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Effects of protein supplementation

on dairy goats naturally infected with
gastrointestinal nematodes in Valle

de Lerma, province of Salta, Argentina oz

Olmos, L.H.'; Martinez, G.M.?; Alfaro, R.J.2; Alfaro, E.|.%; Diaz, ).P."; Colque-Caro, L.A."3;
Moreno. R.D."; Suarez, V.H.?

ABSTRACT

This work aimed to evaluate the effects of protein and copper supplementation in dairy goats naturally infected
with gastrointestinal nematodes (GIN) in Valle de Lerma, province of Salta, Argentina. Three groups of 10 animals
each were tested: GSP (group supplemented with 19% protein and copper administered subcutaneously at a rate
of 0.5 ml per 20 kg of weight at the beginning of the trial), GSPD (group supplemented with protein and copper as
GSP and dewormed monthly with Derquantel + Abamectin), and CG (control group, without supplementation or
deworming). The animals were monitored every 15 days from the beginning of March 2021 until kidding, at the
end of July 2021. The animals were clinically examined and Famacha and body condition were determined. In ad-
dition, hematocrit and serum protein were detected and coprological analyses were performed to confirm EPG and
nematode prevalence. After kidding, daily milk production of each animal was measured up to 90 days of lactation.
The prevalent GIN genera were Haemonchus and Trichostrongylus. At parturition, CG differed significantly in the
average GIN egg count from GSP and GSPD, with 4035 (+4873.8) for CG, 1225 (+1173.5) for GSP and 983 (+1854.8)
for the GSPD. Regarding physiological parameters, the hematocrit was 27.7% (+4.4) in CG, 31.7% (£5.1) in GSP, and
32% (+3.5) in GSPD; total serum proteins were 4 g/dl (+0.62) in CG, 5.8 g/dl (+0.69) in GSP and 6.2 g/dl (+0.61) in
GSPD. Milk production in the treated groups (GSPD: 167.71 £ 18.2|; GSP: 153.3 + 18.2 1) was higher than in CG (85.7
+ 19.2 ). Protein supplementation had a positive effect on parasitological, physiological, and productive parame-
ters. Under the conditions of this trial, it would be advisable to supplement the animals 45 days before kidding to
enhance GIN control and milk production.

Keywords: gastrointestinal nematodes, caprine, protein, supplementation, productivity.

RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue evaluar los efectos de la suplementacion con proteina y cobre en cabras lecheras
naturalmente infectadas con nematodos gastrointestinales (NGI) en el Valle de Lerma, provincia de Salta, Argentina.
Se analizaron tres grupos de 10 animales cada uno: GSP (grupo suplementado con 19% de proteina y cobre adminis-
trado por via subcutdnea a razén de 0,5 ml por cada 20 kg de peso al inicio del ensayo), GSPD (grupo suplementado
con proteina y cobre como GSP y desparasitados mensualmente con Derquantel + Abamectina), y GC (grupo control,
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sin suplementacion ni desparasitacion). Se realizaron monitoreos cada 15 dias desde principios de marzo de 2021
hasta el parto, a fines de julio de 2021. Ademas, los animales fueron examinados clinicamente y se determiné su con-
dicion de Famacha y corporal. Se examiné hematocrito y proteinas séricas, y se realizaron analisis coprolégicos para
confirmar y determinar la prevalencia de nematodos y EPG. Luego del parto, se midié la produccion diaria de leche de
cada animal hasta los 90 dias de lactancia. Los géneros NGI prevalentes fueron Haemonchus y Trichostrongylus. En
el momento del parto, CG difirié significativamente en el recuento de huevos NGI promedio de GSP y GSPD, con 4035
(+4873.8) para CG, 1225 (+1173.5) para GSP y 983 (+1854.8) para GSPD. En cuanto a los parametros fisioldgicos,
el hematocrito fue de 27,7% (+4,4) en GC; 31,7% (+5,1) en GSP y 32% (+3,5) en GSPD; las proteinas séricas totales
fueron 4 g/dl (+0,62) en GC, 5,8 g/dI (0,69) en GSP y 6,2 g/dl (+0,61) en GSPD. La produccién de leche en los grupos
tratados (GSPD: 167,71+ 18,2 I; GSP: 153,3 + 18,2 |) fue mayor que en el GC (85,7 + 19,2 I). La suplementacion protei-
ca tuvo un efecto positivo sobre los parametros parasitolégicos, fisioldgicos y productivos. Bajo las condiciones de
este estudio, seria recomendable suplementar a los animales 45 dias antes del parto para mejorar el control de NGI

y la produccién de leche.

Palabras clave: nematodos gastrointestinales, caprino, proteina, suplementacion, productividad.

INTRODUCTION

The impact of gastrointestinal nematode (GIN) infestation
on production is one of the most important health problems in
pastoral goat production systems worldwide (Stear et al., 2011;
Suarez et al., 2013, 2021). Currently, the most widespread and
almost exclusive tool to control GINs is anthelmintic treatment
(Cerutti et al., 2018). However, the high frequency of deworming
(Suarez and Cristel, 2014) without considering the regional epide-
miology of GINs and the dynamics of the larvae in the refuge (Van
Wyk, 2001) were the main causes that triggered the development
of anthelmintic resistance (AR), making GIN control difficult. An-
other factor that contributes to AR development is underdosing,
which in the case of goats is due to the low availability on the
market of anthelmintic drugs approved for use in this species
(Anziani and Fiel, 2015). Therefore, in this AR context, there is a
need to search for alternatives to the chemical control of GIN.

One of the alternative GIN control methods is the use of differ-
ent chemical compounds, such as copper oxide and/or concen-
trated tannins (Waller et al., 2014; Sandoval et al., 2018; Suarez
et al., 2019). Supplementation with protein concentrates has
also been shown to decrease GIN loads in sheep (Abbott et al.,
1986, 1988; Van Houtert et al., 1994; Bricarello et al., 2005) and
goats (Nnadi et al., 2009). In those works, the GIN loads in sheep
subjected to different protein supplementation schemes were
measured. The results showed that the animals supplemented
with proteins had a lower GIN load than a control group. There-
fore, protein supplementation could be an alternative in farms
where the AR phenomenon occurs. In the northwestern region
of Argentina (NOA region), where AR has been detected in goats
(Aguirre et al., 2000 a,b; 2002; Suarez et al., 2012), the study of
this type of alternative is of great regional interest. Therefore,
the objective of this work was to evaluate the effects of protein
and copper supplementation on dairy goats infected with GINs
in Valle de Lerma, province of Salta.

MATERIALS AND METHODS

Study area: The work was carried out in the Dairy Goat Unit of
the Salta Agricultural Experimental Station of INTA, Cerrillos,

province of Salta (24°53'32.65°28'26.4"W), Valle de Lerma,
Argentina. The area is characterized by a sub-Andean moun-
tain climate, an average altitude of about 1050 m a.s.l,, and a
summer rainfall regime, followed by a winter-spring dry period
(Bianchi and Bravo, 2008).

Experimental design: The study involved pregnant goats of
the Saanen breed and was conducted from March 5 2021 until
the end of October 2021. The animals were divided into three
groups (10 animals each) according to the number of kiddings,
previous milk production and estimated time of calving: GSP,
goats supplemented with 19% protein (200 g of commercial
balanced Starter Calf Concentrate 40% Rearing 30%, Santa
Sylvina) and copper (administered subcutaneously at a rate of
0.5 ml per 20 kg of weight at the beginning of the trial); GSPD,
goats supplemented with the same amount and type of protein
and the same amount of copper as GSP, and dewormed month-
ly with Derquantel + Abamectin at a rate of 1.2 ml/5 kg LW
(STARTEC Derquantel 1% + Abamectin 0.1%); and CG, control
group with no protein supplementation (PS) or deworming. In
the three groups, goats with an egg count per gram of feces
(EPG) greater than 3000 or with clinical signs compatible with
GIN infection (diarrhea, Famacha scores 4-5, poor condition)
were treated immediately with Monepantel at a rate of 1ml/10
kg LW (Zolvix Monepantel 2.5%).

The three groups grazed together alfalfa (13% protein) for 8
h daily. A rotational grazing system was used on daily strips
and at a rate of 15 goats per ha. After grazing, in the after-
noon, goats were provided the protein supplement in feeders,
ensuring 30 cm of feeding frontage per animal. In mid-May, 45
days before the expected kidding date, goats were penned un-
til parturition and received a daily ration of 4 kg DM of premium
quality alfalfa hay and 0.5 kg of corn. Finally, after parturition,
the goats were taken to an oat pasture paddock.

Sampling and parameters evaluated: From March 5 until the
moment of kidding in July, fecal and blood samples were taken

every 15 days. Fecal samples were processed using the Mc-
Master technique modified by Roberts and O’Sullivan (1949)
to determine eggs per gram of feces (EPG). To determine the
parasitic genera, pool samples from each of the experimen-
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tal groups were cultured according to the technique described
by Suarez et al. (1997). Parasitic genera were identified fol-
lowing the keys described by Niec (1968). Serum protein was
determined by refractometry, copper dose in blood by atom-
ic absorption spectrophotometry and hematocrit (HCT) from
blood samples. In addition, at the time of sampling, the body
condition (BC) was scored based on palpation of the lumbar
vertebrae, as described by Russel et al. (1969), and weight and
Famacha score were recorded to clinically evaluate the level
of anemia in all the animals (Van Wyk and Bath, 2002). Finally,
individual daily milk production was measured during the first
90 days of lactation. At kidding, the individual weight of the
kids born per goat was recorded.

Statistical analysis: The variables EPG, HCT, serum protein,
Famacha score, BC, total weight of the kids born per goat, and
total milk production at 45 and 90 days with normal distribution
were subjected to analysis of variance; those values that were
not normally distributed were subjected to the Kruskal Wallis
test. The EPG was naturally log transformed before analysis
(x=In (x+1)) (Di Rienzo et al., 2008). Analyses were adjusted
to goats with less or more than one kidding and previous milk
production of less or more than 2 liters per day.

RESULTS

Figure 1 shows the dynamics of EPG from the start of the tri-
al to parturition in the three experimental groups. Before con-
finement, EPG of GSPD was significantly (p<0.03) lower than
that in the other two groups. At kidding, significant differences

4500
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(p<0.0011) were observed between the control group (CG) and
the groups supplemented with protein and copper (GSP and
GSPD). The average EPG at parturition was 4035 (+4873.8) for
CG, 1225 (+1173.5) for GSP, and 983 (+1854.8) for GSPD.

The distribution of the parasitic genera showed a predomi-
nance of Haemonchus spp. and Trichostrongylus spp. The former
showed its highest prevalence until May. Then, Trichostrongylus
spp. prevailed up to the time of kidding. The genus Telador-
sagia sp. was observed in a low percentage throughout the
study. Nematode genera had the same prevalence in all the
study groups. Figure 2 shows the dynamics of the average genus
prevalence relative to the average EPG count of the three ex-
perimental groups.

Differences in HCT (table 1) were statistically significant
(p<0.05) between CG and the treated groups (GSP and GSPD)
only at the time of kidding, with mean values of 27.7% (+4.4) in
CG, 31.7% (¢5.1) in GSP and 32% (+3.5) in GSPD.

Serum protein showed statistically significant differences
(p<0.014) between CG and GSPD at the time of kidding, with no
differences being observed between CG and the GSP (p>0.05)
(table 1).

Copper did not show statistically significant differences
among groups, with average values of 89 pg/dl for CG, 93 pg/
dl for GSP, and 94 pg/dI for GSPD.

Clinical examination of the animals during the trial (table 2)
showed no statistical differences in BC. However, in the case
of the Famacha scale, statistically significant differences
(p<0.023) were observed between the CG and the treated
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Figure 1. Dynamics of EPG in the experimental groups throughout the trial. GSP: Group with protein supplementation; GSPD: group with
supplementation and dewormed with Abamectin-Derquantel; CG: Control group*.

