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RESUMEN: Coursetia hassleri es una leguminosa nativa promisoria como forrajera para zonas
marginales del NOA donde la salinidad es una de las principales limitantes. El objetivo del trabajo fue
poner a prueba la hipotesis que C. hassleri se ajusta osmoéticamente, mediante la sintesis de azlcares
solubles y prolina. Se cultivaron hidroponicamente plantulas de 10 dias de edad, en solucidon nutritiva de
Hoagland al 25%, en condiciones de campo. Luego de 50 dias, se adicionaron pulsos salinos de 10 mM
de Na,SO,, cada 48 h hasta lograr concentraciones de 20, 40 y 60 mM. Veinte dias después de alcanzada
la concentracion final, se determind el contenido relativo de agua (CRA) y se cuantificaron las
concentraciones de azucares solubles y prolina. Se utilizd un disefio experimental completamente
aleatorizado con 4 repeticiones y los resultados se analizaron con ANOVA vy test de Tukey. El CRA se
mantuvo constante en todos los tratamientos salinos, indicando que la especie se ajusta osmoticamente.
La concentracion de azicares solubles se mantuvo constante en todos los tratamientos, mientras que la de
prolina se incrementd mas de 300% con respecto al control para la mayor concentracién salina. Se
concluye que C. hassleri realiza ajuste osmotico, mediante la sintesis de prolina.

ABSTRACT: Coursetia hassleri is a native legume promising as a forage for marginal areas of the NOA
where salinity is one of the main constraints. The objective of the work was to test the hypothesis that C.
hassleri adjusts osmotically, through the synthesis of soluble sugars and proline. A series of 10-day-old
seedlings were hydroponically grown in 25% Hoagland nutrient solution under field conditions. After 50
days, saline pulses of 10 mM Na,SO, were added, every 48 hours until reaching concentrations of 20, 40
and 60 mM. Twenty days after the final concentration was reached, the relative water content (CRA) was
determined and the concentrations of soluble sugars and proline were quantified. A completely
randomized experimental design with 4 replicates was used, and the results were analyzed with ANOVA
and Tukey test. The CRA remained constant in all saline treatments, indicating that this species was
osmotically adjusted. The concentration of soluble sugars remained constant in all treatments, while the
concentration of proline increased more than 300% with respect to the control, in the highest saline
concentration. It is concluded that C. hassleri performs osmotic adjustment, through the synthesis of
proline.

Palabras claves: Ajuste osmético - Coursetia hassleri - estrés salino - forrajera.

Keywords: Osmotic adjustment - Coursetia hassleri - salt stress - forage.

1 INTRODUCCION uno de los estreses mas importantes a nivel

Las condiciones de estrés abiotico causan grandes mundial.

pérdidas para la produccion agricola en todo el En Argentina, hay aproximadamente 34 000 000

mundo (Bray et al., 2000). La salinidad edafica es ha bajo condiciones de exceso de sal, teniendo en
131

ISSN: 1853-6662 Numero 5, Ao 2020, FACET - UNT



cuenta s6lo ambientes humedos y zonas de
regadio. Este problema es mas relevante en las
regiones aridas y semiaridas, donde las
precipitaciones escasas y la alta demanda de
evaporacion causada por las altas temperaturas
del aire y la baja humedad relativa, contribuyen
intensamente a la salinizacién del suelo. Esta
situacion representa condiciones ecologicas
extremas que reducen drasticamente la
productividad de los cultivos (Viégas et al., 2001;
Reinoso et al., 2004).

En Santiago del Estero, la salinizacion ha
ocurrido no so6lo en areas bajo riego sino también
en areas no regadas donde se ha producido un
proceso de acumulacion de sales en el perfil
(Prieto et al., 2007).

Entre las leguminosas nativas promisorias como
forrajeras para la region chaquefia se menciona a
Coursetia  hassleri (anteriormente  Coursetia
caribaea) (Burkart, 1943; Atala et al., 2008;
Frasinelli et al., 2010). Se encuentra distribuida
en zonas marginales donde la salinizacion de los
suelos es frecuente, en el estrato arbustivo de los
sistemas silvopastoriles, principalmente en los
sitios mas sombreados

El hecho de que, en condiciones salinas, la
disponibilidad de agua para las plantas disminuye
y éstas se vean obligadas a vivir en condiciones
de sequia fisiologica, ha motivado el desarrollo de
numerosas  investigaciones encaminadas a
dilucidar el efecto de la salinidad en sus
relaciones hidricas (Gonzalez, 2001).

