoculadas con las cepas LL32 y B733 presentaron mayor 

número y biomasa seca de nódulos que las plantas inoculadas con la cepa NZP2213 

(Tabla 5.2). 
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Tabla 5.2. | Respuesta de Lotus tenuis a la inoculación con 3 cepas rizobianas bajo condiciones de estrés alcalino y mixto 
alcalino-salino. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Los valores son media por planta ± ES. Diferentes letras dentro de cada columna indican diferencias significativas, *** denota efecto 
significativo a p ˂˂ 0,01; ** p ˂ 0,01, * p ˂ 0,05 y ns diferencias no significativas, mediante test Tukey de comparación de medias  

Biomasa total
Biomasa del 

vástago
Biomasa radical

Partición 
Raíz:Vástago

Número de 
Nódulos

Biomasa de 
Nódulos

Tratamiento (mg/planta) (mg/planta) (mg/planta) (por planta) (por planta) (mg/planta)
Solución

Control 216,7 ± 7,8 a 173,0 ± 6,6 a 43,7 ± 1,5 b 0,27 ± 0,01 b 44 ± 2 a 5,3 ± 02 a
Alcalino 247,9 ± 6,3 a 182,7 ± 4,9 a 65,2 ± 1,6 a 0,37 ± 0,01 a 40 ± 2 a 5,5 ± 02 a
Mixto   53,5 ± 1,8 b   43,3 ± 1,5 b 10,1 ± 0,4 c 0,24 ± 0,01 b   3 ± 2 b 0,3 ± 0,1 b

F (2,45) 10,6 *** 4,97*** 2,6 *** 5,05 ** 38,04 *** 17,06 ***

Cepa bacteriana

Control 120,3 ± 7,0 b   86,0 ± 4,9 b 34,3 ± 2,3 a 0,39 ± 0,01 a   3 ± 1 c 1,3 ± 0,2 b
NZP2213 135,6 ± 8,7 b 102,1 ± 6,3 b 33,5 ± 2,4 a 0,39 ± 0,01 a 25 ± 2 b 2,7 ± 0,2 b
LL32 238,9 ± 10,6 a 190,4 ± 8,7 a 48,4 ± 2,4 a 0,25 ± 0,01 b 45 ± 2 a 5,3 ± 0,3 a
B733 205,9 ± 15,3 a 160,6 ± 11,4 a 45,3 ± 4,0 a 0,25 ± 0,01 b 42 ± 3 a 5,6 ± 0,5 a

F (3,46) 48,27 *** 35,59*** 39,86 ns 6,36 ** 68,31 *** 42,38 ***

Solución x Cepa

F (3,46) 4,12* 2,48 ns 1,69 ns 0,22 ns 7,86 *** 4,11 **
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Biomasa Biomasa Biomasa Partición Número de Biomasa
total vástago radical raíz:vástago nódulos nodular

(mg/planta) (mg/planta) (mg/plant) (por planta) (por planta) (mg/planta)
Condiciones control
Sin inocular 120,0 ± 6,8 f ,d,e 86,8 ± 5,2 9,5 ± 2,4 0,39 ± 0,02 5,4 ± 1,4 d 1,6 ± 0,3 d,e

NZP2213 152,0 ± 24,3 b,c,d 120,3 ± 17,4 20,7 ± 6,9 0,25 ± 0,02 9,5 ± 2,4 c 4,2 ± 0,3 c,d

B733 241,3 ± 38,6 b,c 194,7 ± 27,9 32,4 ± 10,8 0,22 ± 0,02 19,0 ± 6,3 a,b 8,4 ± 1,1 a,b

LL32 282,0 ± 26,5 a 228,5 ± 20,2 26,6 ± 6,6 0,22 ± 0,02 11,5 ± 2,9 a 8,8 ± 0,9 a,b

Condiciones alcalinas
Sin inocular 168,0 ± 27,5 c,d 117,3 ± 19,3 23,6 ± 7,9 0,42 ± 0,04 14,3 ± 3,6 d 2,3 ± 0,7 d,e

NZP2213 198,5 ± 16,7 b,c 144,5 ± 12,3 18,0 ± 4,5 0,37 ± 0,01 21,8 ± 5,4 c 3,7 ± 0,4 d

B733 368,7 ± 22,3 a 277,3 ± 18,1 18,4 ± 6,1 0,33 ± 0,02 7,6 ± 2,5 a,b 9,7 ± 0,7 a

LL32 258,8 ± 11,4 b 195,0 ± 9,4 13,7 ± 3,4 0,33 ± 0,02 5,5 ± 1,4 b 6,6 ± 0,3 b,c

Condiciónes salino-alcalinas
Sin inocular 53,0 ± 3,8 f 42,3 ± 3,2 8,2 ± 2,0 0,35 ± 0,07 0,7 ± 0,2 d 0,1 ± 0,0 e

NZP2213 32,5 ± 4,3 f 25,5 ± 2,9 6,2 ± 1,6 0,24 ± 0,03 1,4 ± 0,3 d 0,2 ± 0,0 e

B733 57,3 ± 7,4 f 47,5 ± 6,0 5,9 ± 1,5 0,20 ± 0,01 2,9 ± 0,7 d 0,6 ± 0,0 e

LL32 71,8 ± 5,5 f ,e 58,3 ± 5,1 5,0 ± 1,3 0,19 ± 0,01 2,1 ± 0,5 d 0,6 ± 0,1 e

 

 

 

 

 
Tabla 5.3. | Detalle de los valores de cada tratamiento. Respuesta de Lotus tenuis a la inoculación con 3 cepas rizobianas bajo condiciones de 
estrés alcalino y mixto alcalino-salino. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los valores son media por planta ± ES. Diferentes letras dentro de cada columna indican diferencias significativas, *** denota efecto significativo a p 
˂˂ 0,01; ** p ˂ 0,01, * p ˂ 0,05 y ns diferencias no significativas, mediante test Tukey de comparación de medias 
 



CAPÍTULO V - SIMBIOSIS 

154. 
 

Al analizar la interacción entre los factores solución x cepa, se encontraron 

interacciones significativas en la biomasa total y en los dos parámetros de nodulación 

(Tabla 5.3). Con respecto al parámetro biomasa total, la inoculación con la cepa 

NZP2213 no provocó un incremento con respecto al control, con ninguna de las 

soluciones de riego utilizadas (Figura 5.2A). Por otro lado, las plantas inoculadas con 

las cepas LL32 y B733 presentaron un comportamiento diferente cuando se comparó 

la biomasa total del tratamiento alcalino con la del control. Bajo condiciones control, la 

inoculación con la cepa LL32 resultó en una mayor producción de biomasa que la 

inoculación con la cepa B733, mientras que bajo condiciones de alcalinidad ocurrió lo 

opuesto (Figura 5.2.A). El mismo patrón fue observado en el número de nódulos 

(Figura 5.2.B) y la biomasa nodular (Figura 5.2.C). En todos los casos, el estrés mixto 

resultó más severo para las plantas y para los simbiontes, no presentando diferencias 

significativas en ninguno de los niveles del arreglo factorial. 
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Figura 5.2. | Parámetros con diferencias significativas en interacción cepa 
x solución. A) Biomasa total; B) Número de nódulos; C) Biomasa de nódulos. 
Letras diferentes indican diferencias significativas entre los tratamientos.  

A 

B 

C 
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DISCUSIÓN 
 

La mayoría de los estudios de evaluación de cepas rizobianas para potencial uso en 

bioformulados se realizan bajo condiciones que no contemplan las situaciones de 

estrés. En el caso particular de L. tenuis, esto representa una limitante para la 

aplicación de los bioformulados actualmente comercializados, dado que se trata de 

una especie vegetal que se adapta a un amplio rango de condiciones ambientales, a 

las cuales también debe adaptarse el simbionte, para lograr establecer procesos 

simbióticos eficientes. De esta manera, considerando que la cepa utilizada es 

específica de L. tenuis, el éxito bajo las condiciones edáficas y ambientales donde 

ocurre la interacción dependerá de: a) la capacidad de supervivencia de la cepa bajo 

dichas condiciones hasta el momento en que la semilla germine y genere un ambiente 

rizosférico adecuado; b) la capacidad competitiva de la cepa frente a los rizobios del 

suelo, adaptados y naturalizados; c) la capacidad de iniciar la comunicación de 

señales con la planta e infectar la raíz y d) la capacidad fijadora de nitrógeno. 