*Means with significant differences (p<0.05).

Olmos, L.H.; Martinez, G.M.; Alfaro, R.J.; Alfaro, E.J.2; Diaz, J.P.; Colque-Caro, L.A.; Moreno. R.D.; Suarez, V.H. N



90 . F 3500
80
3000
70
o 60 2500 E
= )
§ 50 2000 &
] 2y
a 40 1500 &
30
1000
20
10 500
. SN Iy

March April May June July

mmm Haemonchus 1 Trichostrongylus I Teladorsagia = ==——=EPG |

Figure 2. Percentage of GIN genera relative to the average EPG of the three experimental groups throughout the sampling period (from
March to July 2021).

Parameter Group 5/3/21 5/4/21 19/4/21 3/5/21 17/5/21 31/5/21 14/6/21 28/6/21

GSP 30.4 29.3a 29.3 28.2 28.9 29.2 29.6 31.7b
Hematocrit (%)  CG 32.9 32.8b 31.2 30.5 31.4 30.8 29.4 27.8a
GSPD 31.4 31.0b 30.6 30.3 30.8 31.5 32,6 32.0b
GSP 6.2 6.2a 6.1 5.9 5.9 6.0 5.6 5.8a
Se’”("; /ZI’)"tei" cG 6.7 6.6b 6.5 6.3 6.1 6.0 5.7 5.4 ab
GSPD 6.6 6.6b 6.5 6.4 6.2 6.2 6.2 62b

Table 1. Mean hematocrit and total protein in the three experimental groups (GSP: Group supplemented with protein and copper; GSPD: Group
supplemented with protein and copper, and dewormed with Abamectin-Derquantel; CG: Control group) throughout the sampling period*.
*Different letters indicate significantly different values (p<0.05).

Parameter Group 5/3/21 5/4/21 19/4/21 3/5/21 17/5/21 31/5/21 14/6/21 28/6/21
GSP 2.8 2.9 3.1 3.2 3.2 3.1 2.8 2.7
Body CG 3.1 3.2 3.1 3.2 3.1 3.0 2.9 2.7
Condition . . . . : : : .
GSPD 2.8 3.0 3.1 3.1 3.1 3.1 29 29
GSP 7.7 7.7 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 83b
Famacha (%) CG 0.0 0.0 0.0 7.7 7.7 7.7 7.7 30.8a
GSPD 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0b

Table 2. Average body condition and percentages of animals with Famacha 4 and 5 scores in the experimental groups (GSP: Group
supplemented with protein and copper; GSPD: Group supplemented with protein and copper, and dewormed with Abamectin-Derquantel;
CG: Control group)*.

*Different letters indicate significantly different values (p<0.05).
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groups (GSP and GSPD) only at kidding, with the percentage of
goats with Famacha scores 4 and 5 in CG (30.8%) being higher
than that of GSP (8.3%). Finally, none of the animals present-
ed any health problem that prevented them from continuing to
participate in the study.

Total milk production at 45 days postpartum was significant-
ly (p<0.0091) higher in GSP (83.7 + 9.5 I) and GSPD (90.6 #
9.5 1) than in CG (46.9 + 10.1 ). At 90 days postpartum, GSP
(153.3 £ 18.2 1) and GSPD (167.7 £+ 18.2 1) also showed a sig-
nificantly (p<0.03) higher yield than that of the CG (85.7 £ 19.2
). Figure 3 shows the lactation curves of the three experimen-
tal groups from kidding to 90 days.

Production of kids -evaluated as the total weight produced
by each goat showed no differences (p<0.41) among groups.
Live weight at birth was on average 5.41 #0.74 (CG), 5.96
+0.77 (GSP), and 6.83 +0.74 (GSPD) kg.

DISCUSSION

Results of parasitological parameters showed that the pos-
itive impact of supplementation was evident mainly at the
time of kidding, when there was a significant reduction in the
elimination of GIN eggs. Similarly, differences in parasitic H.
contortus loads were reported in groups of lambs with protein
supplementation (PS) and a control group (Abbott et al., 1985,
1988; Bricarello et al., 2005). Van Houtert et al. (1994) also ob-
served that in the group with PS, the load of T. columbriformis
based on the count of adult specimens was lower than in a
control group (without PS). By contrast, Abbott et al. (1986)
did not observe significant differences in EPG and the load of
adult specimens of H. contortus in the digestive tract of lambs
between groups treated with high (169 g/kg DM) and low
(88g/kg DM) PS proportion. Our results also disagree with the

findings of Van Houtert et al. (1995) in sheep, who reported no
significant differences in the effect of PS on EPG and the load
of adult GIN of H. contortus and T. columbriformis, between a
control group and a group treated with PS. However, both Ab-
bott et al. (1986) and Van Houtert et al. (1995) conclude that
PS would reduce the impact of parasites on animals. Although
neither work reported statistically significant differences be-
tween groups, in both works the group treated with PS had a
greater live weight gain than the control group. In turn, animals
with high protein concentration were found to be less marked-
ly affected by H. contortus infestation than a group with low
protein concentration (Abbott et al., 1986).

Regarding works involving goats, Nnadi et al. (2009) stud-
ied West African Dwarf goats in Nigeria from the first day of
gestation until 6 weeks postpartum and evaluated the effect
of PS on productivity relative to H. contortus burden. The au-
thors found that PS increased the animal capacity to resist the
establishment of H. contortus. In the present study, an abrupt
drop in the prevalence of this species was observed from the
middle of the trial until the moment of kidding, both in the
treated groups and the CG. In this work, the effect of PS on H.
contortus burden was not evaluated.

The pathogenic effect of Haemonchus spp. and Trichostrongy-
lus spp., measured through biochemical and clinical param-
eters, differed between animals supplemented or not with
protein and copper, as observed in FAMACHA and Hematocrit
results at the time of kidding. Interestingly, in the case of
FAMACHA, the results showed that the highest values of the
scale (4-5) were observed when the prevalence of Haemon-
chus spp. was lower. This could be related to the fecal mat-
ter pool, which had a higher representation of animals with
lower FAMACHA values. This effect of PS is relevant from a
productive and epidemiological point of view, because pro-
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Milk production (Liters)
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40 50 60 70 80 90
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Figure 3. Average daily milk production of the experimental groups. (GSP: Group supplemented with protein and copper; GSPD: Group
supplemented with protein and copper, and dewormed with Abamectin-Derquantel; CG: Control group).
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tein-supplemented animals are in better conditions to face
the negative energy balance of the first third of lactation
(Nsalahi et al., 2004). These results agree with several works
describing the mitigating effects of PS on infestations by H.
contortus (Abbott et al., 1985, 1986,1988; Van Houtert et al.,
1994; Bricarello et al., 2005), by T. columbriformis in lambs
(Van Houtert et al., 1994) and by H. contortus in goats (Black-
burn et al., 1991,1992; Nnadi et al., 2007,2009). On the other
hand, in terms of serum protein values, no statistically sig-
nificant differences were observed between groups until the
time of kidding, when a higher percentage of animals was be-
low the range of reference values (6.0-7. 8 mg/dl) (Matthews,
1999) in the CG (53.8%) than in the GSP (41.7%) and GSPD
(23.1%). By contrast, previous reports did not find an effect of
different levels of PS on serum protein, which reached values
between 4.4 g/dl and 2.6 g/dl (Abbot et al., 1985,1986,1988).
It is important to note that the pathogenic effect of GINs on
animals was controlled through the treatment with Monepan-
tel, with no differences in the number of treatments between
CG and GSP. However, GSPD did not require treatment with
Monepantel, which may be related to the previous deworming
of the group with the combination of Abamectin + Derquantel.

The greatest differences among groups were observed in
the impact of PS on milk production. Indeed, GSP and GSPD
produced a significantly higher quantity of milk than CG. On
the other hand, there were no differences in the live weight of
the kids at birth. This result may be explained by the lack of
periods of deficiencies in the nutritional requirements during
pregnancy throughout the trial and that the influence of PS on
GIN was not evaluated at the time the goats were served.

The response of the evaluated parameters to PS was evi-
denced at parturition and in the subsequent milk production.
The results show a positive effect of PS, since animals with
high production are considered more susceptible to GIN in-
festations (Hoste et al., 2005). In this sense, the negative ef-
fect of GIN on milk production has been frequently reported
in goats (Hoste and Chartier, 1993; Chartier and Hoste, 1994;
Hoste et al., 1999; Suarez et al., 2017). Similarly, Chartier et al.
(2002) suggest that PS in goats before parturition could re-
duce the magnitude of the peripartum EPG peak described in
small ruminants. In this line, Etter et al. (1999) observed that in
animals supplemented with different protein concentrations,
the peripartum peak of EPG was lower than in a control group,
demonstrating that such peak, which is caused by relaxation of
immunity of the animals in that period, may be related to their
nutritional levels. Overall, our observations agree with previ-
ous works, since the groups with PS had higher milk yields and
lower EPG than the control group.

CONCLUSIONS

The results of this work allow us to determine that PS has an
effect on most of the studied parameters, except for BC. The
greatest difference was observed in the response of the pa-
rameters at kidding, with the supplemented animals being the
supplemented animals less affected by the GIN infestation and
presenting better values of productive parameters than the un-
treated animals. In contexts of anthelmintic resistance, where
GINs affect the health of animals and, consequently, their pro-
duction, the use of protein supplementation can support an-
thelmintic treatment. Thus, supplementation of the animals 45
days before parturition could be recommended to enhance the

anthelmintic effect, mitigating the effect of GIN and increasing
postpartum milk production.
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Experimental poisoning with

Pascalia glauca in goats

Medina, D.M."; Colque-Caro, L.A.23; Micheloud, J.F."?3

ABSTRACT

Pascalia glauca is one of the most important poisonous plants in Argentina. Although goats are known to be sus-
ceptible to P glauca poisoning, reports about this species are scarce. This work aimed to characterize the exper-
imental intoxication in goats with P. glauca. 12 adult Saanen goats were divided into 4 groups based on the amount
of the plant given. Groups 1 to 3 ingested 4g/kg, 6g/kg and 8g/kg of dry plant respectively. The fourth group was the
control group and it was offered alfalfa hay only. The poisoned animals were inspected every two hours and blood
samples were collected 6, 12, 24 and 48 hours after poisoning to measure the level of liver enzymes. Clinically,
groups 2 and 3 showed anorexia, depression, recumbency, myoclonus, seizures and death between 9 and 24 hours
after poisoning. Pathologic findings included centrilobular necrosis with and without hemorrhages. Both groups
showed elevated serum aspartate aminotransferase activity between 6 and 24 hours after P glauca ingestion. The
control group and group 1 did not show clinical signs or hepatic enzyme elevation despite being controlled for 15
days after the poisoning. This work allowed us to collect further information about the clinical and pathological
aspects of P glauca poisoning in goats.

Keywords: Pascalia glauca, centrilobular necrosis, goats.

RESUMEN

Pascalia glauca es una de las plantas téxicas mas importantes de Argentina. A pesar de que se sabe que las cabras
son susceptibles a la intoxicacion por P. glauca, los informes sobre esta especie son escasos. El objetivo de este
trabajo fue caracterizar la intoxicacion experimental en cabras con P. glauca. Se dividieron 12 cabras adultas de raza
Saanen en 4 grupos en funcion de la cantidad de planta administrada. Los grupos 1 a 3 ingirieron 4 g/kg, 6 g/kg y 8 g/kg
de planta seca respectivamente. El cuarto grupo fue el grupo control y se le ofrecio solo heno de alfalfa. Los animales
intoxicados fueron inspeccionados cada dos horas y se les tomaron muestras de sangre 6, 12, 24 y 48 horas después
de la intoxicacion para medir los niveles de enzimas hepaticas. Clinicamente, los grupos 2 y 3 mostraron anorexia,
depresion, decubito, mioclonia, convulsiones y muerte entre 9 y 24 horas después de la intoxicacion. Los hallazgos
patoldgicos incluyeron necrosis centrolobulillar con y sin hemorragias. Ambos grupos mostraron una actividad eleva-
da de la aspartato aminotransferasa sérica entre 6 y 24 horas después de la ingestion de P. glauca. El grupo control y
el grupo 1 no mostraron signos clinicos ni elevacion de enzimas hepaticas a pesar de que fueron controlados durante
15 dias después de la intoxicacion. Este trabajo permitio obtener mads informacién sobre los aspectos clinicos y pa-
toldgicos de la intoxicacion por P. glauca en cabras.

