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RESUMEN

El estrés salino representa un problema ambiental de amplia distribuciéon 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 area cultivada, cerca de 0,34 x 10° ha (23%) representa suelos salinos y otro 0,56 x 10°
ha (37%) son sddicos. La sodicidad esta dada mayoritariamente por sales como NaHCOs y
Na2CO3 que en solucion producen altas concentraciones de carbonato (COs32) y bicarbonato
(HCOy3'). Las consecuencias de esta alcalinizacion son la precipitacion de fésforo, hierro y
micronutrientes lo que repercute sobre la fisiologia de las plantas, produciendo clorosis,
inhibicién en el crecimiento y adaptaciones morfoldgicas. Este problema representa uno de
los principales factores limitantes en los suelos de La Pampa Deprimida (Provincia de
Buenos Aires), principal zona de cria ganadera del pais, 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
hidrohalomoérficos limitan la produccion de forraje y por ende la productividad de la regién,
sostenida sobre la base de praderas naturales e implantadas donde leguminosas

tradicionales como el trébol y la alfalfa no prosperan.

En este sentido, €s una especie herbacea, perenne, de porte postrado con elevado
potencial forrajero para la region. Su importancia radica en que esta especie, oriunda del
Mediterraneo, se ha propagado y naturalizado exitosamente en la Pampa Deprimida,
particularmente en los suelos hidrohalomérficos. Parte del éxito de esta especie radica en
su alta tolerancia a la salinidad y al anegamiento, asi 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 . Para ello, evaluamos bajo
condiciones de laboratorio los mecanismos de respuesta a nivel anatomico, fisioldgico,
morfoldgico y molecular en plantas de 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 plantulas de durante un mes en tubos de PVC de 8 cm de diametro por
20 cm altura con sustrato arena, irrigadas con un sistema automatico de riego por goteo que

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

De esta manera, observamos que bajo condiciones de alcalinidad las raices de las plantas
adoptan un patrén morfologico tendiente a maximizar la adquisicion de recursos del

sustrato, con una mayor asignacion de los recursos hacia el desarrollo de las raices,
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contrastando significativamente con el tratamiento salino donde se produjo una inhibicién
del sistema radical. También observamos variaciones en cuanto la homeostasis nutricional
bajo las diferentes condiciones de estrés, registrando una deficiencia de Zn?* bajo
condiciones de alcalinidad y de B, Mg?*, K* y Ca?* bajo condiciones de salinidad. El estrés
mixto presentd exhibié una combinaciéon de ambos tipos de estrés. Estos cambios a nivel
morfolégico también fueron acompafados por modificaciones a nivel anatdmico y fisiolégico
en el vastago y en las raices, que se vieron acompafadas por cambios adaptaciones a nivel
fisioldgico.

Por otro lado, con el fin de identificar genes de respuesta a estrés alcalino, construimos una
libreria de cDNA obtenida mediante la técnica de hibridacién supresiva y substractiva, tanto
de hoja como de raiz. De esta manera, identificamos genes candidatos de respuesta al
estrés alcalino que fueron clasificados en 11 grupos funcionales: 1) Metabolismo; 2)
Proteinas multifuncionales de acidos grasos; 3) Transcripcion; 4) Transporte y homeostasis
i6nica; 5) Transduccidon de sefiales; 6) Rescate celular y defensa; 7) Crecimiento y
desarrollo; 8) Destinacion Proteica; 9) No clasificados; 10) Funcién 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 proteinas
relacionadas con la absorcién de ciertos nutrientes. Esto sugiere que las mismas permiten a
la planta compensar la disminucion de la disponibilidad y/o de la capacidad de adquisicién

de los mismos, bajo una condicién de estrés alcalino.

Finalmente, estudiamos el efecto de la interaccion de la planta con diferentes cepas de su
par simbioético rizobiano, con el fin de identificar posibles respuestas adaptativas
relacionadas con esta asociacién. De esta manera, se evaluo el grado de tolerancia en
condiciones de vida libre de las cepas bajo condiciones de estrés salino y alcalino. Por otro
lado, se evalud la eficiencia simbidtica bajo condiciones de alcalinidad. En este sentido, se
observd que cepas mas tolerantes a la alcalinidad, y aisladas de suelos alcalinos,

presentaron mayor eficiencia simbiética bajo condiciones de estrés alcalino.