 

Tolerancia saprofítica de cepas Rhizobianas al estrés alcalino y salino 

La salinidad provocada por sales alcalinas representa uno de los principales factores 

limitantes para los microorganismos del suelo (Fierer & Jackson, 2007). En relación 

con esto, estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio demostraron que la carga 

bacteriana del suelo y la capacidad de plantas de L. tenuis de establecer simbiosis con 

cepas utilizadas como inoculantes comerciales y otras potencialmente útiles, se ven 

muy afectadas en suelos provenientes de bajos salino-alcalinos con valores de pH 

cercanos a 9,6 (Paz et al, 2007a,b). De esta manera, procuramos determinar la 

capacidad de supervivencia en vida libre de tres cepas de Mesorhizobium loti con 

diferentes características. Las tres cepas bacterianas evaluadas presentaron 

tolerancia a la salinidad y alcalinidad. Con respecto a la salinidad, no se observó 

variabilidad en la tolerancia de las diferentes cepas, indicando que dicho factor edáfico 

no sería limitante para su supervivencia. Con respecto a la alcalinidad, las cepas B733 

y LL32 presentaron un umbral de tolerancia a valores de pH más altos que los de la 

cepa NZP2213. En este sentido, evaluando un grupo más numeroso de cepas 

rizobianas provenientes de distintos suelos de la región, Bergottini (2008) pudo 

diferenciar tres grupos: el de las cepas tolerantes a alcalinidad (pH 7-11); el de las 

cepas de tolerancia intermedia (pH 7-10) y aquellas cepas de tolerancia limitada (pH 7-

9). Dentro del grupo de cepas más tolerantes, se encontraron algunas provenientes de 
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suelos alcalinos y otras de suelos no alcalinos, no pudiéndose establecerse una 

correlación directa entre el grado de tolerancia a pH en condiciones de vida libre y las 

características del suelo de origen. Estas observaciones permitirían en parte explicar 

la respuesta de las cepas utilizadas en este trabajo, que de acuerdo con el criterio de 

tolerancia mencionado anteriormente, se clasificarían en grupos de tolerancia 

intermedia (B733 y LL32) y tolerancia limitada (NZP2213).  

 

Eficiencia simbiótica bajo condiciones de alcalinidad. 

El sistema experimental desarrollado en esta tesis representa un protocolo eficiente 

para la evaluación de la eficiencia simbiótica bajo condiciones de alcalinidad. Por un 

lado, debido a que se utiliza un sustrato inerte y sólido, y al tipo de riego y de maceta 

(Figura 7.1.), el sistema permite el óptimo desarrollo de las raíces. Además, este 

sistema proporciona las condiciones óptimas para que la planta pueda desarrollar un 

ambiente rizosférico. Por otro lado, el hecho de renovar constantemente la solución de 

riego, asegura que se mantengan los valores de pH deseados. De esta manera, es 

posible estudiar el comportamiento del par simbionte rizobio-Lotus bajo condiciones de 

alcalinidad. 

Bajo las condiciones experimentales utilizadas, al evaluar el factor solución nutritiva 

observamos que la alcalinidad provocó cambios significativos en el desarrollo radical y 

la partición de recursos raíz:vástago. En este sentido, cabe remarcar que uno de los 

principales parámetros para la evaluación del potencial de cepas para su uso como 

inoculantes es la producción de biomasa aérea de las plantas hospedantes, variable 

esta correlacionada positivamente con la capacidad fijadora de nitrógeno de los 

nódulos (Labandera & Ruiz, 2004). Llamativamente, y salvo algunos parámetros 

relacionados con la nodulación, se presta poca atención al desarrollo radical, hecho 

este contradictorio si consideramos que este órgano vegetal es el que está involucrado 

directamente con los procesos de exploración e incorporación de nutrientes, y también 

con el proceso simbiótico. Los cambios a nivel de partición de biomasa bajo 

condiciones de alcalinidad detectados en el presente trabajo de tesis, con una mayor 

asignación de recursos para la raíz, describe indirectamente la respuesta adaptativa 

de la planta a la situación de estrés. Algunos de estos mecanismos de respuesta están 

relacionados con la búsqueda de nutrientes y/ó agua (Yang, 2003; Hajiboland et al, 

2003). 
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El estrés mixto resultó muy severo en todos los casos. Las características de la 

solución de riego, sumadas a la falta de nitrógeno, podrían ser algunos de los 

elementos que influenciaron la respuesta de las plantas y de los simbiontes. 

A nivel del factor cepa bacteriana, fue posible observar comportamientos diferenciales 

entre las cepas evaluadas. En este sentido, pudo establecerse que las cepas 

utilizadas como inoculantes resultaron más eficientes bajo todos los aspectos 

evaluados, mejorando considerablemente dichos parámetros. Un aspecto interesante 

a recalcar fue el efecto de las cepas B733 y LL32 sobre la partición de la biomasa raíz: 

vástago, reduciendo la asignación de recursos hacia la raíz. Este hecho podría 

atribuirse a una mejor disponibilidad de nitrógeno, reduciendo así la necesidad de las 

raíces por explorar el suelo en busca de recursos. De la misma manera, se observaron 

respuestas diferenciales entre las cepas B733 y LL32 bajo condiciones control y de 

estrés alcalino. La inoculación con la cepa B733 provocó una sensible mejora en el 

performance de L. tenuis bajo condiciones de alcalinidad, indicando la importancia de 

las características de la cepa para la respuesta de la planta. 

En conjunto, los resultados obtenidos indican que la respuesta de la planta al estrés 

podría variar según las características de las cepas con las que se asocia. En este 

sentido, estudios previos del laboratorio (Echeverria et al, 2008) indicaron que la 

arquitectura de la raíz puede verse alterada en función de la asociación o no con 

microorganismos del suelo. En dicho estudio, la interacción de L. tenuis con la cepa 

B733 indujo el desarrollo de una arquitectura radical tendiente al patrón espina de pez, 

en comparación con plantas control, tendencia relacionada con la eficiencia en el uso 

de los recursos. En el mismo estudio se encontraron tendencias similares cuando 

sometieron las plantas a salinidad. En lo que concierne a la alcalinidad e interacción 

con simbiontes, Cartmill et al (2007a,b y 2008) han demostrado que la utilización de 

microorganismos simbióticos tales como los hongos micorrícico arbusculares puede 

aliviar los efectos negativos del estrés alcalino en Rosa multiflora y Catharanthus 

roseus.  

Parte del éxito adaptativo de L. tenuis a los suelos de la Pampa Deprimida puede 

atribuirse a las asociaciones simbióticas que se establecen a nivel rizosférico. 

Recientes estudios sobre la rizosfera de esta especie en la región, revelaron que 

existe una gran diversidad de microorganismos asociados a la misma, entre los que se 

destacan hongos micorricicos del género Glomus (Sannazaro et al, 2004; García & 

Mendoza, 2006); bacterias solubilizadoras de fósforo (Castagno et al, 2008, 2011) y 

rizobios (Estrella et al, 2009; Sannazzaro et al, 2010; Paz, 2007b). Con respecto a 

estos últimos, se han aislado y caracterizado un gran número de cepas bacterinas a 

partir de estos suelos, algunas de las cuales han resultado muy eficientes bajo 
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condiciones de estrés e incluso más eficientes que las utilizadas en el presente trabajo 

(Estrella et al, 2009; Sannazzaro et al, 2010). Esta suma de evidencias deja en claro la 

importancia de identificar, evaluar y estudiar las respuestas de las leguminosas bajo 

situaciones de estrés, de manera conjunta con sus microorganismos simbióticos.  
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CONCLUSIONES 

 

- Bajo condiciones de vida libre, las cepas rizobianas LL32 y B733, utilizadas como 

inoculantes de L. tenuis, toleraron niveles de alcalinidad más extremos que la cepa de 

referencia NZP2213. Con respecto a la salinidad, todas las cepas toleraron niveles 

extremos de manera similar. 

- La evaluación del par simbiótico rizobio-Lotus spp reveló que bajo las condiciones de 

estrés más severas analizadas (estrés mixto), los dos simbiontes resultaron afectados 

en forma negativa. El estrés alcalino resultó menos severo, y provocó cambios en la 

partición de la biomasa de la planta, induciendo el desarrollo radical. 

- En cuanto a los efectos del tipo de cepa utilizado sobre la performance del par 

simbiótico Rhizobium-Lotus tenuis, las cepas más tolerantes a alcalinidad y 

seleccionadas para uso comercial resultaron más eficientes que la cepa de referencia.  

- El análisis de los efectos de la interacción entre el tratamiento y el tipo de cepa reveló 

que la cepa B733, obtenida a partir de un bajo salino-alcalino, presentó la mejor 

performance bajo condiciones de alcalinidad que la cepa LL32, aislada de suelos que 

no presentan problemas de alcalinidad. 

- Los resultados obtenidos dejan en evidencia la necesidad de que los programas de 

mejoramiento y desarrollo de cultivares de L. tenuis sean acompañados por un 

programa simultáneo de selección de simbiontes bacterianos específicos bien 

adaptados a las condiciones ambientales del área de cultivo. 
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CONSIDERACIONES FINALES 

La alcalinidad representa un factor limitante para el desarrollo de las plantas. Con 

excepción de las plantas halofitas, la mayoría de las plantas estudiadas bajo 

condiciones de alcalinidad exhiben severos síntomas de clorosis y deficiencia 

nutricional a concentraciones de NaHCO3 inferiores a los 10mM. En este sentido, la 

especie estudiada en este trabajo representa un modelo útil para comprender los 

mecanismos de respuesta a este tipo de estrés, una vez que ecológicamente se 

adapta exitosamente a suelos con niveles de alcalinidad equivalentes a los 20 mM de 

NaHCO3. 