Los efectos adversos de la salinidad sobre el
crecimiento vegetal estdn asociados a la
disminucion del potencial hidrico del suelo, la
toxicidad de los iones, el desbalance nutricional,
0 una combinacion de estos factores (Munns y
Tester, 2008).

Algunas plantas pueden mitigar estas condiciones
desfavorables produciendo ajuste osmotico, que
consiste en la acumulacion de solutos
osmocompatibles, que contribuyen a disminuir el
potencial hidrico celular y mantener la turgencia.
Estos solutos incluyen carbohidratos, acidos
organicos, aminoacidos, glicinabetaina, entre
otros (Ashraf y Foolad, 2007); sin embargo,
existe escasa informacion sobre el
comportamiento fisiologico de esta especie.

El objetivo del trabajo fue poner a prueba la
hipotesis que C. hassleri se ajusta osméticamente,
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mediante la sintesis de azucares solubles y
prolina.

2 MATERIALES Y METODOS

Para obtener las plantulas que fueron colocadas
en el sistema de hidroponia, se colocaron a
germinar en rollos de papel semillas de C.
hassleri previamente escarificadas con acido
sulfurico concentrado 98% (Toselli et al., 2017).
Las mismas fueron colocadas en cémara de
germinacion a 25 °C durante 10 dias.

Para los ensayos de hidroponia se acondicionaron
macetas de 5 litros con tapas de telgopor
perforadas, con solucion de Hoagland al 50 %
(Hoagland y Arnon, 1950), a las cuales se les
coloco un sistema de aireacion provisto por
aireadores de pecera. En cada una de las macetas
se colocaron entre 13 y 15 plantulas de 10 dias de
edad, las cuales fueron llevadas a umbraculo.

Se registro la temperatura del aire mediante el uso
de datalogger y se corrigi6 diariamente el nivel
del agua y el pH de la solucion. La solucion fue
renovada cada 15 dias.

El Na,SO, se aplico gradualmente, a partir de los
50 dias de la siembra, para evitar un shock
osmotico (pulsos de 10 mM de Na,SO, cada 48
horas).

Los tratamientos fueron: control (solucion de
Hoagland al 50%) y tres concentraciones salinas:
solucion de Hoagland al 50%, suplementada con
20, 40 y 60 mM Na,S0O,. El muestreo se realiz6
20 dias después del ultimo pulso salino.

Se tomo6 una muestra compuesta, constituida por
los foliolos de todas las plantas provenientes de
una maceta. A partir de esta muestra se separ6 el
material para analizar las siguientes variables:

-Contenido Relativo de Agua (CRA):

Se determiné mediante la ecuacion propuesta por
Silva et al. (2010),

CRA = [(PF — PS)/(Psat—PS)] * 100
Donde:

PF: Peso fresco

PS: Peso del material seco en estufa, a 60°C

Psat: Peso del material saturado de agua destilada
durante 24 h
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-Contenido de azacares solubles

El contenido de azucares solubles se determind
segun Dubois ef al. (1956). Se utilizaron 0,1 g de
tejido fresco para realizar la extraccion con un
homogeneizador, agregando 2 alicuotas de 5 ml
de agua destilada, y homogenizando 30 segundos
a una velocidad de 5000-8000 rpm. Luego se
llevo a centrifuga durante 10 minutos a 8000 rpm,
el sobrenadante se enraz6 a un volumen final de
50 ml, del cual se tom6 una alicuota de 0,5 ml a la
cual se le afiadieron 0,5 ml de solucion de fenol al
5% y 2,5 ml de acido sulfurico concentrado. Las
muestras se llevaron a bafio maria por 20 minutos
y luego de enfriadas, se procedio a la lectura de
su absorbancia a 490 nm.