Estos resultados permiten comprender la respuesta adaptativa de para sobrellevar
los factores ambientales restrictivos, una vez que la alcalinidad provoca, entre otras cosas,

una disminucion en la disponibilidad de nutrientes y dificultad de la planta para asimilarlos.
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CAPITULO I - INTRODUCCION GENERAL

INTRODUCCION

La salinidad como factor abidtico limitante para la productividad

vegetal.

Los suelos afectados por sales constituyen un problema ambiental de amplia
distribucion a nivel mundial, que limita severamente la produccion agricola (Tester &
Davenport, 2003). Dichos suelos pueden clasificarse en dos grupos principales, con
diferentes propiedades fisico-quimicas y consecuencias para el desarrollo de las
plantas: los , que representan alrededor del 23% de la superficie de
tierra cultivada en todo el mundo (0,34 x 10° ha) y los / abarcan
alrededor del 37% de la misma (0,56 x 10° ha) (Tanji, 1990).

La mayor parte de las sales que afectan los suelos son de origen natural, resultantes
de la erosion 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 mas soluble y abundante. Los vientos ocedanicos y las lluvias también

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

Otra fuente de salinizacion de los suelos es la originada a partir de la actividad
humana, la cual es denominada genéricamente como salinizacién secundaria. En este
caso, la salinizacion se origina principalmente por actividades de sobrepastoreo,

deforestacion y métodos inadecuados de riego, entre otras causas.

El tipo de salinidad de un suelo depende de las caracteristicas de las sales que lo
afectan, y de las propiedades fisicoquimicas de sus componentes particulados.
Generalmente, las particulas coloidales del suelo son portadoras de cargas negativas,
atrayendo de esta manera cationes tales como Ca?", Mg?*, Na* y K* u éxidos de
aluminio cargados positivamente. De esta manera, en la proximidad inmediata de la
superficie cargada negativamente, hay una alta concentracién de cationes (regién ésta
denominada doble capa difusa, DCD), mientras que la concentraciéon anionica es
aproximadamente cero (Figura 1.1.). El equilibrio entre los iones de la DCD vy la
solucioén libre es dinamico. De esta manera, los iones de la solucién libre estan en un
rapido equilibrio de intercambio con los iones de la doble capa. Cuando la

2.



CAPITULO I - INTRODUCCION GENERAL

concentracién de la solucién disminuye, algunos iones de la DCD se movilizan a la
solucion libre, recuperandose de esta manera el equilibrio. De esta forma, los cationes
adsorbidos pueden ser desplazados por otras especies catidnicas. Este proceso
reversible ocurre normalmente entre las fases sélida y liquida del suelo y se llama
intercambio catidnico. Generalmente todas las especies catidnicas pueden
intercambiarse entre si de esta manera, pero el grado en que un catiébn puede

reemplazar a otro, depende de la fuerza de retencion del catién adsorbido.

COLOIDE DOBLE CAPA DIFUSA

Capa de

Helmholtz Capa difusa

o T Pa Pram

Figura 1.1. | Distribucién de los iones alrededor de los coloides del suelo. La
mayoria de las particulas coloidales del suelo poseen sus superficies cargadas
electrostaticamente. Existen diversos modelos que explican la adsorcion de los iones a
los coloides, siendo los mas conocidos los modelos de Chapman — Guoy y de Stern. El
primero considera que hay una capa eléctrica negativa y rigida en la superficie de los
coloides, la cual esta 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 estan separadas entre si por un plano
que define una capa interna rigida (capa de Helmholtz) y una capa externa difusa de
iones. Segun Fassbender (1982), el espesor de la DCD depende primordialmente de la
carga de los iones involucrados y de la concentracion de la solucion del suelo. Cuanto
mayor sea la carga de los iones, menor sera el espesor de la DCD y, mientras menor
sea la concentracion de la solucién del suelo, mas densa sera la DCD. El espesor de
la DCD define la distancia hasta la cual actuan las fuerzas de retencion del coloide
sobre los iones del suelo, estableciéndose asi el espacio que tiene el suelo para
acumular los iones intercambiables; aquellos iones que quedan por fuera de la DCD
constituyen la solucion externa o solucion del suelo y son los que estan 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 floculacién y la
dispersién de coloides y por tanto en la estructura del mismo; ademas, afecta el pH y el
comportamiento de su fertilidad (Adaptado de Fassbender, 1982).