De esta manera, a lo largo de este trabajo de tesis se caracterizó la respuesta de 

Lotus tenuis a la alcalinidad a diferentes niveles, intentando identificar respuestas que 

pudieran resultar adaptativas bajo estas condiciones. Por otro lado, considerando que 

la alcalinidad no se encuentra aislada en el suelo, si no que generalmente está 

asociada con problemas de salinidad, intentamos evaluar el efecto de la acción 

combinada de estos dos tipos de estreses. 

El órgano de la planta que primeramente enfrenta una condición restrictiva en el suelo 

es la raíz. Esto es coherente con el hecho de haber encontrado que las plantas 

cultivadas bajo estas condiciones asignaron mayor cantidad de recursos hacia el 

desarrollo y mantenimiento de este órgano que las plantas controles o tratadas con 

salinidad neutra. Incluso se identificaron varios genes que podrían estar relacionados 

con la partición de recursos entre el vástago y la raíz, así como también con el 

metabolismo del nitrógeno. 

Una de las posibles causas de cambio alopático puede ser la cuestión nutricional. Bajo 

condiciones de alcalinidad se pudo verificar que en hojas, el único nutriente cuya 

adquisición se ve comprometida es el Zn2+, mientras  que el resto de los nutrientes se 

mantienen en niveles similares a los de los controles. Considerando que la alcalinidad 

por si misma reduce la disponibilidad de una gran cantidad de nutrientes en el suelo, 

tales como P, Mg2+, Fe, Zn2+, B, Cu2+ y Mn2+, es interesante que la planta logre 

sobrellevar esta condición y mantener los niveles de la mayoría de los nutrientes. En 

este sentido, uno de los posibles mecanismos de respuesta podría ser a nivel del 

desarrollo de un sistema radical más eficiente en la explotación de los recursos del 

suelo, con un aumento de ramificaciones de primer orden y desarrollo de raíces más 

finas. Sin embargo, esta capacidad también puede estar dada por la expresión de 

genes que codifican para transportadores de alta afinidad, tal como los que se han 
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identificado en la genoteca de raíz. De esta manera, fue posible identificar 

transportadores involucrados en la adquisición de macro y micronutrientes que podrían 

estar inducidos por una situación de estrés nutricional. 

Considerando el tallo, también se han identificado modificaciones que podrían 

contribuir a aliviar el estrés. Un aspecto que podría estar relacionado con la reducción 

del crecimiento observado en la parte aérea es la disminución de las proporciones de 

tejidos conductores y el aumento de los tejidos parenquimáticos corticales y 

medulares. El desarrollo de estos tejidos podría estar asociado con el almacenamiento 

de agua como mecanismo adaptativo para aliviar los efectos tóxicos del HCO3 o como 

tejidos especializados en la reserva de fotoasimilados. Sin embargo, debido a la 

escasez de estudios acerca de los efectos de la alcalinidad sobre las respuestas 

anatómicas del vástago, mayores estudios tendientes a comprender estas respuestas 

serán necesarios. 

Las hojas también presentaron modificaciones por la alcalinidad, con una notable 

reducción en su tamaño y un aumento en el espesor, con el desarrollo del parénquima 

esponjoso y en empalizada. Estas modificaciones anatómicas podrían estar 

relacionadas con la capacidad de L. tenuis de mantener, bajo condiciones de 

alcalinidad, las tasas fotosintéticas y los otros parámetros fisiológicos analizados.  

Por otro lado, y de forma similar a lo observado en tallo, el desarrollo de estos tejidos 

podría estar relacionado con la suculencia. Las causas que podrían promover esta 

respuesta a nivel foliar no pueden llegar identificada con los resultados obtenidos en 

este trabajo. Por un lado, el hecho de que la alcalinidad no induzca un aumento en los 

niveles de prolina (uno de los principales osmolitos inducidos para lograr el ajuste 

osmótico en L. tenuis), indica que la planta no estaría bajo condiciones de estrés 

osmótico, o al menos que la prolina no sería el osmolito inducido bajo esas 

condiciones de estrés. Sin embargo, la identificación de una gran cantidad de genes 

que codifican para acuaporinas en estos tejidos podría tener una relación con esta 

respuesta. La información disponible en este sentido también es escasa, pero se ha 

reportado que la deficiencia de nutrientes también puede generar un aumento en la 

suculencia, de modo que la deficiencia de Zn2+ registrada en este trabajo bajo 

condiciones de alcalinidad podría estar relacionada con tal cambio anatómico. 

Finalmente, un aspecto importante los efectos del estrés sobre el metabolismo del 

nitrógeno. Bajo condiciones de alcalinidad, se han identificado varios genes candidatos 

relacionados con el metabolismo de este nutriente, ya sean relacionados con la 
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reserva o alopatía del mismo. En este sentido, la simbiosis con rizobacterias del suelo 

podría mejorar el desarrollo de la planta bajo condiciones de alcalinidad. De hecho, 

con los resultados obtenidos en esta tesis, fue posible modificar la respuesta de Lotus 

tenuis a la alcalinidad mediante la utilización de cepas tolerantes a dicha condición. 

En definitiva, mediante el estudio realizado hemos demostrado que Lotus tenuis, 

constituye una especie de interés científico- tecnológico para el estudio de los 

mecanismos de tolerancia en vegetales frente al estrés por alcalinidad, habiendo 

permitido la identificación de un numeroso grupo de genes asignados a las más 

diversas funciones vegetales, y cuyo estudio en particular, debe ser profundizado a 

través de nuevas investigaciones. Asimismo, nos ha permitido la observación de los 

cambios anatómicos y fisiológicos de respuesta, lo cual, unido a la información genética 

acumulada, constituye una base sólida sobre la que pueden proyectarse nuevas 

hipótesis y estudios, que permitan una mejora mediata en la tolerancia de ésta y otras 

leguminosas, con un potencial impacto sobre la producción sustentable de los 

ambientes edáficos marginales caracterizados por su alcalinidad. 
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7.1. SISTEMA EXPERIMENTAL 

7.1.1 Material vegetal 

El presente trabajo se realizó con Lotus tenuis variedad Esmeralda, de la empresa semillera 

Gentos SA, con la cual el grupo de trabajo lleva adelante tareas conjuntas de investigación en 

el marco de un Convenio Académico de Cooperación aprobado por Resolución Nº 3013/08 del 

Directorio del CONICET. 

 

7.1.2. Escarificación de las semillas, siembra y germinación 

Las semillas se colocaron en un tubo plástico de 50 ml, al que se le agregó ácido sulfúrico puro 

(alrededor de 3 ml). Se agitaron durante 2 min en un vortex. Se retiró el ácido sulfúrico con una 

pipeta Pasteur y las semillas fueron enjuagadas inmediatamente con abundante agua, 

realizando al menos diez enjuagues. Este procedimiento fue realizado en forma rápida, para 

evitar que las semillas resulten dañadas por el calor liberado al reaccionar el ácido sulfúrico con 

el agua. Finalmente las semillas se enjuagaron 2 veces con agua esterilizada. 

Sobre placas de Petri con agar-agua estéril (0,8%), se sembraron las semillas (30 por placa). 

Las placas fueron incubadas en un cuarto de cultivo hasta la máxima germinación (5 a 7 días 

después de siembra), luego de lo cual se realizó su transplante. 

 

7.1.3. Sustrato 

En todos los ensayos se usó arena como sustrato, por tratarse de un material inerte, con una 

capacidad de intercambio catiónico cercana a cero, en contraste a otros sustratos de uso 

habitual en los laboratorios (por ejemplo: vermiculita). 

Para proporcionar estructura al mismo y evitar la compactación, se utilizó una mezcla de arena 

fina (0,2 – 0,5 mm de diámetro) y gruesa (0,5 – 1,0 mm de diámetro) en proporción 1:1. La 

mezcla fue lavada 6 veces con agua destilada para eliminar las sales presentes en la misma, 

alcanzándose un pH y conductividad eléctrica cercanos a los del agua destilada (pH = 7,0 y 

C.E. = 0,05 mS.cm-1). La arena fue colocada en tubos cuyo fondo fue previamente recubierto 

por una fina capa de piedras. Para los ensayos del Capítulo 5 de simbiosis, la arena fue 

esterilizada previo uso. 

 

7.1.4. Soluciones de riego  

Las plantas fueron regadas con solución nutritiva Hoagland (Hoagland & Arnon, 1950) diluida al 

medio. Esta solución proporciona todos los macro y micronutrientes esenciales para la planta.  

 

 

Tabla 7.1. | Composición de la solución de riego Hoagland 0,5x 
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 Sales Concentración final (mM) 

Macronutrientes 

KNO3 3,0 

Ca(NO3)2·4H20 2,0 

SO4Mg·7H2O 1,0 

NH4H2PO4 0,5 

Micronutrientes 

EDTA NaFeO8·2H2O 5,0 

MnCl2·4H2O  

H3BO3  

CuSO4·5H2O 0,5 

ZnSO4·7H2O  

MoO4Na2·2H2O  

 

Para los distintos tratamientos salinos, la solución de Hoagland fue suplementada con la sal 

correspondiente (Tabla 7.1). 