Palabras clave: Pascalia glauca, necrosis centrolobulillar, cabras.
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INTRODUCTION

Pascalia glauca (fig. 1 A), which is widely distributed in Ar-
gentina and neighboring countries (Burkart and Carera, 1953),
causes several deaths in animals from different production
systems. It is distributed in northern Chile, Paraguay, Uru-
guay and the north-central region of Argentina (Micheloud
and Odriozola, 2012). P. glauca is described as toxic for cat-
tle, sheep, pigs, horses, goats and llamas (Moran and Kosik,
1965; Riet-Correa, 1978; De Diego and Solla, 1991; Lépez et
al., 1991; Collazo and Riet-Correa, 1996; Rodriguez Armesto et
al., 2003; Magnano et al., 2011). Reports about this toxicity in
goats are imprecise and old (Ragonese and Milano, 1984) and
experimental works include mainly cattle and sheep (Collazo
and Riet-Correa, 1996). The toxic principle of P glauca is a
carboxyatractyloside (Schteingart and Pomilio, 1984) that can
block mitochondrial ATP synthesis, oxidative phosphorylation
and other metabolic reactions in hepatocytes (Obatomi and
Bach, 1998; Bruneton, 2001) and renal tubular cells (Obatomi
and Bach, 1996). The liver is the most affected organ since it
is severely exposed to absorbed toxins (Plumlee et al., 2004),
causing diffuse hemorrhagic necrosis with acute liver failure
(Micheloud and Odriozola, 2012) microscopically character-
ized by centrilobular necrosis with hemorrhages (Stalker and
Hayes, 2007). This work aims to clarify P glauca toxicity in
goats, characterize clinical and pathological findings and de-
termine the necessary dose to induce poisoning.

MATERIALS AND METHODS

The study protocol was approved by the UCASAL Animal Care
and Use Committee (CICUAL number 53-18-17). The require-
ments of the Argentine Animal Protection Policy (Ley 14346)
were always fulfilled.

P glauca samples in vegetative and early flowering states
were collected, dried for seven days at room temperature and
subsequently shredded to a particle size of 2 to 5 millimeters.
Before grinding, some samples of the collected plant were
sent to the CMSC herbarium of the National University of Salta
for botanical identification.

Twelve adult Saanen goats were divided into 4 groups of 3 an-
imals each. Before the experiment, a clinical examination was
performed on all the selected animals to determine that they
were in good health. The exposed groups were divided as fol-
lows: T1 (animals 4 to 6), T2 (animals 7 to 9) and T3 (animals
10 to 12) were given a dose of 4 g/kg, 6g/kg and 8g/kg of dry
matter respectively by the orogastric route. The control group
(CG) was integrated by animals 1 to 3 and was given 8 g/kg of
dry shredded alfalfa only. After this, all the animals were sent
to a paddock with ad libitum feeding and water. There were no
toxic plants in the paddock that could interfere with the experi-
ment. Clinical examination was done every two hours and blood
samples were collected at the beginning of the experiment and
then 6, 12, 24 and 48 hours later and serum levels of aspartate
aminotransferase (AST), gamma-glutamyl transferase (GGT)
and alkaline phosphatase (ALP) were determined following the
instructions of the manufacturer (Wiener Lab®). The analysis of
the variables obtained was performed by non-parametric ANO-
VA for measurements repeated over time using the InfoStat
software.

RESULTS
Clinical findings

Animals from CG and T1 groups did not show clinical signs
and their health status and behavior were normal both during
the experiment and for 15 days after the experiment.

Sampling hours Groups AST (Ul/dL) GGT (Ul/dL) ALP (UI/dL)
Oh CG 82+ 10a 42+3a 400+84.5a
T1 81.2t21a 41.9+t3.5a 405.1+87.5a
T2 945+23a 48.1+t7.8 a 173.7%49.2a
T3 93.3+t15a 47.5+8.8 a 278.8+131.6a
6h CG 742+ 15a 40.3t5.2 a 404+67.3a
T1 76.2+ 18 a 41+9.7 a 394.3+109.3a
T2 81.9+25a 42717 1a 140.8+21.6a
T3 82.1+20 a 39.3+3.94a 335.9+110a
12h CG 81.1x11a 45.1+¥8.3 a 393.9197.5a
T1 83.2t22a 39.817.1a 354.8144.4a
T2 404+ 50 b 82.7449.3 b 3081+106b
T3 786.8+110b 49.7+2.12 a 363.51t164.3a
24h CG 782+ 14 a 39.9¢5.5a 391+56.2a
T1 61.6+x11a 42.5%4.5a 394.1+106.8a
T2 423+ 64 b 300.310 ¢ 1090.6x0b
T3 760.1+93b 147.1163.7 b 467.3t73.3b
48h CG 79.9+20a 42.2+6.2 a 385+73.1a
T1 84.5t10a 41.4+0 a 331.2175.5a
T2 - - -
T3 607 £23 ¢ 548.1t0 ¢ 843.9+0c

Table 1. Hepatic enzyme activity at different stages of the experiment. AST: Aspartate aminotransferase (AST), Gamma-glutamyl trans-
peptidase (GGT) and alkaline phosphatase (ALP). Different letters show significant differences between sampling times (p < .05).
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In contrast, in the T2 and T3 groups, clinical signs started
after 14 hours (range 8-24) and 10 hours (range 6-12) after
ingestion of the plant, and death occurred within 21 hours
(range 12-30) and 29,3 hours (range 10-48) respectively. The
main clinical signs observed consisted of anxiety, anorexia,
ruminal atony, tachycardia, tachypnea, and abnormal recum-
bency, including an antalgic position to avoid pressure on the
right epigastric region. One animal showed a staggering gait and
head-pressing (fig. 1 B). At an advanced stage, animals showed
recumbency, myoclonus, pedaling movements, seizures and
death. Only two animals died early without apparent clinical signs.

Laboratory findings

Table 1 shows the level of Aspartate aminotransferase
(AST), Gamma-glutamyl transpeptidase (GGT) and alkaline
phosphatase (ALP). Hepatic enzyme levels increased signifi-
cantly within 12 to 48 hours after consumption in the T2 and
T3 groups presumably due to the dose ingested. AST and ALP
were the most increased enzymes in those groups.

Macroscopic findings

Necropsies were performed on all the animals included in the
experiment. Groups T2 and T3 showed liver injuries at different
stages. The main finding consisted of liver congestion with a

%

diffuse reticulated appearance with dark red areas alternating
with pale areas in correspondence with necrotic and normal
areas (fig. 1 C). The liver of animals N 7 and 10 showed a mild
lobular pattern while in animals N 8 and 11 this pattern was
even more pronounced. In comparison, the liver of animals
N 9 and 12 were the most affected with severe injuries and a
marked lobular pattern. Animals N 9 to 12 also showed ende-
matous gallbladder. Abomasal and intestinal edema and con-
gestion, renal congestion and petechiae in serous membranes
were also found. The animals from the control group did not
show evidence of injuries in any organ or tissue.

Microscopic findings

The most frequent finding in the liver was diffuse centrilobu-
lar necrosis with hemorrhages (fig. 1 D).

The severity of the injuries in the affected animals was cat-
egorized in table 2. Regarding necrosis, severity was classi-
fied as follows: (+) 25-30% of affected lobule surface area,
then (++) 31-60% and (+++) more than 61% respectively. In
reference to hemorrhage, (+) means small isolated spots of
hemorrhage, (++) means moderate to extensive hemorrhage
foci and (+++) means massive hemorrhage. Hemorrhage was
limited to necrotic areas only. In animals 9, 10 and 11 there
was intermediate area hepatocyte atrophy and hydropic de-
generation in periportal hepatocytes. Animal 10 liver showed

Y e

Figure 1. A- P, glauca inflorescence. B- Poisoned goat head-pressing. C- Liver. A reticular pattern in the parenchyma. D- Hemorrhagic
centrilobular necrosis (arrowhead). H&E, 10X. Insert: note the nuclear (karyorrhexis and pyknosis) alterations (H&E, 100X).
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Animal Groups Hours between ingestion and death Necrosis Hemorrhage
1 CG - - -
2 CG - - -
3 CG - - -
4 T - - -
5 T1 - - -
6 T1 - - -
7 T2 12 hours ++ +
8 T2 21 hours +++ +++
9 T2 30 hours ++ -

10 T3 10 hours ++ -
11 T3 30 hours +++ -
12 T3 48 hours +++ +++

Table 2. Microscopic lesions severity in the liver. -: score 0; +: score 1; ++: score 2; +++: score 3. Necrosis: (+) 25-30% of affected lobule
surface area, (++) 31-60% and (+++) more than 61% respectively. Hemorrhage: (+) isolated spots of hemorrhage, (++) moderate to exten-
sive hemorrhage foci and (+++) massive hemorrhage. CG: control group; T1: 4 g MS /kg; T2: 6 g MS/kg; T3: 8 g MS/kg.

severe massive necrosis. Animals 7, 10 and 11 also showed
neutrophilic infiltration in isolated clusters of 2 to 3 cells. Oth-
er lesions found renal congestion with hydropic degeneration
in tubular cells and eosinophilic material in the tubular lumen
and glomeruli. In addition, the central nervous system showed
gray matter edema and congestion, neuronal degeneration and
white matter vacuolization.

DISCUSSION

Although goats are known to be susceptible to P. glauca poi-
soning, no other experimental poisoning works were found in
the consulted literature. Goats showed sensitivity with a toxic
dose of 6 g/kg of dry matter, being markedly higher than the
toxic dose described in cattle and sheep of 5 to 10 g/kg of
green plant (Collazo and Riet-Correa, 1996), 4 to 10 g/kg of
green plant (INTA, 2007) and 4 g/kg of green plant in cattle
(Odriozola, 2003). Besides that, the absence of clinical signs
or biochemical findings related to liver damage in group 1 with
a toxic dose of 4 g/kg of dry matter suggests that the toxic
dose must be higher than in cattle and sheep to induce poison-
ing in goats. rather than in cattle and sheep. However, the dif-
ferences between these groups can also be due to varying con-
centrations of carboxyatractylosides in the plants used in this
work. That is why we recommend submitting the samples to a
reference laboratory to determine the toxin concentration and
detect variations that could affect or change any results. De-
spite differences in the amount of plant used in all the groups,
once the minimum toxic dose is ingested, death occurs within
48 hours after consumption (Giannitti et al., 2013). In general,
there are no differences between clinical signs in goats, cattle
and sheep (Collazo and Riet-Correa, 1996; Micheloud and Odri-
ozola, 2012; Giannitti et al., 2013), and the differences between
groups in this work might be due to idiosyncrasy more than for
any other reason.

The biochemical evidence showed that the most useful diag-

nostic tool was the detection of AST (Rodriguez et al., 2003)
since its serum levels increased in correspondence with a

larger amount of plant ingested by animals. Its early eleva-
tion showed a peak at 6 to 24 hours after ingestion. After 24
hours, its serum levels decreased to subnormal values proba-
bly because of enzymatic depletion due to massive damage.
GGT and ASP did not show a marked elevation, their levels in-
creased only after 24 hours of ingestion and remained high
until the death of the animals, thus, their utility is reduced in
cases like this, where clinical signs and death happen before
serum levels increase can be detected (Kaneko et al., 2008).