CAPITULO I - INTRODUCCION GENERAL

La salinidad es la acumulaciéon de sales solubles en el suelo, o sea, las sales disueltas
en la solucion del suelo. Esta dada por la presencia de una fuente de sales y por
condiciones ambientales que determinan que los procesos de acumulacién
predominen sobre aquellos de eliminacién de las mismas (Drab, 1981). Normalmente
la salinidad de un suelo se mide a partir del extracto acuoso del mismo mediante la
determinacién de la conductividad eléctrica (CE), y se expresa en mmhos-cm™’,
resultando la inversa de la resistencia eléctrica. Este valor refleja la cantidad de sales
disueltas en la solucion de suelo (Figura 1.1.). Cuanto mas alta es la concentracién de
sales de un extracto de suelo, mas elevada es su conductividad eléctrica. Los suelos
afectados por salinidad normalmente muestran valores de CE de 2 a 20 dS m™ en sus
extractos (Tabla 1.1). Las principales sales involucradas en este proceso son los
aniones Cl y SO4* (especialmente en sus formas sddicas), y en menor medida los

aniones CO3 y HCO3 (como sales de Ca*? y Mg*?).

La sodificacion, por su parte, se inicia con un aumento en el contenido relativo de Na*
en la solucién del suelo con relacion a los niveles de otros cationes como Ca*? y Mg*?,
lo que determina un incremento relativo de este i6n en el complejo de intercambio
cationico. 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 dispersion y
desestructuracién del suelo. Genralmente se admite que para que el Na* altere la
estructura del suelo en forma negativa, el porcentaje de este cation de intercambio
(ESP, del inglés %) 0 ) debe superar el valor critico 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 esta provocada por sales
como NaHCO3 y Na;COs, el suelo presenta ademas problemas de alcalinidad. En este
caso, las arcillas saturadas con sodio, en presencia de agua de lluvia y CO- disuelto se
hidrolizan liberando Na* y OH" a la solucion del suelo, incrementando asi su valor de

pH a valores superiores a 8.

Para mayores detalles acerca de la descripcion de estas definiciones, ver Tabla 1.1.



CAPITULO I - INTRODUCCION GENERAL

Tabla 1.1 | Definicion de suelos salinos y sédicos. Clasificados de acuerdo con el Laboratorio de
Salinidad USDA (USSL, 2005). (Adaptado de Munns, 2005)

Efecto sobre el

Término Definicion Descripcion crecimiento de la Comentario
planta
Salinidad Los suelos salinos Esta definicion de El crecimiento de La CE es la conductividad
poseen una alta salinidad deriva de una las plantas se ve eléctrica del extracto de
concentracion de sales  alta CE, lo cual reduce inhibido por los suelo, y refleja la
solubles. Se definen los rendimientos de los componentes concentracion de sales en
como tales cuando su principales cultivos de osmotico e idnico  suelos saturados. Se
CEes=4dSm™. interés agronémico. Sin que considera que una
embargo, muchos caracteristicos del  conductividad igual a 4
cultivos son muy estrés salino. dS'm™ es equivalente a
sensibles, yyaa CE <4 40 mM de NaCl.
dS m™ se ven afectados
significativamente.
Sodicidad Los suelos sédicos Esta definicion de La falta de A altas ESP, las

poseen bajas
concentraciones de

sodicidad deriva del
contenido de Na* en el

estructura del
suelo inhibe el

particulas de arcilla se
separan. El suelo drena

sales solubles, peroun  complejo de crecimiento de las  pobremente y se inunda
alto porcentaje de iones intercambio, el cual raices. cuando hay exceso de
Na* en el complejo de provoca la precipitaciones. También

intercambio (ESP >
15%).

desestructuracion de las
arcillas del suelo debido
al desplazamiento por el
Na* de cationes
divalentes unidos a las
cargas negativas de las
particulas de arcilla.

Los suelos alcalinos El alto valor de pH es El elevado pH
son un tipo de suelo debido afecta la

sédico con un elevado fundamentalmente a la solubilidad de
pH. SE caracterizan por  presencia de macro y

tenerun ESP 215y un  carbonatos. micronutrientes y
pH de 8,5 -10. por ello, la

disponibilidad de
los mismos para
las plantas
(Figura 1.2.)

adquiere una
consistencia dura cuando
se seca.
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