 

7.1.5. Sistema experimental 

Para todos los estudios realizados en este trabajo se emplearon plantas cultivadas en las 

condiciones experimentales descriptas a continuación. 

 

7.1.5.1. Unidad experimental 

Cada unidad experimental (u.e.) consistió en un tubo de PVC de 5,8 x 20 cm. con tapa inferior 

perforada, conteniendo arena (Figura 7.1). 

En cada u.e. se sembraron 3 plántulas, y una vez lograda la implantación, se eliminaron dos, 

procurando que todas las plántulas destinadas al ensayo estuvieran en el mismo estado 

fenológico para lograr una mayor uniformidad, y evitando así la heterogeneidad que caracteriza 

a las poblaciones de esta especie alógama estricta (Kade et al, 2003). 

 

7.1.5.2. Riego 

Las macetas fueron mantenidas a capacidad de campo a lo largo de todo el ensayo. 

La solución de riego contenida en la columna de arena fue reemplazada diariamente por 

solución nueva, mediante percolación. Esta precaución se tomó para evitar cualquier cambio en 

el pH en el transcurso del tiempo del ensayo, dado que la solución nutritiva Hoagland tiene 

escasa capacidad buffer. Además, la percolación evita la acumulación de sales resultante de la 

evaporación de la solución de riego, problema inherente a otros sistemas de riego. 

La percolación se efectuó utilizando un sistema de riego por goteo (ELGO®). Este sistema fue 

ajustado y puesto a punto para estudiar el estrés alcalino en el laboratorio (Paz et al, 2010) 

(Figura 7.1). El mismo consiste en un bidón que contiene la solución de riego, la cual es 

distribuida por un sistema de mangueras. A lo largo de las mangueras, goteros 
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autocompensantes conectados a su vez con microtubos de 0,6 mm de diámetro, distribuyen la 

solución de riego en los contenedores de cultivo. Estos goteros tienen la virtud de aportar el 

mismo volumen de solución de riego en cada una de los contenedores. A la salida del bidón y 

antes del inicio del circuito de mangueras, una válvula solenoide regula la salida de la solución 

de riego desde el bidón. Dicha válvula es activada y desactivada por un controlador que 

permite programar la duración y la cantidad de riegos diarios a lo largo de una semana. El 

exceso de solución de riego fluye por el fondo de los tubos de cultivo hacia una bandeja con 

drenaje. De esta manera, las u.e. siempre se mantienen a su capacidad de campo. El sistema 

fue programado para regar cada 4 horas con un total de seis riegos diarios, de cuatro minutos 

cada uno. En total, por día se reemplazaron 150 ml de la solución de riego de la maceta, del 

total de 200 ml. 

7.1.5.3. Diseño experimental 

Para todos los experimentos de este trabajo se empleó un Diseño Completamente Aleatorizado 

(DCA) con 4 tratamientos: Control, Alcalino, Salino y Mixto salino-alcalino. 

 

Tratamientos 

Cada tratamiento se aplicó agregando las sales correspondientes para cada condición de 

estrés, a la solución base de riego (Hoagland 0,5X). Para los ensayos de plantas sometidas a 

condiciones de estrés alcalino, la solución de riego fue suplementada con NaHCO3 10 mM, 

mientras que para el estrés salino se agregó NaCl 100 mM. En el caso de plantas expuestas a 

condiciones de estrés mixto (salino-alcalino) la solución fue suplementada con NaCl 90 mM y 

NaHCO3 10 mM (Paz et al, 2008, 2010; Cartmil et al, 2008a,b; Valdéz-Aguilar & Reed, 2007). 

Como control se emplearon plantas regadas con solución Hoagland 0,5X sin el agregado de 

otras sales (Tabla 7.2). 

Para los ensayos de simbiosis (Capítulo 5) la solución de riego utilizada fue aquella descripta 

por Evans, debido a la ventaja de en esta solución nutritiva se puede remover el N sin alterar el 

balance de las otras sales (ver en Sección 7.5).  
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Figura 7.1. | Sistema experimental. A) Esquema de sistema de riego utilizado para los 
ensayos. El detalle en el recuadro representa la unidad experimental. Las plantas de L. tenuis 
se cultivaron en tubos de 5,8 cm de diámetro y 20 cm de altura, utilizando arena como 
sustrato y conteniendo 1 plántula por tubo. El sustrato se mantuvo siempre a capacidad de 
campo mediante percolación con solución nutritiva de Hoagland 0,5x utilizando un sistema de 
riego automático que se activa cada 4 h. La aplicación de los tratamientos se inició cuando 
las plántulas  se encontraban en un estadio fenológico de dos hojas verdaderas y con un 
diseño completamente aleatorizado (DCA) con 40 repeticiones por tratamiento. Las muestras 
de tejido radical y foliar se colectaron a dos tiempos; un tiempo inicial (Ti) a la semana de 
aplicado el tratamiento, y un tiempo final (Tf) a las tres semanas de aplicado el tratamiento. B) 
Fotografía de un ensayo (Paz et al, 2010). 
Tabla 7.2. Tratamientos. Características de las diferentes soluciones de riego. 

A 

B 



CAPÍTULO V - SIMBIOSIS 

178. 
 

Tratamiento NaCl (mM) NaHCO3 (mM) pH 

Control - - 5,8 

Salino 100 - 5,8 

Alcalino - 10 8,0 

Salino-alcalino (mixto) 90 10 8,0 

Las plantas fueron regadas con solución Hoagland 0,5X, con el agregado de las sales 
indicadas en las dos primeras columnas. En la última columna se muestra el pH final de cada 
una de las soluciones de riego. 
 
La aplicación de los tratamientos fue iniciada cuando las plántulas se encontraron en un estado 

fenológico de dos hojas verdaderas. El estrés salino fue aplicado gradualmente, de manera de 

permitir la aclimatación de las plantas a dicha condición. Para ello, la concentración de NaCl en 

la solución de riego fue incrementada gradualmente hasta llegar a la concentración final 

deseada. Para la aplicación del tratamiento de alcalinidad, no se realizó una aclimatación dado 

que la concentración de NaHCO3 fue baja (10 mM). Luego de alcanzadas las concentraciones 

deseadas, éstas se mantuvieron por dos semanas y media hasta su cosecha. En la Figura 7.2. 

se puede observar un resumen del diseño experimental.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.2 | Etapas de aclimatación. A) Detalle diario de etapas de ensayo y pasos de aclimatación 
desde su inicio hasta la cosecha. En B) se describen las concentraciones (mM) de las soluciones de 
riego empleadas para la aclimatación en las distintas condiciones de estrés. Las flechas rojas indican 
los dos tiempos en los que se realizaron las cosechas. El tiempo 1 fue empleado solamente para los 
experimentos de genética (Capítulo 4). 
 

 

Condiciones de cultivo 

Las plantas se localizaron durante todo el ensayo, en una cámara de crecimiento de 

condiciones controladas especialmente diseñado para plantas. A lo largo del experimento se 

A 

B 
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mantuvo una temperatura promedio de 24 y 19ºC durante el día y la noche, respectivamente. 

La humedad relativa osciló entre 60 y 80%. El fotoperíodo fue de 16/8 h día/noche con una 

intensidad lumínica de 10 Klux. La densidad del flujo de fotones fue de 200 µmol m-2 s-1 y la 

iluminación fue provista por lámparas fluorescentes de luz blanca fría. Cada 7 días se hicieron 

controles fitosanitarios, intercalando principios activos tanto de productos fungicidas como 

insecticidas. 

 

Procesamiento de las muestras 

Una vez realizada la cosecha de los diferentes ensayos, las plantas fueron retiradas de los 

contenedores de cultivo sumergiendo a estos últimos en agua destilada. De esta manera se 

evitó dañar las raíces y se logró eliminar los restos de sustrato. Para evaluar parámetros de 

crecimiento, contenido de sodio, potasio y cloruro se utilizó material seco, para lo cual se 

separaron las raíces del vástago y se llevaron a estufa a 70ºC hasta lograr un peso constante. 

Para determinaciones bioquímicas y para la construcción de la biblioteca substractiva, en el 

momento de muestreo se separaron las raíces de la parte aérea y se congelaron en nitrógeno 

líquido, conservando el material a -80ºC hasta su procesamiento. Para los estudios de 

anatomía y arquitectura radical, el material cosechado fue inmediatamente fijado en FAA y azul 

de tripano 0,05% (ác. acético:agua, 1:10), respectivamente. 

 

7.2. CAPÍTULO II: HOMEOSTASIS IÓNICA Y ARQUITECTURA DEL 

SISTEMA RADICAL. 