The most consistent pathologic finding was centrilobular
hepatic necrosis, macroscopically characterized by an en-
hanced reticular pattern. This pattern was more evident in
animals with a longer clinical course. Microscopically, centri-
lobular necrosis was seen in all cases, but it was more severe
in animals 7 and 8 from group 2 and animal 12 from group
3. In these mentioned cases, hemorrhages were also found in
correspondence with necrotic areas. Animals 9 from group 2
and 10 and 11 from group 3 also showed extensive damage
but with no vascular changes. Thus, two different patterns of
centrilobular necrosis can be defined: a hemorrhagic and a
non-hemorrhagic pattern. It might be possible that these pat-
terns are associated with the disease evolution in each animal
rather than with the amount of plant ingested. Changes in the
central nervous system might be attributed to hepatic enceph-
alopathy (Butterworth et al., 2009).

CONCLUSIONS

This work allowed us to demonstrate the susceptibility of
goats to P, glauca poisoning. A toxic dose was also determined,
being significantly higher than the dose needed to cause the
disease in cattle and sheep. Additionally, a clinicopathological
characterization was made and, except for certain differences,
clinical signs are similar to cattle (Rivero et al., 2010) and
sheep (Liboreiro et al., 2021). Although these findings cannot
be conclusive, goats seem to be more resistant to P glauca
poisoning than other species. In accordance with case studies
from the Diagnostic Service INTA-Salta, poisoning outbreaks
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are frequently observed in mixed flocks containing sheep and
goats, where animals ingest the plant directly from the ground,
but deaths occur only in sheep (Medina et al., 2022). This sup-
posed resistance in goats can also be related to some metabol-
ic and disposition profile differences between goats, sheep and
cattle previously demonstrated with some drugs (Galtier et al.,
1981; Bogan et al., 1987; Sundlof and Whitlock, 1992; Alvinerie
etal., 1994). In these cited cases, goats proved to have a faster and
more effective mechanism to metabolize and eliminate certain
compounds rather than the other species. For these reasons,
we consider that it is important to keep studying goats con-
cerning plant poisoning to delve into the physiopathology and
toxicokinetics differences between this species and other rumi-
nants and thus be able to explain certain differences regarding
toxic doses and clinical presentations.
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Forage production and perennial
root biomass in lucerne under two

ing heigh
cutting heights Tazs 2]

Blain, G.; Assuero, S.G.%; Berone, G.D.?3

ABSTRACT

This study evaluated the impact of cutting severity (4 vs. 10 cm cutting height) on forage production and biomass
of perennial organs (root plus crown), in two contrasting winter dormant cultivars of lucerne (G6 vs. G10), defoliated
more frequently than usually recommended, during the first year of life. The experiment was conducted in outdoor
pots, under non-limiting water and nutritional conditions. Between November 5, 2014 and September 2, 2015, plants
were cut approximately every 370 growing degree days (GDD) at the 4 and 10 cm in height. No differences were ob-
served between cultivars. Forage yield (biomass harvested above cutting height) was similar between plants cut at
10 and 4 cm in height. Plants cut at 10 cm in height showed higher perennial biomass than those cut at 4 cm. At the
same time, plants cut at 10 cm quickly achieved perennial biomass levels higher than 3000 kg DM/ha, a value at which
it is considered that partitioning to roots would not limit the aerial biomass production. Consequently, a management
of defoliation that contemplates a higher post-cut foliar residual allows to reconcile the need for early use of lucerne
pastures with the need to establish a vigorous perennial system during the year of establishment.

Keywords: alfalfa, high cutting frequency, establishment year, contrasting dormancy level.

RESUMEN

Este estudio evalud, durante el primer afo de vida, el impacto de la severidad del corte (4 vs. 10 cm de altura de
corte) sobre la produccién de forraje y la biomasa de los érganos perennes (raiz mas corona) en dos cultivares de
alfalfa contrastantes en latencia invernal (G6 vs. G10), defoliados con una frecuencia mayor a la recomendada habit-
ualmente. El experimento se realizé en macetas al aire libre, bajo condiciones hidricas y nutricionales no limitantes.
Entre el 5 de noviembre de 2014 y el 2 de setiembre de 2015 se realizaron defoliaciones a 4y 10 cm de altura, cada
370 grados dia de crecimiento (GDD). No se observaron diferencias entre cultivares. La produccién de forraje (bioma-
sa cosechada por encima de la altura de corte) fue similar entre plantas cortadas a 10 y 4 cm de altura. Las plantas
cortadas a 10 cm de altura mostraron mayor biomasa perenne que las cortadas a 4 cm y alcanzaron rdapidamente
niveles de biomasa perenne superiores a 3000 kg MS/ha, valor a partir del cual se considera que la particion a raices
no limitaria la produccién de biomasa aérea. En consecuencia, durante el primer afio de implantacion, aumentar la
altura poscorte y dejar un mayor remanente foliar permitieron compatibilizar el objetivo de utilizar la pastura lo antes
posible con el de formar rapidamente un vigoroso sistema de corona-raiz.

Palabras clave: alfalfa, alta frecuencia de corte, afio de implantacion, nivel de latencia contrastante.
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INTRODUCTION

The establishment phase of lucerne (Medicago sativa L.), after
sowing, refers to a period in which biomass is mainly partitioned
to the perennial organs which consist of the taproot plus crown.
This phase ends, regardless of ontogeny, when the pasture rea-
ches ~4-5 t DM/ha of perennial biomass (Sim et al., 2015). Dur-
ing the establishment phase, the perennial organs are a strong
sink for the carbon fixed by the plant (Khaiti and Lemaire, 1992).
Moreover, until perennial biomass do not exceed 3000-4000 kg
DM/ha, the partitioning of photosynthate to these organs is high
and hence the aerial growth is below their potential (Sim et al.,
2015). Consequently, management practices that favor the rapid
formation of perennial organs lead to rapidly obtaining a highly
productive lucerne pasture. Therefore, the current recommen-
dation is to delay first defoliation until open flower buds are ob-
served during the first year after sowing (Moot et al., 2003). This
long period of uninterrupted growth allows maximum opportu-
nity to establish reserves of carbon and nitrogen in the perennial
organs (Justes et al., 2002; Thiebeau et al., 2011).

The previous recommendation contrasts with the new grazing
management proposal which advises that the start of grazing
in spring should be when the standing biomass (above 5 cm) of
the first paddock is close to 1,000-1,500 kg DM/ha (15-20 cm
of canopy height) and then paddocks should be rotated every
15-25 days, with a 30-40 cm of pre-grazing canopy height, which
optimizes forage production and forage quality (Berone et al.,
2021). Such a recommendation results in 30% higher beef live
weight production (Berone et al., 2020), compared with the tra-
ditional criteria of starting grazing at 10% flowering and rotation
every 30-35 days (Basigalup and Ustarroz, 2007).

A high frequency and severity of defoliation can be very detri-
mental to the persistence of lucerne plants during their estab-
lishment phase, as it leads to an increased reliance on C and N
reserves stored in perennial organs for regrowth (Volenec et al.,
1996), which are minimal during this stage (Sim et al., 2015). Pre-
vious work shows that plants less severely defoliated, with higher
residual green leaf area, have less dependence of root C and N
reserves to regrowth after grazing (Simon et al., 2004; Meuriot et
al., 2005). Therefore, frequent but less severe defoliation would
be a viable option for grazing during the first spring after sowing.

The implication of reconciling a rapid formation of a vigorous
perennial system with an early and intensive grazing of lucer-
ne is not a minor issue. In fact, Argentine production systems
lucerne pastures in the establishment phase (i.e. one year af-
ter sowing) represent a high proportion of the area sowed with
perennial pastures (Gastaldi et al., 2020; Jauregui et al., 2022).
Consequently, management practices allowing grazing lucerne
pastures as early as possible, without affecting their productive
persistence, should have a great impact at the system level.

The aim of the present work was to evaluate, during the
first year after sowing, the impact of cutting severity on aerial
growth and perennial biomass, in two lucerne cultivars con-
trasting in their degree of winter dormancy and defoliated at a
frequency higher than that usually recommended (i.e. defolia-
tions earlier than the 10% flowering stage).

MATERIALS AND METHODS
Site, materials tested and experimental design

The experiment was carried out in a glasshouse and outdoors
in Balcarce, Argentina (37° 45’ S, 58° 18’ W), under natural

photoperiod from July 2014 to September 2015. The semi-
dormant WL611 (G6) and the non-dormant WL2058 (FD10)
cultivars and two cutting heights (4 and 10 cm) were studied.

On 22 July 2014, two hundred and sixty-four polyvinyl chlo-
ride (PVC) containers (132 for G6 and 132 for G10) 78 cm
in height and 16 cm in diameter, lined with polystyrene bag
perforated at the bottom were filled with a uniform mixture of
topsoil from a typical Argiudol (6% OM; 33 ppm P Bray 1) and
river sand (1:1 v/v). Prior to sowing, all containers were irriga-
ted to saturation and afterwards (during all the experiment)
were watered every two days with tap water in order to main-
tain soil water content close to field capacity. Sowing was
carried out in a greenhouse on 24 July 2014. Ten seeds were
placed in the centerline of the containers and a first thinning
was carried out when the seedlings reached the stage of a
fully unfolded true leaf, leaving only three plants per container.

On September 24, 2014, the plants were defoliated at 4 cm
in height and the containers were placed outdoors. For this,
a distance of approximately 20 cm was maintained between
the center of one tube and the center of another tube. The 132
containers of each cultivar were placed in two (2.0 m x 1.5
m) separated by a corridor (1.0 m wide and 2.0 m long). Once
installed, the cutting height treatments were assigned in a
completely randomized design with three replicates (i.e. three
containers). In total, the entire experiment occupied an area
of 8 m? (4.0 m x 2.0 m). On October 3,2014, a second thinning
of plants was carried out, leaving a final density of two plants
per container. One hundred and eight containers were used for
data collection in destructive sampling while the remaining
were used as a borders. The arrangement of the containers
described above allowed simulating a pasture condition with
a density of 500,000 plants/ha (Brown et al., 2006). To avoid
nitrogen (N) deficiencies, urea fertilization was applied weekly
at a rate of 46 kg N/ha (100 kg urea/ha). To avoid phosphorus
(P) deficiencies, triple superphosphate was applied after each
cutting at a dose of 20 kg P/ha. The experiment was kept free
of weeds and pests.

Meteorological record

Data on incident radiation and mean daily temperature were
obtained from the Agrometeorological Station of the EEA
INTA Balcarce, located less than 500 m from the experiment.
The accumulated rain during the outdoor period (October
2014-September 2015) was quite similar (915 mm) to that ob-
served in the 2004-2014 cycle (879 mm). The monthly mean
daily incident radiation was similar (14.0 Mj) to that observed
in the 2004-2014 cycle, and fluctuated between 5.9-6.4 M;j for
July-August 2015 and 22.9-22.3 Mj for December 2014 to Jan-
uary 2015. The monthly mean daily temperature was higher
than that observed in the 2004-2014 cycle (on average +0.7 °C),
and fluctuated between 9-11 °C for the coldest months (July-
August 2015) and 21-22 °C for the warmest months (Decem-
ber 2014 to February 2015).

Measurements

From November 5, 2014 to September 2, 2015, ten harvests
were made with an average frequency of 370 cumulative
growing degree days (GDD), considering a base temperature
of 5 °C (Thiébeau et al., 2011; table 1). Destructively sampled
containers were sequentially removed from the southern side.
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After each sampling date, the southern border was moved
northwards after each destructive sample to minimize edge
effects and to preserve the integrity of the experiment. On
February 25, 2015, after the corresponding measurements,
all plants were cut at 4 cm, to remove the accumulated dead
material, which was very high, particularly in the plants cut at
10 cm (data not shown). The following harvests were carried
out at the corresponding cutting heights. On April 10, 2015 it
was necessary to make an unplanned cut, due to a widespread
pigeon attack that was controlled late. The cutting height of
treatments was conserved, but no determinations were made.