-Contenido de prolina

El contenido de prolina se determin6 segin Bates
et al. (1973), sobre muestras de 0,5 g de tejido
fresco provenientes de cada tratamiento. Para
realizar la extraccion, se utilizdé la misma
metodologia antes descripta para azucares
solubles, siendo el solvente de extraccion el acido
sulfosalicilico al 3%, y el volumen final del
extracto 5 ml. Luego, de cada extracto, se tomo
una alicuota de 1,3 ml y se afiadieron 1,3 ml de
ninhidrina acida y 1,3 ml de acido acético glacial.
Se calent6 durante 30 min a 90 °C en un bafio
termostatico, para luego enfriar en bano de hielo
y leer la absorbancia a 520 nm.

-Disefio experimental y analisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente
aleatorizado con 4 tratamientos y 4 repeticiones,
siendo la wunidad experimental una maceta
conteniendo 15 plantas. Los resultados se
analizaron con ANOVA vy test de Tukey.

3 RESULTADOS Y DISCUSION

El incremento en las dosis salinas con Na,SO,4 no
modific6 el CRA con respecto al control en
ninguno de los tratamientos evaluados (Fig.l),
con valores entre un 83 y 87,5%. Estos resultados
indicarian que los tejidos mantuvieron su
turgencia, permitiendo reforzar la hipotesis que C.
hassleri realiza ajuste osmotico.
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Figura 1. Contenido relativo de agua (CRA) en
plantas de C. hassleri incubadas en solucion
Hoagland al 50 % y diferentes concentraciones de
Na,SO,4.  Letras distintas indican diferencias
significativas segun el test de Tukey.

Las diferentes concentraciones salinas no
generaron un incremento significativo en el
contenido de azucares solubles (Fig. 2). Estos
resultados coinciden con lo encontrado en
Prosopis alba cultivado en soluciones de NaCl
(Meloni, 2017), indicando que no serian estos los
metabolitos involucrados en mantener la
turgencia celular para estas especies.

A diferencia de lo observado en estudios
realizados en Prosopis ruscifolia en solucion de
NaCl (Meloni, 2012) y Prosopis estrombulifera
en Na,SO, (Llanes et al., 2013) que demostraron
un incremento en los niveles de azicares,
sugiriendo que este metabolito cumple un rol
importante en el ajuste osmotico en dichas
especies.
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Figura 2. Contenido de azucares solubles en
plantas de C. hassleri incubadas en solucion
Hoagland al 50 % y diferentes concentraciones de
Na,SO,4. Letras distintas indican diferencias
significativas segun el test de Tukey.

En cuanto al contenido de prolina, éste se
mantuvo constante cuando las plantas estuvieron
sometidas a concentraciones salinas hasta 40 mM
de Na,SO4, mientras que, en la mayor
concentracion se incrementd mas de 300% con
respecto al control (Fig. 3).

Bray et al. (2000) mostraron resultados similares,
sugiriendo que las especies sintetizan prolina
como mecanismo de tolerancia al estrés,
permitiendo a la especie realizar ajuste osmotico.
Ademas se demostré que niveles elevados de
prolina (aproximadamente 1 M) podrian cumplir
un rol importante como  protector de
macromoléculas y  membranas  celulares
protegiendo su desnaturalizacion.

En las plantas superiores la acumulacion de
prolina es una respuesta metabdlica comun, al
deéficit hidrico y estrés por salinidad y ha sido
objeto de numerosas revisiones (Stewart y Larher,
1980; Thompson, 1980; Stewart, 1981)

El ajuste osmdtico ha sido considerado una
importante adaptacion fisiologica asociada con la
tolerancia al estrés salino (Guo et al., 2013) y los
resultados encontrados pen C. hassleri permitirian
inferir que seria prolina uno de los solutos
sintetizado para realizar ajuste osmotico.
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Figura 3. Contenido prolina en plantas de C.
hassleri incubadas en solucion Hoagland al 50 %
y diferentes concentraciones de Na,SO,. Letras
distintas indican diferencias significativas segin
el test de Tukey.

4 CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que C. hassleri realiza
ajuste osmotico acumulando prolina, con altos
CRA, lo que le permitiria mantener la turgencia
celular y de este modo mitigar efectos del estrés
salino sobre el crecimiento
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