7.2.1. Selección de la concentración de carbonato a emplear en los ensayos de 

estrés alcalino  

Se cultivaron plantas de L. tenuis en presencia de diferentes concentraciones de carbonato, 

con el fin de seleccionar las concentraciones ideales para llevar adelante los experimentos de 

estrés alcalino. Para ello, las plantas fueron cultivadas en las condiciones experimentales 

descriptas anteriormente, utilizando la solución de riego Hoagland 0,5x suplementada con 

distintas concentraciones (10, 30 y 50 mM) de NaHCO3 (sal alcalina). Plantas regadas con 

solución Hoagland sin el agregado de NaHCO3 fueron usadas como controles. Los tiempos de 

cosecha fueron los mismos descriptos con anterioridad. 
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7.2.2. Homeostasis iónica y nutrición 

7.2.2.1. Determinación de cationes Na+ y K+ 

Cada planta fue separada en vástago y raíz y el material fue secado en estufa a 70 °C. El 

material seco fue molido en un molinillo y se determinó el contenido de Na+ y K+ en hojas y 

raíces. En un tubo se colocaron 10 mg de tejido molido y se agregó 1 ml de HCl 0,1 N. Los 

tubos fueron agitados e incubados a 60 ºC por 2 h. Luego de ser enfriados hasta temperatura 

ambiente, los tubos fueron centrifugados 5 min a 10.000 rpm y se transfirió el sobrenadante a 

tubos de microcentrífuga de 1,5 ml. Una alícuota de 250 µl del sobrenadante fue diluida en 5 ml 

de agua destilada y se realizó la medición con un fotómetro de llama (Marca Zeltec, modelo ZF 

250). Para calcular la concentración de Na+ y K+ presente en las muestras, se realizaron curvas 

de calibración de ambos cationes, empleando NaCl (rango de la curva = 0 a 20 ppm de Na+) y 

KCl (rango de la curva = 0 a 40 ppm de K+). Además, los niveles de cationes detectados en las 

plantas fueron estandarizados en función del peso seco del material empleado para el análisis. 

 

7.2.2.2. Determinación de cloruros 

Cada planta se separó en vástago y raíz y el material se secó en estufa a 70 °C. El material 

seco fue molido en un molinillo y se determinó el contenido de cloruros en hojas y raíces. Para 

ello, 12,5 mg de muestra molida fueron colocados en un tubo de 15 ml. A cada tubo se agregó 

0,5 ml de solución extractora. El tubo fue tapado e incubado a temperatura ambiente durante 

15 min. El volumen se enrasó a 5 ml con agua MiliQ® y la mezcla se agitó utilizando un vortex. 

Se tomaron 1,5 ml y se trasvasaron a un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml. El material se 

centrifugó durante 5 min a 10.000 rpm. 

Para hacer las determinaciones, se trabajó con 320 µl de sobrenadante en el caso de muestras 

correspondientes a controles, o de 50 µl en el caso de muestras correspondientes a 

tratamientos salinos. En este último caso, los 50 µl de muestra fueron diluidos hasta un 

volumen final de 320 µl con solución extractora. En todos los casos se agregó luego 1 ml de 

reactivo color. Posteriormente se midió la absorbancia a 450 nm en un espectrofotómetro 

(Hitachi U-1100). La concentración de cloruro en las muestras fue calculada a partir de una 

curva de calibración hecha con un patrón de KCl (0, 5, 10, 15, 20 ppm).  

 

Solución extractora:  

25 ml de peróxido de hidrogeno 30% 

25 ml de HNO3 concentrado 

25 gotas de alcohol isoamílico 

Enrasar a 250 ml con agua MiliQ® 

 

 

Reactivo de color: 
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15 ml de tiocianato de Hg (4,17 gr/L metanol) 

15 ml de (NO3)3Fe (202 g/L agua MiliQ® +21 ml HNO3 concentrado) 

50 µl de polietilenglicol dodecil éter (Brij 35®) al 4%  en agua destilada 

Ajustar el volumen a 100 ml con agua MiliQ® 

 

7.2.2.3. Análisis elemental. 

El material vegetal seco fue separado en raíz y hojas, molido y enviado al INGEIS (Instituto de 

Geocronología y Geología Isotópica) donde se determinaron analíticamente los macro y 

micronutrientes según se describe a continuación: 

- N: Kjeldahl. 

- P, S y B: ICP (espectrometría de masa, del ingles “Inductively Coupled Plasma”). 

- Ca, Mg, Na, K, Fe, Cu, Mn y Zn: AA (Espectrometría de Absorción Atómica) 

Estas metodologías se realizaron según lo descripto en Benton & Case, 1990. 

 

7.2.2.4. Determinación de prolina 

Cada planta se separó en vástago y raíz, luego de lo cual se congeló el material en nitrógeno 

líquido y se molió en mortero. El material pulverizado fue utilizado para la cuantificación de 

prolina, empleando el método colorimétrico de la ninhidrina (Troll & Lindsley, 1955) con 

modificaciones de Magne & Larher (1992). En un tubo de microcentrífuga de 1,5 ml se 

colocaron 50 mg de tejido molido y se agregó 0,2 ml de agua. El tubo se agitó vigorosamente y 

se incubó durante 30 min a 100ºC. La mezcla resultante se centrifugó durante 10 min a 14.000 

rpm. Se transfirieron 100 l del sobrenadante a otro tubo, al cual se le agregó 0,1 ml de buffer 

citrato de sodio (0,2 M pH 4,6) y 0,4 ml de ninhidrina 1% (p/v) en ácido-acético al 60%. Luego 

de incubar durante 45 min a 100ºC y enfriar hasta temperatura ambiente, se agregó 0,8 ml de 

tolueno. Tras agitar en vortex durante 15 seg y centrifugar 5 min a 12.000 rpm, se recuperó la 

fase orgánica y se leyó su absorbancia a 520 nm en un espectrofotómetro (Hitachi U-1100). La 

concentración de prolina en las muestras fue calculada a partir de una curva de calibración 

hecha con un patrón de dicho compuesto (0, 10, 20, 30, 40, 50 y 100 nmol de prolina). 

 

7.2.3. Arquitectura radical 

Los parámetros del sistema radical que se consideraron para realizar el análisis morfológico y 

topológico de dicho órgano fueron tres: A) la longitud total de raíz; B) la longitud de links (o 

conectores) internos y externos y C) el número de links internos y externos (Figura 2.3.A en 

Capitulo 2). 

A partir de la medición de estos parámetros morfológicos se pudo calcular: 

a- la frecuencia total de ramificación radical (número de ápices radical/centímetro de longitud 

radical) 
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b- longitud específica de la raíz (longitud total de la raíz/gramo de peso fresco de la raíz) 

c- la contribución hecha por cada tipo de raíz a la longitud total de raíz. 

Asimismo, se determinaron algunos de los parámetros propuestos por Fitter (1987) para 

caracterizar la topología radical, a saber: 

i- magnitud (μ), que es el número de links externos 

ii- altitud (a), que es el número de links dentro de la ramificación más larga o raíz principal 

desde la base o corona hasta el link externo 

iii- longitud de la trayectoria total externa (Pe), que es la suma del número de links en todas las 

trayectorias posibles desde todos los links externos hasta la base o corona. 

Basados en estos parámetros, fueron utilizados dos índices topológicos para estimar la 

tendencia de la arquitectura del sistema radical hacia una de los dos extremos de estructura 

topológica, patrón espina de pez o dicotómico (Figura 2.3.C en Capítulo 2). 

Estos índices fueron: 

- índice topológico (IT) = log a/log μ (Fitter, 1991) 

- tendencia topológica (TT; Trencia, 1995), cuyos valores oscilan entre 1, para el patrón espina 

de pez, y 0, para el patrón dicotómico. La expresión matemática de este índice es la siguiente: 

TT = [Pe0–Pe(min)]/[Pe(max)–Pe(min)] 

donde, Pe0 es la longitud de la trayectoria total externa observada y, Pe(min) y Pe(max) son los 

posibles valores mínimo y máximo de la longitud de la trayectoria total externa, 

respectivamente. Fitter (1987) propuso las siguientes fórmulas para la evaluación de estos 

valores extremos: 

- Pe(max) = 1/2 (a2max + 3amax – 2) y 

- Pe(min)=µ(amin+1)-2amin – 1 

donde, amax = µ (magnitud) y amin = [log2(µ – 1)]+2. 

 



CAPÍTULO V - SIMBIOSIS 

183. 
 

 

7.3. CAPÍTULO III: ANATOMÍA Y FISIOLOGÍA 

7.3.1. Anatomía 

7.3.3.1. Selección del material para procesar.  

Una vez organizado el material vegetal, se eligieron aquellos órganos que se habían 

desarrollado bajo la exposición a los tratamientos el suficiente tiempo para ser considerados 

como una respuesta adaptativa. Las partes de la planta seleccionadas se ilustran en la Figura 

7.3.  

Las muestras tomadas de las raíces, tallos y hojas de las plantas tratadas fueron fijadas en 

solución FAA (etanol 95% – ácido acético glacial – formaldehido 37 a 40% – agua; 50:5:10:35 

V/V). En el caso de raíces y tallos, las muestras fueron tomadas a dos niveles diferentes para 

analizar las diferencias estructurales entre los segmentos jóvenes y adultos de estos órganos. 