After the cut all the aerial biomass was separated from the
crown. Subsequently, the crown and the 300 mm upper sec-
tion of the tap root, which represent around 76% of the total
biomass of the root system (data not shown), were carefully
washed with tap water and the crown was separated from
the root by visually determining the transition zone between
both tissue types, which coincides with the location of the last
bud (Teixeira et al., 2007). Given that the analyzed treatment
showed a similar root proportion in perennial biomass (data
not shown), and previous works (Teixeira et al., 2007) show
that, results in relation to %N in organs of reserve (root and
crown) are not modified if they are analyzed separately or as a
whole (i.e. analyzing %N in perennial biomass), the crown plus
root was treated as a single variable, the perennial biomass
(B,ge), similar to Teixeira et al. (2007). The above-ground bio-
mass (AB) was separated into that between the upper level of
the crown and the cutting height (AB_, representing the re-
sidual above-ground biomass after a cut) and that above the
cutting height (AB,,, ., representing the biomass harvested in a
cut). Both AB,_  and AB,,,,, were further separated into leaves
(AB, ., laminae + petioles) and stems (AB

In the AB,, the stems were separated into old/dead (empty
and solid to the touch and yellow-brown in color) and young
stems, generated during the last regrowth (flexible to the touch,
solid and green in color). The number of total nodes per plant
in the AB__ (TN,.) was estimated as the product between the
number of young stems and the number of nodes per young
stem. The TN, represents the amount of sinks (axillary buds
and internodes) available to produce new aerial biomass during
the regrowth after cutting. The sum of green leaves and young
stems constitutes the green AB . (AB, ). All fractions were
keptin a freezer at -20 °C until drying in a forced air oven at 60 °C

STEM) :

ed forboth AB,,,, and AB_.

estimated through the sum of AB

was

The total aerial growth AB_

and AB

RES_green
m? leaf/m? soil) was de-
(g DM/m?), the PRO-

HARV"
The residual leaf area index (LAI
termined as the product of the AB

RES’

RES_green
P ., in the ABpcs green and the specific leaf area of the residual
leaves (SLA,., m? leaf/g DM leaf). To determine the SLA

prior to oven drying, a sample of leaves was taken from the
AB,, laid out on a flat surface and photographed with a 14.1
Megapixel digital camera (SONY Cyber-shot, Japan). They
were then oven-dried at 60°C to constant weight. The photos
were processed to obtain the total leaf area per sample using
ImageJ software (v. 1.46r; National Institute of Health; USA).
The SLA,, was calculated as the ratio between the total leaf
area of the sample and its dry weight.

The nitrogen concentration (%N) in the leaves (%N ,.) from
the AB, .., and in the perennial biomass (%N,,) was deter-
mined by total combustion of the sample in ultra-pure oxygen
atmosphere, using a LECO equipment (LECO-FP528, Michigan,
USA). Leaf nitrogen specific to the residual leaf area (SLN_,
g N/m? leaf) was estimated as the quotient between the N in
residual leaf (g N/m? soil = %N . * AB_ ) and the LAI_
(m? leaf/m? soil). The absolute nitrogen content in perennial
biomass (N, kg N/ha) was estimated as the product between
%N, and the perennial biomass.

Statistical analysis

Treatments were arranged as the factorial combination of
two lucerne cultivars (G6 and G10) and two cutting heights
(40 cm and 10 cm from soil level) in a completely randomized
design with three replicates (i.e. three containers). For all the
variables considered, on each date, the average of two plants
per container was analyzed by ANOVA using the InfoStat sta-
tistical programme (Di Rienzo et al., 2015). When necessary,
the means were compared using the least significant differ-
ence test with a significance level of 0.05.

RESULTS
Aerial biomass

Regardless of cultivar, the cumulative aerial growth (AB_.,,)
of plants cut at 10 cm in height was 25% higher (p<0.05) than

for 72 hours. The leaf ratio (PROP . = AB, . /AB) was calculat-  that of plants cut at 4 cm in height, and no differences were de-
Date GDD Observations
05/11 /2014 426 Data from 24/9/2014 to 5/11/2014
03/12/2014 389
22/12/2014 312
13/01/2015 386
04/02/2015 368
25/02/2015 346 Dead material. Cutting at 4 cm in height
18/03/2015 395
10/04/2015 315 Pigeon attack. Cutting without data registration.
20/05/2015 415
02/09/2015 538

Table 1. Growing degree-days (GDD) during regrowth between cutting dates considering a base temperature of 5 °C.
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AB AB

(kg DMI(I;':‘;;Iyear) (kg DMlm}lyear)
G6-10cm 25.100 19.250
G6-4cm 19.150 16.380
G10-10cm 24.800 19.780
G10-4cm 21.260 18.630
P value Cultivar 0.64 0.40
P value Cutting Height 0.04 0.24
P value (Cutting Height*Cultivar) 0.55 0.60

Table 2. Cumulative aboveground biomass produced (AB

«row) @nd cumulative harvested aboveground biomass (AB

nary) iN @ semi-dor-

mant cultivar (G6) and a non-dormant (G10) cultivar of lucerne, cut at 4 and 10 cm in height with an average frequency of 370 cumulative
degree days (base temperature 5 °C). Means were compared using the least significant difference test with a significance level of 0.05.

tected between cultivars (table 2). Concerning to the accumu-
lated AB,,,,, no differences (p<0.05) were detected between
treatments (table 2). Irrespective of treatments, approximately
87% of the aboveground biomass was produced during spring-
summer, while the remaining 13% was produced in autumn-
winter (data not shown).

The total residual biomass (AB,,) increased over time and
was higher (p < 0.05) in plants cut at 10 cm in height (figure
1a). The residual green biomass (AB, ...) was mostly com-
posed of green stem (~80-90%, data not shown) and plants
cut at 10 cm showed significantly higher AB, . than those
cut at 4 cm (figure 1b). The differences between cultivars were
less common and were observed in some autumn-winter dates,
in plants cut at 10 cm in height, when cultivar G6 showed higher
values than G10 (figures 1a, b). The dead material in the residual
biomass increased strongly towards mid-summer, particularly in

3000 f
2500 f
2000 f

1500 +

ABys(kg DM/ha)

1000

500 f

0 1 1 1 1 1 1 )
0810  27-11 1601 07-08 26-04 15-06 04-08 23-09

plants cut at 10 cm in height (data not shown, but easily deduc-
ted from the difference between the data in figures 1a and 1b).

The residual leaf area index (LAl .) showed a similar behavior
to that observed inthe AB_ . . Plants cut at 10 cm showed hig-
her LA (p<0.05) than those cut at 4 cm at all cutting dates (fi-
gure 2a), with differences between cultivars being less common.
Except for two measurements at the end of spring, the cultivar G6
cutat 10 cm in height (G6-10 cm) showed, generally, higher LAI_

than the rest of the treatments from January onwards (figure 2a).

Regarding the number of total nodes per plant in the remnant
(TN_..), the highest values (p<0.05) were observed in cultivar
G6 with respect to G10 and in plants cut at 10 cm with respect
to those cut at 4 cm (figure 2b). The cultivar G6 severely defo-
liated (G6-4cm) showed quite similar values of TN, to those

of cultivar G10 lightly defoliated (G10-10cm) and was even
higher from March onwards (figure 2b).

600

' 400 |

ABgeg green(kg DM/ha)

N
o
o

0
08-10

27-11  16-01  07-08 26-04 1506 04-08 23-09

—e— G6-4cm

..... o G6-10cm —a— G10-4cm

...... A G10-10cm

Figure 1. Evolution of (a) total residual biomass (AB,

) and (b) green residual biomass (AB

rEs_green) IN @ S€Mi-dormant cultivar (G6) and

a non-dormant (G10) cultivar of lucerne, cut at 4 and 10 cm in height with an average frequency of 370 cumulative degree days (base
temperature 5 °C). Vertical bars indicate + one standard error of the mean. In each date, means were compared using the least significant

difference test with a significance level of 0.05.
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Figure 2. Evolution of the residual leaf area index (LAl ) (a) and the number of total nodes per plant in the residual green biomass (TN, )
(b), in a semi-dormant cultivar (G6) and a non-dormant (G10) cultivar of lucerne, cut at 4 and 10 cm in height with an average frequency
of 370 cumulative degree days (base temperature 5 °C). Vertical bars indicate + one standard error of the mean. In each date, means
were compared using the least significant difference test with a significance level of 0.05.
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Figure 3. Evolution of absolute N content of residual leaf (N, ..) (a) and specific leaf nitrogen of residual leaf area (SLN,.) (b), in a
semi-dormant cultivar (G6) and a non-dormant (G10) cultivar of lucerne, cut at 4 and 10 cm in height with an average frequency of 370
cumulative degree days (base temperature 5 °C). Vertical bars indicate *+ one standard error of the mean. In each date, means were
compared using the least significant difference test with a significance level of 0.05.

In both cultivars, plants cut at 10 cm in height showed, with  Perennial biomass

respect to those cut at 4 cm, higher (p<0.05) absolute N.con- |y poth cultivars, perennial biomass (B,.,) increased until

tent (N, ..5) and specific leaf nitrogen (SLN,.,) in the remai-  mid-late summer and plants cut at 10 cm showed higher B,
ning leaf area, the differences between cultivars being practi-  values than those cut at 4 cm, especially from mid-summer on-
cally irrelevant (figures 3a, b). wards (figure 4a). The nitrogen content of perennial biomass
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Figure 4. Evolution of perennial biomass (root plus crown) (a) and of the amount of N (N

eee) IN perennial biomass (b), in a semi-dormant

cultivar (G6) and a non-dormant (G10) cultivar of lucerne, cut at 4 and 10 cm in height with an average frequency of 370 cumulative
degree days (base temperature 5 °C). Vertical bars indicate * one standard error of the mean. In each date, means were compared using
the least significant difference test with a significance level of 0.05.

(N,.) was also superior in 10 cm cutting height, particularly
from mid-summer onwards (figure 4b). For these variables, di-
fferences between cultivars were practically irrelevant.

DISCUSSION

In this work, the impact of cutting height (4 cm vs. 10 cm) on
the performance of two lucerne cultivars, contrasting in their win-
ter dormancy (G6 vs. G10) and subjected to frequent defoliations
during the establishment year was analyzed. Due to a general
lack of differences between cultivars, which coincides with pre-
vious data reported for the region (Pece and Cangiano, 2003), the
discussion will focus only on the impact of cutting height.

Aerial biomass

In both cultivars, the accumulated forage production (i.e. the
biomass harvested above cutting height, AB_.) was not affected
by the cutting height and the total aerial growth (i.e. biomass
produced from ground level, BA_,,,) was higher in plants cut
at 10 cm than in those cut at 4 cm (table 2). The higher AB,,,
in less severely cut plants can be due, in part, to the higher
amount of photosynthetically active tissue in the residual post-
cutting biomass (figures 1b, 2a), as was previously reported
(Langer and Steinke, 1965; Hodgkinson et al., 1972; Simon et
al., 2004; Meuriot et al., 2005).

In lucerne, the aerial regrowth is derived from two types of
shoots, those originated from the buds of the crown (crown
shoots) and those originated from the axillary buds located in
the nodes of the remaining stems (axillary shoots) (Goose et
al., 1988). Although the origin of shoots was not quantified,
the higher TN, in plants defoliated at 10 cm in height (figure
2b) suggests, for plant defoliated at 10 cm, an important con-
tribution of the axillary shoots in biomass yield. In fact, axillary

shoots play an important role in intercepted radiation and dry
matter production, due to their rapid emergence after cutting,
at a time when the development of leaf area is the main fac-
tor limiting growth (Goose et al., 1988). The importance of the
contribution of axillary shoots should be higher in frequently
defoliated plants (i.e. short-lived regrowth) such as those
of the present work. This is confirmed by previous research
showing that, in plants severely cut, the slow shoot emergence
limits the regrowth rate (Leach 1968; Garcia et al., 2021).