La zona de absorción de la raíz joven fue seleccionada bajo lupa tomando las zonas de los 

ápices con presencia de pelos absorbentes. Para examinar tallos y raíces adultos, los 

segmentos fueron elegidos a 5 y 6 mm sobre la región de transición hacia arriba y hacia abajo 

respectivamente. Para los tallos jóvenes, las muestras fueron tomadas por debajo del segundo 

nodo de la rama principal. Los foliolos fueron tomados cercano a la región media del raquis de 

la primer hoja bipinada.  

 

7.3.3.2. Obtención de preparados semi-permanentes de Epidermis. 

Para la obtención de preparados semi-permanentes de epidermis los foliolos seleccionados se 

incubaron en KOH 5% a 35ºC durante toda la noche con el fin de separar ambas epidermis del 

mesófilo. Luego se procedió a teñirlos con Safranina y con la ayuda de una lupa y de agujas de 

disección se separaron las epidermis del mesófilo. Las epidermis así procesadas se montaron 

en glicerina-agua. 

La caracterización de estomas y la determinación del IE (Índice Estomático) y la DE (Densidad 

Estomática) se realizó con ayuda de un microscopio óptico Zeiss en un campo de 400x. El IE 

se calculó mediante la siguiente fórmula: 

 

IE = (NE *100)/(CE + NE) 

Donde, NE es el Número de Estomas por campo de observación y CE es el número de Células 

Epidérmicas típicas en el campo de observación.  

La DE se obtuvo contando el número de estomas en un área de 4,3747 mm2 equivalente al 

diámetro del campo observado.  
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7.3.3.3. Obtención de preparados permanentes de cortes histológicos de los diferentes 

tejidos. 

Los materiales fueron deshidratados en series de etanol graduadas (Tabla 7.3.). El xilol fue 

usado como fluido de transición para la inclusión en parafina. Se utilizó una parafina mejorada 

disponible comercialmente denominada HistowaxTM (altamente purificada y aditivada con 

polímeros). Esta parafina posee una baja temperatura de fusión (Tf entre los 56 y 58°C) lo que 

reduce el daño a los tejidos por calores extremos. 

Una vez incluida en parafina, se procedió al montado de los tacos y su posterior corte con 

micrótomo rotativo Minot, obteniéndose series de sección transversal de 10 μm de espesor. 

Las secciones fueron montadas sobre portaobjetos con agua, y teñidas con la triple coloración 

con hematoxilina, safranina O y Fast Green FCF descripta por Johansen (1940) y montadas 

con DPX® (sintético).  

Tabla 7.3. | Etapas de deshidratación, aclaración, impregnación e inclusión de muestras. 

Etapas Soluciones 
Tiempo de 
exposición 

Temperatura 

Deshidratación 

Alcohol 70º 4 – 6 h TA 

Alcohol 80º 4 – 6 h TA 

Alcohol 90º 4 – 6 h TA 

Alcohol 96º 2 – 3 días TA 

Alcohol 100º 2 h TA 

Aclaración 

Alcohol 100ºC : Xilol  3:1 (v/v) 2 h TA 

Alcohol 100ºC : Xilol  1:1 (v/v) 2 h TA 

Alcohol 100ºC : Xilol  1:3 (v/v) 2 h TA 

Xilol puro 8 h TA 

Impregnación 
Xilol puro : HistowaxTM  3:1 (v/v) 3 h 56°C 

Xilol puro : HistowaxTM  1:1 (v/v) 3 h 56°C 

Xilol puro : HistowaxTM  1:3 (v/v) 3 h 56°C 

Inclusión Xilol puro 24 h 56°C 

Xilol puro 12 h 56°C 

Sigla: TA, Temperatura ambiente. 

 

7.3.3.4. Toma y análisis de imágenes 

Las imágenes de microscopía óptica fueron adquiridas utilizando un microscopio óptico (Zeiss 

Axioplan, Zeiss, Oberkochen, Alemania) sobre la cual se adaptó una cámara fotográfica digital 

integrada a una computadora, la cual dispone de un programa de análisis de imágenes 

(ImagePro®). 
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Figura 7.3. | Esquema de zonas de corte. 
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7.3.2. Fisiología 

Para la determinación de la superficie foliar se empleó un medidor de área foliar portable (LiCor 

3000, Nebraska, USA).  

 

7.3.2.1. Tasa fotosintética, transpiración y conductancia estomática 

La determinación de la tasa fotosintética, transpiración y conductancia estomática (CE) se 

realizaron con un equipo portátil de evaluación de fotosíntesis (LiCor 6400, Nebraska, USA), 

suministrándose 350 ppm de CO2 en el momento de la medición. Se realizaron curvas de 

actividad fotosintética en función de la concentración de CO2 y de la radiación 

fotosintéticamente activa (PAR) incidente. La tasa fotosintética se determinó en simultáneo por 

fijación de CO2 y fluorescencia. 

Para la determinación del potencial agua foliar (w) se utilizó un psicrómetro/higrómetro 

equipado con un microvoltímetro HR 33T (Wescor Inc., Logan, UT) y haciendo uso de una 

termocupla L-51 emplazada en forma permanente. 

Asimismo, estas determinaciones fueron validadas utilizando una Bomba de Scholander PMS 

1000 (Delta-T Devices, UK). El potencial agua del suelo se determinó a través del empleo de 

termocuplas PST-55-30-SF emplazadas en el suelo de manera permanente. De manera 

simultánea con la lectura se registró la temperatura del suelo. El potencial osmótico (
100) se 

determinó a 25 ºC con una termocupla C-52. El ajuste osmótico se calculó por diferencia de 


100 entre el tratamiento sujeto a evaluación y el control (agua bi-destilada). Las 

determinaciones se realizaron antes del amanecer y al mediodía. 

 

7.3.2.2. Determinación de clorofilas y carotenoides 

Cada planta fue separada en vástago y raíz, determinándose el contenido de clorofila y 

carotenos a partir de material fresco. El material fue congelado en nitrógeno líquido y molido en 

mortero. La determinación se realizó de acuerdo al método descripto por Lichtenthaler et al, 

(1987). Para ello, 40 mg de material molido fueron mezclados con 3 ml de acetona, agitándose 

la mezcla durante 24 h a 4 ºC en oscuridad. Luego de centrifugar 5 min  a 5.000 rpm, se extrajo 

el sobrenadante y se midió la absorbancia a 470, 647 y 663 nm, empleando un 

espectrofotómetro (Hitachi U-1100). Para calcular la concentración de pigmentos presentes en 

el extracto, se aplicaron las siguientes ecuaciones: 

Clorofila a= 11,24 x Abs 663 - 2,04 x Abs 647 

Clorofila b= 20,13 x Abs 647 - 4,19 x Abs 663 

Carotenoides = 1.000 x Abs 470 – (1,9 x Clorofila a - 63,14 x Clorofila b)/214 
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7.4. GENÉTICA 

Para la realización de los experimentos de este capítulo se empleó el mismo sistema 

experimental descripto en la Sección 7.1. La única diferencia fue a nivel de tratamientos, 

donde solamente se ensayaron el estrés alcalino (mediante el agregado de 10mM de NaHCO3 

a la solución de riego base) y un control sin agregado de sales (Cartmil et al, 2007a,b; Valdéz-

Aguilar & Reed, 2007). Estos ensayos se realizaron con un diseño completamente aleatorizado 

(DCA) con 40 repeticiones por tratamiento. Las muestras de tejido radical y foliar se tomaron a 

dos tiempos; un tiempo inicial (Ti) a la semana de aplicado el tratamiento, y un tiempo final (Tf) 

a las tres semanas de aplicado el tratamiento (Figura 7.2). 

 

7.4.1. Elección de Tejidos y tiempos de cosecha. 

Para seguir adelante con la obtención de la librería substractiva, una vez obtenido el ARN de 

cada tiempo se juntaron en una sola muestra que fue procesada para la SSH. 

 

7.4.2. Extracción de ARN 

El ARN total fue extraído de tejidos foliares y radicales de plantas de L. tenuis expuestas a 

condiciones de alcalinidad (condición problema) y de plantas no sometidas a dicho estrés 

(condición control) en cada uno de los dos tiempos antedichos. Se utilizó el reactivo Trizol® 

para la purificación del ARN según el protocolo recomendado por el proveedor. Para verificar la 

integridad del ARN se realizó una electroforesis en gel de agarosa desnaturalizante al 1%. La 

calidad del ARN se analizó espectrofotométricamente determinando la relación de la lectura de 

absorbancia A260/ A280 (>1,8). Para determinar la concentración se utilizó la lectura de 

absorbancia a A260. 

 

7.4.3. Síntesis, amplificación y purificación de la población de cDNA. 

Para la síntesis del ADNc se utilizó el Kit Super SMARTTM PCR cDNA Synthesis (Clontech). 

Este Kit permite la obtención de ADNc de alta calidad a partir de concentraciones de ARN muy 

pequeñas. 

Para poder sintetizar la primera hebra de ADNc, las muestras de ARN se cuantificaron y se 

homogeneizaron sus concentraciones. Además en este punto se combinaron las muestras 

correspondientes a los dos tiempos de cada tratamiento y tejido vegetal. De esta manera, se 

empleó 1μg de ARN total de cada condición mezclando ambos tiempos experimentales (12 

días y 30 días) como “molde” para sintetizar el ADNc. Para purificar la población de ADNc de 

primera cadena se empleó el Nucleo Spin Extraction II Kit (Macherey-Nigel) y las columnas 

CHROMA-SPIN 1000 después de la síntesis de la segunda cadena. 
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7.4.4. Sustracción génica 

Para llevar a cabo los experimentos de sustracción génica, se utilizó el kit Suppression 

Subtractive Hybridization (SSH), cDNA SubtractionTM (Clontech), basado en el método de la 

hibridación supresora-sustractiva (Diatchenko et al, 1996, Gurskaya et al, 1996). Este método 

permite detectar secuencias de expresión diferencial entre dos condiciones experimentales 

diferentes. Aunque existen diferentes variaciones de este método, sus fundamentos de base 

son los mismos: la población de ARNm que contiene las secuencias de interés denominado 

“Tester”, y la muestra de referencia denominada “Driver”, se hibridan, generando una población 

heterogénea de moléculas de ADN, tanto mono-cadena como bi-cadena. Los fragmentos del 

ADN “Tester” que no hibridan, contienen genes potencialmente presentes en el “Tester” y no en 

el “Driver”. 

Los experimentos de sustracción génica se realizaron según las indicaciones de la casa 

comercial. Primero se realizó el aislamiento del ARN de las dos poblaciones a analizar. 

Seguidamente, se digirió con la enzima de restricción Rsal que genera extremos romos. Tras el 

agregado de fenol para precipitar las muestras, el ADN “Tester” se dividió en dos porciones, y 

cada una se ligó a uno de los dos adaptadores diferentes provistos en el kit (1 y 2R 

respectivamente) (Figura 7.4.A). Estos adaptadores presentan extremos 5´ desfosforilados, por 

lo que sólo una cadena de cada adaptador se une al extremo 5´ del ADN. A partir de aquí, se 

realizaron dos hibridaciones. En la primera, se añadió un exceso de “Driver” a cada una de las 

ligaciones adaptador-“Tester”, se desnaturalizaron por calor y se dejaron re-naturalizar, 

generando de este modo 4 tipos de moléculas (Figura 7.4.B): mono-cadenas “Tester” (a), bi-

cadenas “Tester” (b), bi-cadenas “Tester-Driver” (c), mono-cadenas y bi-cadenas “Driver” (d). 

Durante la segunda hibridación, las dos reacciones de hibridación anteriores se mezclaron sin 

desnaturalizarse, con el fin de que las mono-cadenas “Tester” (tipo a) se re-asociaran y 

formaran nuevos híbridos; bi-cadenas de secuencias únicas del “Tester” con extremos 

diferentes, que corresponden a las secuencias de los adaptadores 1 y 2R (e) (Figura 7.4.C), (e 

corresponde a la bi-cadena marcada con una estrella verde). Nuevamente, se añadió ADN 

“Driver” desnaturalizado, y sin desnaturalizar la mezcla de sustracción, para enriquecer la 

fracción de moléculas e. 

Una vez obtenida la fracción de moléculas de tipo e, la población total de moléculas se utilizó 

como “molde” para una PCR con un solo tipo de cebador, P1, específico de una región de 

ambos adaptadores (Figura 7.4.D). Seguidamente, se realizó una PCR anidada a partir de la 

primera reacción de PCR, en la que se utilizaron dos nuevos cebadores, esta vez específicos 

de cada adaptador (NP1 Del adaptador 1 y NP2R del adaptador 2R), ambos de localización 

interna respecto a la situación del cebador P1. Para la realización de estas amplificaciones se 

utilizó la enzima Advantage polymerase 2 de Clontech, siguiendo las instrucciones indicadas 

por la casa comercial para la obtención de la mezcla de reacción.  
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Figura 7.4. | Esquema de la PCR de Hibridación Sustractiva y Supresora. A: Ligación de adaptadores, 
B: Primera hibridación, C: Segunda hibridación, D: Resultado de la amplificación por PCR 

 

7.4.5. Clonación de secuencias de expresión diferencial 

El plásmido empleado para la clonación de los fragmentos aislados de la SSH, fue el TOPO 

PCR4. Este plásmido bacteriano es autoreplicativo, con un tamaño de 3,9 Kb, empleado para 

clonar, secuenciar y expresar genes heterólogos. Contiene los genes que confieren resistencia 

a kanamicina y ampicilina, el gen letal ccdB de E.coli fusionado al fragmento C-terminal del gen 

de la β-galactosidasa (LacZα) y un sitio de clonación múltiple. La ligación del producto de PCR 

interrumpe la expresión de la fusión ccdB-LacZα permitiendo así el crecimiento exclusivo de los 

clones recombinantes mientras que los clones con ausencia de inserto mueren por la 

transcripción del gen letal ccdB (Invitrogen®, USA). De esta manera, el barrido de colonias 

azules/blanco no es requerido. 

Los productos obtenidos de la segunda PCR fueron clonados en el vector TOPO pCR4 de 

Invitrogen ® y la ligación resultante fue utilizada para transformar células electrocompetentes 

de E. coli Top-10. Estas células transformadas fueron sembradas en cajas de Petri con medio 
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LB y kanamicina como antibiótico de selección y se incubaron toda la noche a 37° C. Las 

colonias transformantes fueron cultivadas individualmente en medio LB líquido con kanamicina, 

con agitación a 37°C toda la noche.  

El ADN plasmídico fue obtenido por el Método de Birnboim modificado (Kotchoni, 2003). La 

presencia de insertos y el tamaño de los mismos fueron determinados por análisis de 

restricción con la enzima EcoRI. Para secuenciar, se seleccionaron los clones que presentaban 

insertos mayores a 450 pb. 

 

7.4.6. Secuenciación del ADN plasmídico. 

Los productos clonados fueron secuenciados siguiendo la técnica descripta por Sanger et al, 

(1977). Como ADN “molde” se utilizó cada plásmido y como oligonucleótidos se emplearon el 

iniciador universal de M13 y el reverso. La secuenciación fue realizada en el Laboratorio 

Nacional de Genómica para la Biodiversidad del CINVESTAV (Centro de Investigación y de 

Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional – Irapuato, México). 

 

7.4.7. Análisis “in silico” para la identificación de genes expresados bajo 

condiciones de alcalinidad 

Los ESTs obtenidos por secuenciación de cada una de las genotecas de cDNA obtenidas a 

partir de plantas cultivadas en condiciones de estrés, fueron analizados para determinar la 

calidad de la secuencia y eliminar las del vector empleando el programa DNAstar (Madison, 

WI). Posteriormente, se identificaron los unigenes (secuencias consenso iniciales) mediante el 

ensamblaje de ESTs, empleando el programa SeqMan (DNAstar). Una vez identificados los 

unigenes, se les asignó una posible función por comparación con la base de datos del NCBI 

(ADN y proteínas) mediante el programa BLASTX (www.ncbi.nlm.nih.gov; 

http://www.expasy.ch/) tomando en cuenta la homología de secuencia y el porcentaje de 

similitud.  

 

 

7.4.7.1. Depuración de las secuencias de ESTs. 

Cada una de las secuencias nucleotídicas obtenidas fue analizada para determinar su calidad, 

empleando el programa Chromas versión 2.33 (Technelysium Pty Ltd). Este programa permite 

interpretar el archivo cromatográfico de formato .abi o .scf procedente del instrumento de 

secuenciación y proporciona la secuencia nucleotídica respectiva (más las puntuaciones de 

calidad [quality values] asociadas a la lectura). De esta manera es posible determinar la calidad 

y longitud de la secuencia y transformar su formato para su posterior edición. En este punto, 



CAPÍTULO V - SIMBIOSIS 

191. 
 

todas aquellas secuencias que presentaron cromatogramas con una línea de base muy alta 

(secuencias muy contaminadas) o que poseían muchas bases no identificadas, ya sea como 

consecuencia de errores de secuenciación o contaminaciones) fueron descartadas.  

Posteriormente se realizó la depuración de las secuencias, eliminando las partes de las mismas 

correspondientes al vector de clonado por medio de la herramienta VecScreen disponible on 

line en la página web del National Center for Biotechnology Information (NCBI, 

www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/VecScreen.html). Este programa es un sistema de 

identificación rápida de segmentos de una secuencia nucleotídica que podría pertenecer al 

origen del vector. Adicionalmente se buscaron las secuencias correspondientes al sitio de 

restricción de EcoRI (gaattc), enzima empleada para el clonado de los ESTs. Para ello se 

empleó el programa Edit Seq (DNAStar Inc.). De este modo se identificaron los bordes del 

vector que lindan con la secuencia del EST. 