In addition, plants cut at 10 cm in height showed, with res-
pect to plants cut at 4 cm, higher nitrogen content in the resi-
dual leaf (figure 3). The higher specific leaf nitrogen in the re-
sidual leaf area of plants cut at 10 cm in height (SLN,, figure
3b) suggests greater photosynthetic capacity than those cut
at 4 cm (Teixeira et al., 2008). In addition, the higher nitrogen
content in the residual leaf of plants cut at 10 cm in height
(NFOL_RES) could be contributed as N source to the initial growth
of nearby axillary buds during early phases of shoot regrowth
(Dufour et al., 2004), supplementing the N provided by the
crown and roots which was also higher in plants cut at 10 cm
in height (figure 4b). Therefore, in plants defoliated at a higher
frequency (i.e. ~350 GDD) than the usually recommended (i.e.
10% flowering stage), a higher cutting height promote residual
leaf area with higher capacity to both, intercept the incoming
solar radiation (due to a higher LAI_, and higher TN__) and
to convert the captured radiation in biomass more efficiently
(due to a higher NFOL_RES, higher NFE__ and higher N

In addition to the higher photosynthetic source (LAl and
NFE,..), another factor contributing to the higher BA ., in
plants less severely defoliated is a higher amount of sinks
available to produce new aerial biomass during the regrowth
(Leach, 1968; 1969). In fact, the number of total nodes per
plant in the young stems (axillary and crown) of the residual
was also higher in plants cut at 10 cm in height (TN___, figure

PER) °

RES’
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3b). Based on what was previously discussed, it is possible
to conclude that in both cultivars, the higher aerial growth of
plants cut at 10 cm can be explained by both, a higher pho-
tosynthetic source (i.e. higher LAI_ ., higher NFE__) and a hig-
her amount of sinks in the residual biomass (i.e. higher num-
ber of TN

RES)'

Perennial biomass

In both cultivars, defoliated at a frequency higher than that
usually recommended for the first year (i.e. defoliations earlier
than the 10% flowering stage), the plants cut at 10 cm in height
showed higher perennial biomass than those cut at 4 cm. More-
over, plants cut at 10 cm in height quickly achieved, and main-
tained throughout the period, a perennial biomass level above
the value (3000 kg DM/ha, figure 4a) at which root partitioning
would start not to limit the above-ground biomass production
(Sim et al., 2015). This result is in agreement with previous re-
ports showing that plants less severely defoliated maintain a
higher photosynthetic leaf residual and therefore shows a higher
root biomass than plants cut more severely (Hildebrand and
Harrison, 1939; Langer and Steinke, 1965; Meuriot et al., 2005).

Therefore, in our work, the lower amount of perennial biomass
and nitrogen content of plants cut at 4 cm may be due to a
lower photosynthetic capacity in the residual (e.g. lower LAI-
wes and NFE,_, figure 3a) which was not enough to supply the
resources demand exerted by the aerial sinks after the cutting
(Ryle and Powell, 1975). In this respect, in lucerne, the aerial
sinks exert a high control of carbon metabolism during post-
cutting regrowth (Frankhauser and Volenec, 1989). Conse-
quently, in plants cut at 4 cm there would be less availability
and/or less partitioning of carbohydrates to the perennial
biomass affecting negatively their carbon balance (Davidson
et al., 1990; Meuriot et al., 2005).

Management implication

The results obtained in the present work demonstrate that,
during the establishment year, a defoliation management that
contemplates a higher post-cutting foliar residual, allows to
reconcile the need to rapidly establish a vigorous root system
(Sim et al., 2015) with the need for early and frequent grazing
to maximize the secondary production in lucerne pastures (Be-
rone et al., 2020). In turn, the lack of differences between the
cultivars evaluated indicates that the recommendation to in-
crease the residual leaf area during the year of establishment
applies to both non-dormant and semi-dormant cultivars.

The dead material of the residual biomass increased stron-
gly in the plants cut at 10 cm in height deriving in a cleaning
cut (4 cm in height) towards the middle of summer, as was al-
ready mentioned (material and methods and result sections). It
is important to mention that the presence of dead material did
not affect the growth capacity of plants (‘mid-summer’ pasture
growth rates: 10 cm in height= 145-180 kg DM/ha/day; 4 cm in
height= 120-150 kg DM/ha/day). In turn, the cleaning cut did not
have negative consequences on the defoliated plants at 10 cm
in height. These results suggest that, if necessary, a midsum-
mer cleaning cut would not have negative consequences on lu-
cerne plants that were previously defoliated at 10 cm in height.

Another implication emerging from the present research is

about the need for autumn rest in lucerne pastures. A resting
lucerne is generally suggested in late summer- early autumn

until approximately 50% flowering to allow root reserves to
be restored before winter (Teixeira et al., 2007; Berone et al.,
2020). Longer recovery intervals in autumn (~500-600 GDD)
have been found to be important for productivity and persis-
tence in high northern latitudes where cutting lucerne prior to
winter can greatly reduce the persistence of plants (Bélanger
et al., 1999). Such recommendation can be hard to follow for
farmers because, in late summer— early autumn, the other
forage resources are not available to be used (e.g. pastures
recently sown, crops not harvested as silage) and the green
lucerne pastures is a high valuable feed resource. Conside-
ring the results obtained in the present work, the need for
such autumn rest would be more relevant in plants frequently
and severely defoliated (i.e. every 370 GDD and 4 cm in height).
However, if defoliations are not severe (i.e. every 370 GDD and
10 cm cutting height), the levels of perennial biomass and N re-
serves observed (figure 4) suggest that, for humid and tempera-
te environments, the need for such a rest would be less relevant.
Of course, to be more conclusive on this a direct comparison of
defoliation strategies during late summer- early autumn (e.g.
frequent/not severe vs. infrequent/severe) is needed.

CONCLUSIONS

In lucerne cultivars with contrasting degrees of winter dor-
mancy, reducing the severity of defoliation during the year of
planting allows maintaining a forage yield similar to those of
more severely defoliated plants under high defoliation frequen-
cy. At the same time, less severely defoliated plants showed
higher biomass and N levels in their perennial organs (i.e. root
plus crown). Consequently, a defoliation management that con-
templates a higher post-cutting foliar residual allows, during the
establishment year, to reconcile the need for early use of lucerne
pastures with the need to establish a vigorous perennial system.
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RESUMEN

La volatilizacién de amoniaco (N-NH,) es una importante via de pérdida de nitrégeno (N) desde fertilizantes nitroge-
nados. En tal sentido, existe la necesidad de desarrollar estrategias de manejo que maximicen la eficiencia de uso de N
(EUN). El objetivo de este trabajo fue evaluar las pérdidas por volatilizacion, rendimiento, N en grano, EUN y sus compo-
nentes: eficiencia fisioldgica (EF) y de recuperacion (ER) en el cultivo de maiz bajo SD, al momento de aplicacion (siem-
bra, V3 y V6) y dosis de N (0, 60 y 120 kg N ha). Para las condiciones en las cuales se desarrollé esta experiencia, las
pérdidas por volatilizacién de N-NH, se extendieron por un periodo de 7 dias desde la fertilizacién para los momentos de
siembray V3, mientras que para V6 fue de 6 dias desde la fertilizacion. En general, las pérdidas de N-NH, se incrementa-
ron con la dosis de N, siendo mayores desde el tratamiento 120 kg N ha, mientras las pérdidas desde el tratamiento
60 kg N ha™ no difirieron de las del tratamiento ON. Las pérdidas totales de N-NH, no fueron afectadas por el momento
de aplicacion (7,0; 9,2y 10,6% del N aplicado para los momentos de siembra, V3 y V6, respectivamente) y se incrementa-
ron significativamente por la dosis de N (6,5y 13,8% del N aplicado para las dosis de 60 y 120 kg ha™, respectivamente).
El rendimiento, N en grano, EUN y sus componentes no fueron afectados por el momento de aplicacién, solamente se
determing efecto significativo de la dosis de N sobre estas variables (9327, 10413 y 10800 kg ha de rendimiento para
0,60y 120kg ha", respectivamente y 99, 122 y 146 kg ha™ de N en grano para 0, 60 y 120kg ha™, respectivamente). En
sintesis, para las condiciones en que se desarroll6 esta experiencia, las pérdidas por volatilizacién de N-NH, solamente
se incrementaron significativamente por la dosis de N, sin efecto del momento de aplicacion.

Palabras clave: nitrégeno, volatilizacion de N-NH,, siembra directa, dosis, momento de aplicacion.

ABSTRACT

Ammonia volatilization losses (N-NH,) is an important way of nitrogen (N) losses from fertilizer. Therefore, is impe-
rative to determine management practice to increase N use efficiency (EUN). The objective was to evaluate ammonia
volatilization losses, grain yield, grain N content, EUN and it components: physiological efficiency (EF) and recovery
efficiency (ER) to fertilization time (Showing, V3 and V6) and N rate (0, 60 and 120 kg N ha") in no-till corn. Ammonia
volatilization losses were extend for a period of 7 day after fertilization for showing and V3 fertilization time while for
V6 fertilization time was 6 day after fertilization. In general, volatilization losses were increases with N rate, greater
volatilization were determined from treatment 120 Kg N ha“', while ammonia volatilization losses from treatment 60
kg N ha was not different from treatment ON. Total N-NH, volatilization losses were not affected by fertilization time
(7.0, 9.2y 10.6% of N applied for Showing, V3 y V6 fertilization time, respectively), and were increased by N rate (6.5
y 13.8% of N applied for de 60 y 120 kg ha™' N rate, respectively). Corn grain yield, grain N content, N use efficiency
(EUN) and it components were not affected by fertilization time, and only were significantly increased by N rate (9327,
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10413 and 10800 kg ha’ grain yield for 0, 60 and 120 kg ha’', respectively and 99, 122 and 146 kg ha™ grain N content
for 0, 60 and 120kg ha’', respectively). In synthesis, for the experimental conditions, N-NH, volatilization losses only
were increased by N rate between without effect of N application time.

Keywords: nitrogen, N-NH,volatilization, no-till, N rate, fertilization time.

INTRODUCCION

La intensificacidn de la agricultura y la utilizacion de varie-
dades de mayor potencial productivo, entre otros factores,
han incrementado las dosis de fertilizantes, especialmente
con nitrégeno (N). EI N es el nutriente que en mayor medi-
da condiciona el crecimiento y rendimiento de los cultivos
(Echeverria y Sainz Rozas, 2015). EI N debe estar bien provis-
to en cantidad y oportunidad como para asegurar un éptimo
estado fisiolégico de los cultivos durante el periodo critico,
momento en el cual se define el rendimiento de estos. El sis-
tema de siembra directa (SD) produce una serie de cambios
en el ambiente edafico, el mas relevante es la menor disponi-
bilidad de N mineral durante los primeros afios de su imple-
mentacion (Fox y Bandel, 1986). Por lo tanto, la fertilizacion
nitrogenada con dosis mayores es una practica necesaria
para la obtencién de similares rendimientos que bajo labran-
za convencional (Dominguez et al., 2001).

Normalmente, bajo SD los fertilizantes nitrogenados son
aplicados sobre la superficie del suelo. En estas condiciones,
las fuentes de N que contienen urea, pueden resultar menos
eficientes debido a las pérdidas por volatilizacién bajo la for-
ma de amoniaco (N-NH,) (Barbieri et al., 2003; Sainz Rozas et
al., 2004; Barbieri et al., 2018). En el suelo, la urea es hidroliza-
da a amonio (NH,*) por la enzima ureasa. La hidrélisis resulta
en el consumo de protones con el consiguiente aumento del
pH alrededor del granulo de fertilizante, lo que a su vez favore-
ce la formacién de NH, por un desplazamiento en el equilibrio
NH,* a NH,, provocando pérdidas por volatilizacién de N-NH,
aun en suelos acidos.