 

7.4.7.2. Determinación de las secuencias únicas (contigs) 

Un contig (de contiguo) es un conjunto se segmentos de ADN que se solapan y que derivan de 

la misma fuente genética. En el caso de las secuencias utilizadas en este trabajo, los 

segmentos de ADN representan los ESTs derivados de la biblioteca sustractiva. La integración 

de ESTs para obtener contigs permite deducir la secuencia de ADN original. El ensamblaje de 

estas secuencias en contigs fue realizado con el módulo SEQMAN del programa DNAStar 

LASERGENE V.7.  

 

7.4.7.3. Clasificación funcional de los ESTs y realización de análisis comparativos. 

Una vez identificados los unigenes (contigs), se les asignó una posible función por comparación 

con la base de datos del NCBI (BLASTn) mediante el programa BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov; 

http://www.expasy.ch/) tomando en cuenta valores bioinformáticos que indiquen significancia de 

similitud (Score > 200 y Valor-e >10-5) y porcentaje de identidad. También se utilizó el programa 

BLAST para comparar las secuencias completas de los genes con las secuencias existentes en 

la base de datos del genoma de Lotus japonicus (www.kazusa.or.jp/lotus/). Los unigenes 

fueron agrupados en diferentes categorías funcionales según su función biológica. 

7.5. SIMBIOSIS 

 

7.5.1. Cepas Bacterianas 

Se utilizaron tres cepas de rizobios simbiontes de L. tenuis: 

 • Cepa B-733, aislada de nódulos de plantas de L. tenuis presentes en un suelo alcalino 

hidromórfico de la Pampa Deprimida. La cepa fue seleccionada bajo condiciones de 
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invernáculo por su contribución a la producción de materia seca y fijación de nitrógeno por 

investigadores del Laboratorio de Microbiología de la Unidad Integrada UNMDO-INTA Balcarce 

(Picón et al, 1991). Fue cedida para este trabajo por la Ing. Ana Quadrelli, integrante del 

laboratorio mencionado. 

• Cepa LL-32 recomendada por el IMYZA-INTA Castelar (Instituto de Microbiología y 

Zoología Agrícola) y registrada en el ámbito nacional ante el SENASA como aquella aceptada 

para la formulación de inoculantes comerciales destinados a Lotus sp. Esta cepa fue otorgada 

por el Ing. Agr. Alejandro Perticari (IMYZA-INTA Castelar). 

• Cepa Mesorhizobium loti NZP2213 (Laguerre et al, 1997) utilizada como cepa tipo para 

la especie L. tenuis.  

 

7.5.2.- Medios y condiciones de cultivo bacteriano 

El medio de cultivo utilizado para el crecimiento de las cepas de rizobios fue el medio líquido 

YEM (Vincent, 1975), (Tabla 7.4). 

 

Tabla 7.4 | Medio de cultivo bacteriano YEM 

Componentes Cantidad (g/l) 

Manitol 5 

Extracto de levadura 1 

NaCl 0,1 

MgSO4 0,2 

K2HPO4 0,46 

KH2PO4 0,12 

Agua destilada c.s.p. 1 litro 

 

La solución de riego utilizada fue Evans y colaboradores (1970), (Tabla 4.3). Este es un medio 

nutritivo para plantas, libre de nitrógeno que permite estudiar la eficiencia simbiótica de cepas 

de rizobios en ensayos de interacción planta-bacteria. Para el tratamiento control, que no 

presentaba inoculación bacteriana, el medio de cultivo fue suplementado con 10 ppm de 

NH4NO3. 
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Tabla 7.5. | Solución de riego para plantas Evans (1970) 
Nutrientes Sol. Stock (g/L) 

Macronutriente  

K2SO4 27,880 

KH2PO4 2,300 

K2HPO4           14,500 

Ca SO4 10,330 

CaCl2 7,350 

Fe-Na-EDTA 0,667 

MgSO4 7H2O 49,280 

Micronutrientes  

Na2MoO4·4H2O 0,00420 

H3BO3 0,143 

CuSO4·5H2O 0,079 

ZnSO4·7H2O 0,022 

CoCl2·6H2O 0,012 

MnSO4·4H2O 0,069 

NH4NO3 2,860 

Para regar, se utiliza 1 ml/L de cada solución, excepto de la sal 
NH4NO3. Esta solo se agrega en el tratamiento sin inocular, 
utilizándose 10 ml/L de stock para una concentración final de 10 
ppm. 

 

7-5-3. Evaluación de la tolerancia a salinidad y alcalinidad de los rizobios bajo 

condiciones de vida libre. 

La tolerancia de las cepas de rizobios al estrés salino y alcalino se determinó mediante el 

crecimiento bacteriano en cultivos suplementados con diferentes concentraciones de NaCl y 

también en medios con distintos pHs.  

Salinidad 

Se prepararon placas de Petri con medio de cultivo YEM suplementado con distintas 

concentraciones de NaCl (50, 100 y 150 mM). Placas con medio de cultivo sin NaCl fueron 

usadas como control. Se realizaron diluciones decimales de los cultivos bacterianos desde una 

concentración de 10-1 hasta 10-7. Se sembraron alícuotas de 10 µl de cada una de las 

diluciones del cultivo bacteriano a una distancia que permitió analizar el crecimiento de las 

colonias de cada dilución. De esta manera, la tolerancia de una cepa se definió en función de la 

menor dilución del cultivo bacteriano que permitió visualizar colonias aisladas en el punto de 

siembra. En estas condiciones se comparó el crecimiento de colonias en el medio sin NaCl con 

el crecimiento en medio YEM suplementado con distintas concentraciones de NaCl. Se 
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consideró que una cepa fue tolerante a una determinada concentración de NaCl cuando hubo 

crecimiento similar al control sin NaCl. 

Alcalinidad 

Se evaluó el crecimiento de las colonias en placas de Petri con medio de cultivo YEM sólido en 

el rango de pH de 7 a 11. La tolerancia se evaluó de manera similar al ensayo de estrés salino 

pero en este caso el crecimiento bacteriano a distintos pHs se comparó con el crecimiento a pH 

7.  

 

7.5.4. Evaluación de eficiencia simbiótica bajo condiciones de estrés 

7.5.4.1. Diseño experimental 

Para los ensayos de eficiencia simbiótica se utilizó el mismo sistema experimental de tubos que 

el empleado en todos los experimentos realizados en este trabajo. En este caso, se empleó un 

diseño completamente aleatorizado (DCA) con un arreglo factorial 4x3, combinando 4 niveles 

del factor cepa bacteriana y 3 niveles del factor solución de riego, totalizando 12 tratamientos 

con 4 repeticiones por tratamiento (Tabla 7.6). En el experimento se incluyó un control negativo 

sin inocular (con el agregado de 20 ppm de nitrógeno) y un control positivo con la cepa de 

referencia para L. tenuis (NZP2213). 

 

Tabla 7.6. | Factores y niveles de ensayo de eficiencia simbiótica. 
Factor Cepa bacteriana Solución de riego 

Niveles 

B733 Control 

LL32 Alcalino 

NZP2213 Mixto salino-alcalino 

Control sin inocular  
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7.5.4.2. Producción de inoculante e inoculación. 

Las cepas B733, LL-32 y NZP2213 fueron cultivadas en medio YEM líquido con agitación a 200 

rpm con una temperatura de 30°C hasta fase exponencial de crecimiento (OD600~1). Una vez 

alcanzada la fase exponencial de crecimiento, los cultivos fueron centrifugados a 8.000 rpm por 

6 minutos. El precipitado de células se resuspendió en 400 µl de agua destilada estéril.  

La inoculación de las plántulas con los cultivos bacterianos se llevó a cabo luego del trasplante 

de las primeras a los tubos con arena. Para la inoculación, se utilizaron 50 µl de la suspensión 

bacteriana por planta. 

La aplicación de los tratamientos y las condiciones de cultivo de las plantas fueron similares a 

las del resto de los experimentos de este trabajo.  

 

7.5.4.3.- Variables analizadas 

Como variables respuesta se evaluaron: (a) biomasa del vástago y raíz de cada planta; (b) 

número de nódulos por planta y (c) biomasa de nódulos por planta. Complementariamente se 

evaluó la relación biomasa raíz:vástago. 

 

7.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Los resultados se expresan como la media de las repeticiones empleadas, con su respectiva 

desviación estándar. El número de repeticiones biológicas se detalla en cada determinación. 

Se realizó Análisis de Varianza (ANOVA) para determinar si se observaban diferencias 

significativas entre los tratamientos (α<0,05). En los casos que no se cumplieron los supuestos 

de normalidad u homogeneidad de varianza se procedió a transformar los datos con el fin 

corregir las desviaciones. El tipo de transformación y los valores medios de las 

transformaciones se indican en las tablas correspondientes. En los casos en que el ANOVA 

resultó significativo, se realizaron comparaciones de medias utilizando el Test de Tukey 

(α<0,05) y o Duncan (α<0,05) según las características de los resultados. El programa 

estadístico utilizado fue SAS (SAS Institute, Inc., 1997). 
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