La magnitud de las pérdidas en sistemas de SD es afectada
por factores ambientales (humedad, temperatura y viento), de
suelo (pH, capacidad buffer, capacidad de intercambio catiéni-
co, materia organica) y de cultivo (cantidad y tipo de residuos
de cosecha y fuente y dosis de N) (Ferguson et al., 1984; Sainz
Rozas et al., 1999; Barbieri et al., 2003 y 2010). A su vez, una
rapida hidrélisis de la urea resulta en mayores pérdidas poten-
ciales de N-NH,; dado que la velocidad de hidrélisis depende
de la actividad ureasica, factores que la modifican como la
concentracién de urea, el pH, la temperatura y el contenido de
agua (Kiessel y Cabrera, 1988) afectaran la magnitud de las
pérdidas. A su vez, la actividad de la ureasa esta directamente
relacionada con el contenido de C organico, presencia de re-

siduos de cosecha y N total del suelo (Reynolds et al., 1985;
Mclnnes et al., 1986).

Las pérdidas por volatilizacion son mas elevadas cuando las
temperaturas del suelo se incrementan en un rango de 10 a 50 °C
(Hargrove, 1988). En tal sentido, las pérdidas por volatilizacion
son mds importantes para cultivos de verano. Por ende, cuan-
do el fertilizante es aplicado al cultivo de maiz al momento
de la siembra o en V6, se produciran pérdidas variables de N
como consecuencia de cambios en la temperatura del suelo. En
Balcarce, para aplicaciones de urea al momento de la siembra
(promedio de dos afnos) se determinaron pérdidas por volatili-
zacion del 2,5y 5,5% del N aplicado para las dosis de 70 y
140 Kg N ha”, respectivamente. Sin embargo estas fueron del
7,1y 11,5% del N aplicado para el estadio de V6, esto es de-
bido a las mayores temperaturas de suelo que predominan en
diciembre. Cuando la humedad del suelo no limita el proceso
de pérdida, la cantidad de amoniaco volatilizado se relaciona
con la temperatura del suelo, con temperaturas inferiores a 7 °C
no existen pérdidas relevantes por volatilizacion (Sainz Rozas
et al., 1997). Evaluaciones realizadas en Rafaela (region central
de la provincia de Santa Fe, Argentina) mostraron pérdidas de N
por volatilizacién del 36% para aplicaciones de urea sobre su-
perficie en V6 bajo SD (Fontanetto y Keller, 2006). Mientras que
en maices tardios para Pergamino las pérdidas fueron de has-
ta el 40% (Ferraris et al., 2014). Para Balcarce (SE bonaerense)
se han determinado pérdidas por volatilizacion inferiores al 15%
(Sainz Rozas et al., 1997) y escasas o nulas diferencias en rendi-
miento y eficiencia de uso de N (EUN, kg grano kg N disponible)
(Sainz Rozas et al., 1999; Barbieri et al., 2018). La menor tempera-
tura y la mayor capacidad buffer de los suelos del SE bonaerense
explicarian las diferencias observadas entre localidades.

Las pérdidas por volatilizacion a partir de urea en el cultivo
de maiz bajo SD son dependientes de la dosis utilizada y del
momento de aplicacién (Sainz Rozas et al., 1997). Si bien las
pérdidas por volatilizacion son mayores a medida que se incre-
menta la temperatura, otros mecanismos como la desnitrifica-
ciony el lavado de N se ven poco afectados (Sainz Rozas et al.,
2004). En estadio de V6 el maiz comienza su mayor actividad
de crecimiento y consecuentemente incrementa su demanda
de agua y N (Ritchie y Hanway, 1982). Esto afectaria la EUN
siendo mayor en estadios avanzados V3 o V6 respecto de apli-
caciones a la siembra.

Profundidad Textura pH P MO N-NO,
mg kg™ g kg’ kg ha”’
0-20 Franca 57 17,2 52,8 17,2
20-40 11,6
40-60 10,9

Tabla 1. Caracteristicas edaficas del sitio experimental.
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La fertilizacién nitrogenada es una practica de manejo ne-
cesaria para la obtencién de elevados rendimientos. Actual-
mente, las dosis de N aplicadas se han incrementado, en
consecuencia, existe una creciente preocupacién sobre las
consecuencias ambientales que tiene el empleo de elevadas
dosis de N. Por lo tanto, existe la necesidad de evaluar prac-
ticas de manejo que produzcan incrementos en la EUN con el
menor impacto ambiental. Dado que en maiz el momento de
aplicacién de N afecta en gran medida las pérdidas de N-NH,
por volatilizacion y en consecuencia la EUN, existe la necesi-
dad de explorar la aplicacion de N en diferentes momentos con
el objetivo de evaluar cudl produce la maxima EUN.

MATERIALES Y METODOS

El experimento fue realizado en la Estacion Experimental
Agropecuaria del INTA Balcarce, sobre un cultivo de maiz en un
lote de prolongada historia agricola (mas de 30 afos) y bajo SD
en los ultimos 5 afos, con una cobertura de rastrojo del 80%. El
suelo donde se implanté el ensayo fue un Paleudol Petrocalcico
con limitacion de profundidad por tosca a los 100 cm, algunas de
las caracteristicas se encuentran en la tabla 1.

Para la caracterizacién climéatica de la estacién de crecimien-
to se utilizaron registros de las precipitaciones medidas por
la Estacion meteoroldgica de la EEA INTA Balcarce, asi como
registros de la temperatura y radiacién media mensual durante
el ciclo de crecimiento del cultivo.

A la siembra del cultivo de maiz se aplicaron 100 kg de su-
perfosfato triple con el objeto de que el fésforo (P) no limitara
el crecimiento del cultivo. La densidad de plantas logradas fue
de 70.000 plantas ha’, las malezas y los insectos fueron con-
trolados en forma adecuada.

El diseno experimental utilizado fue en bloques completos
aleatorizados con tres repeticiones con un arreglo factorial 3
X 2; tres momentos de aplicacion de N (siembra, estadio vege-
tativo de 3 hojas; V3 y estadio vegetativo de 6 hojas; V6) y dos
dosis de N (60 y 120 kg ha) aplicadas al voleo en cobertura

180 T
160 +
140 T
120 +
100 T

Agua (mm)

total. Ademas se incorporé un tratamiento control (0 kg N ha™).
Las unidades experimentales fueron de cuatro surcos (2,8 m
de ancho por 12 m de longitud).

El método para estimar el N-NH, volatilizado consistié en un
sistema de absorcion semiabierto estatico, adaptado del pro-
puesto por Nommik (1973) y utilizado en suelos de la zona por
Videla (1994). Este permitié atrapar el NH, por medio de un ci-
lindro de polietileno de 30 cm de didametro por 50 cm de altura
que tiene en su parte superior dos planchas de poliuretano (goma
espuma) de 1,5 cm de espesor (bandeja con acido y sumergir la
esponja adentro). Estas estdn embebidas con H,S0, 1 Ny sepa-
radas 12 cm entre si. El NH, es atrapado por la plancha inferior,
mientras que la superior evita que se contamine con NH, prove-
niente de otros lugares. Las planchas se cambiaron cada 24 hy
fueron lavadas con 1,5 | de agua desmineralizada. Una alicuota
de 25 ml fue alcalinizada con 5 ml de NaOH al 40% y el NH, pro-
ducido se recogid por microdestilacion (Keeney y Nelson, 1982)
en acido borico al 2% hasta completar un volumen de 35 ml. Este
fue titulado con H,SO, 0,005 N para determinar la cantidad de
N-NH, desprendida. Se coloc6 una camara por parcela, la que se
distribuyo6 aleatoriamente dentro de esta. Las trampas fueron en-
terradas en su parte inferior unos 5 a 7 cm dentro del suelo para
ser fijadas al suelo y evitar escapes de NH, hacia la atmésfera.

Las determinaciones de NH, volatilizado se realizaron desde
la aplicacidn del fertilizante hasta la ocurrencia de una preci-
pitacién superior a los 10 mm. Durante este periodo las tem-
peraturas de suelo, a 5 cm de profundidad, fueron estimadas
por medio de la siguiente ecuacion: Y = -1,13 + 1,23X (Navarro
Duymovich, comunicacion personal).

en donde Y= temperatura estimada
X= temperatura media diaria del aire
Se realiz6 muestreo de suelo a la siembra para determinar
pH, P disponible y MO. El ensayo se condujo sin limitaciones
hidricas durante la floracién a fin de poder expresar las even-

tuales pérdidas de N del sistema. En madurez fisioldgica se
realizé la cosecha de las espigas, se determiné el rendimiento

Decadios

== Ppcion

——ETR —a— Déficit

Figura 1. Balance de agua del cultivo de maiz irrigado bajo SD. La linea de triangulos representa los momentos durante el ciclo del cultivo

en donde se produjeron deficiencias hidricas.
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Figura 2. Evolucion de las pérdidas por volatilizacién de N-NH, en funcién del momento de fertilizacion para el cultivo de maiz bajo SD.
Las lineas verticales indican el valor de DMS (5%).
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Figura 4. Relacién entre las pérdidas diarias de N-NH, por volatilizacién en funcién de la temperatura de suelo (5 cm).

ajustandose al 14% de humedad. El N orgdanico reducido acu-
mulado en grano se determiné por combustion seca (LECO,
20009) utilizando un equipo LECO TruSpec CN. La acumulacion
de N en grano se calculé6 multiplicando el rendimiento (0%
de humedad) y la concentracién de N en grano. Se realizé el
calculo de la eficiencia de uso de N en grano (EUN) [rendi-
miento en grano (kg)/ N disponible (kg)] como el producto de
la eficiencia fisiol6gica (EF) [rendimiento en grano (kg)/N ab-
sorbido en planta o grano (kg)] y la eficiencia de recuperacién
(ER) [N absorbido en grano (kg)/ N disponible (kg)] (Moll et al.,
1982) en general cuando se habla de eficiencia de recupera-
cion se refiere a lo que absorbio el total de la planta. EI N dis-
ponible se calcul6 como la suma del N proveniente del suelo
(N final - N inicial), el mineralizado y el aplicado como fertili-

zante. EI N del suelo fue el determinado previo a la siembra y
a la cosecha; para el N mineralizado se utilizé el N absorbido
en grano por el testigo (Meisinger et al., 1992).

El andlisis de la varianza fue realizado usando el procedi-
miento GLM incluido en las rutinas del programa Statical Ana-
lisis System (SAS) (SAS Institute Inc, 2008). Las diferencias
entre medias de tratamiento fueron comparadas usando el
test de diferencias minimas significativas (5%).

RESULTADOS Y DISCUSION
Condiciones meteorolégicas

Las precipitaciones registradas durante el ciclo del cultivo
totalizaron 331 mm, este valor es inferior a la evapotranspi-

Barbieri, P.A.; Echeverria, H.E.; Sainz Rozas, H.R. Y



Tratamientos Dosis de N Vol Total Rend N en grano
Momento kg ha™
0 0,6 9764 112,2
Siembra 60 24 10230 115,9
120 13,7 10967 148,3
0 1,8 8454 83,1
V3 60 6,1 10347 114,3
120 15,5 10777 146,4
0 1,6 9764 101,9
V6 60 7,0 10661 135,6
120 16,0 10655 142,0
Siembra 56a 10598 a 132,0a
Prom. Momento V3 78a 10562 a 130,3 a
V6 82a 11262 a 138,8 a
0 1,3b 9327 b 99,1c
Prom. Dosis 60 52b 10413 a 1219b
120 151a 10800 a 1456 a
Andlisis de la varianza
Momento (M) ns ns ns
Dosis (D) *k *k *k
MxD ns ns ns

Tabla 2. Pérdidas totales por volatilizacion, rendimiento y contenido de N en grano del cultivo de maiz bajo SD.

racion del cultivo determinada para la zona (530 mm) por An-
drade y Gardiol (1995), el déficit hidrico calculado mediante
balance hidrico fue de 193 mm. Sin embargo, debido a los rie-
gos aplicados durante la floracién y la variacién de agua dtil
del suelo, probablemente no se haya producido déficit hidrico.
En consecuencia, el rendimiento del maiz no deberia haberse
afectado por estrés hidrico (fig. 1).

Evolucion de las pérdidas por volatilizacion de amoniaco

Las pérdidas por volatilizaciéon de N-NH, se extendieron por
un periodo de 7 dias para las aplicaciones al momento de la
siembra y V3, mientras que para V6 las pérdidas se produjeron
por un periodo de 6 dias luego de la aplicacion de N (fig. 2). La
interrupcion del proceso de volatilizacién de N-NH, fue conse-
cuencia de la ocurrencia de precipitaciones superiores a 10 mm
que incorporaron el N del fertilizante en el perfil de suelo (Fox
et al., 1986) (fig. 2). Para todos los momentos de aplicacion,
las maximas tasas de pérdida de N-NH, se observaron a partir
del tercer o cuarto dia después de la fertilizacion (fig. 2), dichas
pérdidas de N se corresponderian con los mayores valores de
pH registrados en el suelo (Ferguson et al., 1984). Para todos
los momentos de fertilizacién las maximas tasas de pérdida de
N-NH, fueron determinadas desde el tratamiento con la dosis
de 120 kg N ha™'. Las pérdidas desde este tratamiento en gene-

ral difirieron de 60 kg de N ha' y el testigo, y a su vez la dosis
de 60 kg de N ha™ no fue estadisticamente diferente del trata-
miento testigo en ningiin momento de aplicacién de N (fig. 2).

No se determiné interaccion significativa momento por dosis
de N para las pérdidas totales expresadas en kg ha' teniendo
en cuenta el testigo (tabla 2) o expresadas como porcentaje
del N aplicado (fig. 3). Las pérdidas totales por volatilizacion
de N-NH, (kg ha” o como porcentaje del N aplicado), si bien
aumentaron con la demora en el momento de fertilizacion,
no fueron afectadas significativamente. Se determiné efec-
to significativo de la dosis de N, siendo las pérdidas desde
el tratamiento 120 kg N ha™ significativamente mayores a las
pérdidas desde el tratamiento testigo y 60 kg N ha™ (tabla 2).
Las pérdidas totales, promedio de todos los momentos de fer-
tilizacion, fueron de 3,9 (6,5% del N aplicado) y 13,8 kg N ha™
(11,5% del N aplicado) para la dosis de 60 y 120 kg de N ha™,
respectivamente. Estos resultados ponen de manifiesto la im-
portancia de las dosis de N sobre las pérdidas por volatilizacion
de N-NH,. Los valores de pérdida de N determinados en esta
experiencia fueron similares a los ya informados para el sudes-
te bonaerense (Sainz Rozas et al., 1999; Barbieri et al., 2003).

Si bien las pérdidas por volatilizacién de N-NH, son mas ele-
vadas cuando las temperaturas del suelo se incrementan en
un rango de 10 a 50 °C (Hargrove, 1988), para las condiciones
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test de DMS (5%).

ambientales en que se desarrollé esta experiencia, el momen-
to de aplicacién del fertilizante no afecté significativamente
las pérdidas (tabla 2). La diferencia en la temperatura prome-
dio del suelo durante el periodo experimental, principal varia-
ble que explica las pérdidas por volatilizacion (Sainz Rozas et
al., 1999), fueron de 16,9 25,6 y 23,8 °C para los momentos de
siembra V3 y V6, respectivamente. Esto sugiere que la tempe-
ratura es importante, pero no determinante de las pérdidas de
N-NH, por volatilizacién. No obstante, las pérdidas N-NH, por
volatilizacion se incrementaron con el aumento de la tempe-
ratura del suelo (fig. 4). Es valido mencionar que para el su-
deste bonaerense existen reportes en donde se determinaron
mayores pérdidas por volatilizaciéon de N-NH, en V6 respecto
a la siembra de maiz, cuando la temperatura del suelo aumen-
16 entre dichos momentos de fertilizacion (Sainz Rozas et al.,
1997). Los incrementos de la temperatura en nuestra expe-
riencia fueron de 8,7 y 6,9 °C para los periodos siembra-V3 'y

siembra-V6, respectivamente, mientras que en el trabajo de
Sainz Rozas et al. (1997) las diferencias de temperatura en-
tre siembra-V6 fueron de aprox. 11 °C. Estas diferencias en
la temperatura del suelo podrian explicar los resultados ob-
tenidos. No obstante, cuando el fertilizante es aplicado a la
siembra, en V3 o en V6, se produciran pérdidas variables de N
como consecuencia de cambios en la temperatura del suelo
(fig. 4, tabla 2).

Rendimiento y contenido de N en grano

No se determiné interaccion significativa entre los factores
de tratamiento (momento de aplicacion y dosis de N) para el
rendimiento en grano o para el contenido de N en grano (tabla
2). El rendimiento del cultivo no se incrementd significativa-
mente por efecto del momento de aplicacion de N mientras
que la dosis de N incrementé significativamente el rendimien-
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Figura 6. Relacién entre la eficiencia de recuperacién del N aplicado (ER) y las pérdidas totales pérdidas de N-NH, por volatilizacién en

el cultivo de maiz bajo SD.

to en grano del cultivo (tabla 2). Los tratamientos fertilizados
no difirieron entre si y estos ultimos lo hicieron con el trata-
miento testigo, la respuesta en rendimiento a N promedio de
ambas dosis fue de 1279 kg ha (14%).

El contenido de N en grano, al igual que el rendimiento, no
se incrementé significativamente por efecto del momento de
aplicacién de N. El contenido de N en grano fue afectado sig-
nificativamente por la dosis de N (tabla 2). Los incrementos en
el contenido de N en grano fueron de 23 (23%) y 24 (19%) kg de
N ha™ entre el tratamiento testigo vs. 60y 60 vs. 120 Kg N ha™.
El momento de aplicacion del N no afecté el contenido de N en
grano, estos resultados difieren de los reportados por Sainz
Rozas et al. (1999) para maiz bajo SD con aplicaciones de N
en V6 respecto de la siembra. Siendo la principal consecuen-
cia a que las pérdidas de N del sistema, para la campaia eva-
luada, no habrian sido de gran magnitud. Durante los estadios
iniciales (siembra-V6) si bien se registraron precipitaciones
que permitieron incorporar el fertilizante y finalizar las pérdi-
das por volatilizacién de N-NH,, estas no fueron suficientes
para producir el lavado de N-NO_ (fig. 1), principal mecanismo
de pérdida de N del sistema en el sudeste bonaerense (Sainz
Rozas et al., 2004).

Eficiencia de uso de N

La eficiencia de uso de N ni sus componentes EF y ER fueron
afectadas significativamente por la interaccién momento de
aplicacién y dosis de N. El momento de aplicacién del N tam-
poco afecté significativamente la EUN, EF o ER, mientras que
el incremento de la dosis de N disminuyé significativamente
la EUN y sus componentes (fig. 5). Estos resultados coinciden
con los informados por Sainz Rozas et al. (2004), Barbieri et al.

(2010), Barbieri et al. (2018), quienes establecieron que la ER
disminuye con el incremento de la dosis de N.

Para las condiciones en las cuales se desarrollé esta expe-
riencia, la falta de diferencias en la EUN o sus componentes al
momento de aplicacién del N seria debido a que las pérdidas
de N del sistema no fueron de gran magnitud. Las pérdidas
por volatilizacion de N-NH, se extendieron por un periodo no
mayor de 7 dias, ya que las lluvias incorporaron el N en el perfil
del suelo deteniendo el proceso de pérdida (fig. 2). Las pérdi-
das de N-NH, por volatilizacién fueron de 7,9y 11% del N apli-
cado promedio de dosis para los momentos de siembra V3'y
V6, respectivamente y no se asociaron significativamente con
la ER (fig. 6). Estos resultados coinciden con los informados
por Bonelli et al. (2018) quienes no determinaron diferencias
en la ER para diferentes momentos de fertilizacion (siembra,
V6 y V10) ni fuentes de N (urea y UAN). En tal sentido, el uso
de pronésticos meteorolégicos de corto plazo permitiria pro-
gramar la fertilizacién previo a una lluvia para lograr una rapi-
da incorporacion del N al suelo.

CONCLUSIONES

Para las condiciones en las cuales se desarrollé este experi-
mento, las pérdidas de N-NH, por volatilizacién se incremen-
taron por efecto de la dosis de N y no por el momento de apli-
cacion. Esto seria debido a que las precipitaciones ocurridas
(>10 mm) una semana después de la fertilizacion incorpora-
ron el N en el perfil del suelo, impidiendo que se expresaran
las pérdidas de N-NH, por volatilizacién. El rendimiento y el
contenido de N en grano se incrementaron por la dosis de N; el
momento de aplicacién del fertilizante no produjo efectos so-
bre estas variables. Esto seria debido a que en esta estacion
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de crecimiento las pérdidas de N del sistema fueron de escasa
magnitud. En funcion de esto, se determiné que aplicaciones
de N retrasadas respecto de la siembra no incrementaron la
EUN, y dosis mayores a 60 kg N ha™' no afectan el rendimiento,
pero si la concentracién de N en grano.
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Efecto del estrés salino en el régimen

hidrico, concentracion

de compuestos osméticamente

activos y pigmentos fotosintéticos

en cultivares de tomate s ]

Avila, C.'; Argentel-Martinez, L.2; Campos-Posada, R.3; Campos-Posada, G.4;
Eichler-Lébermann, B.5; Lopez, R.'

RESUMEN

El presente trabajo tiene como objetivo identificar indicadores fisioldgicos y bioquimicos para caracterizar geno-
tipos de tomate tolerantes al estrés salino. Se estudiaron cuatro variedades (Amalia, Vyta, Campbell-28 y Claudia)
en condiciones semicontroladas, un medio salinizado a base de NaCl a conductividad eléctrica (CE) de 6 dS m™ con
su respectivo control a CE=0.36 dS m™. Se evaluaron indicadores: contenido de prolina, glicina betaina, proteinas
solubles totales, clorofila a y carotenoides, potencial hidrico en hojas y raices, potencial osmético foliar y ajuste
osmaético (AO). Se realizé un analisis de componentes principales (ACP) para determinar los indicadores que mas
contribuyen a la tolerancia a la salinidad. Existi6 variabilidad de respuesta en los indicadores evaluados entre el
medio salino y el medio control. La prolina se incrementé entre 3y 9 mf g" ms enraices y entre 8y 23 mg g’ mf en
hojas, demostrando la capacidad de osmorregular en funcién de solutos organicos. Las variedades Amalia y Vyta
presentaron los mayores incrementos de glicina betaina (18 mg g ms). Todas las variedades redujeron su poten-
cial hidrico en condiciones de salinidad a valores menores de -0.9 MPa, en consecuencia existié un AO significativo
entre las variedades, siendo Vyta y Amalia las de mayor AO. Partiendo del ACP se encontré que las variables po-
tencial hidrico radicular y foliar, potencial osmético, ajuste osmético y el contenido de prolina fueron las de mayor
contribucién a la variabilidad total encontrada entre variedades. Vyta y Amalia resultaron las tolerantes mientras
que Claudia y Campbell-28 clasificaron como susceptibles.

Palabras claves: salinidad, prolina, ajuste osmético, tolerancia, Vyta.

ABSTRACT

This work aimed to identify ecophysiological and biochemical indicators to characterize tomato genotypes tolerant
to salt stress. Four varieties (Amalia, Vyta, Campbell-28 and Claudia) were studied under semi-controlled conditions, a
salinized medium based on NaCl at electrical conductivity (EC) of 6 dS m™ with their respective control at EC=0.36 dS
m’". Proline content, glycine betaine, total soluble proteins, chlorophyll and carotenoids, water potential in leaves and
roots, leaf osmotic potential and osmotic adjustment (AO) were the evaluated variables. A principal component analy-
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sis (PCA) was carried out to determine the indicators that most contribute to salinity tolerance variability. There was a
significant variability response in the evaluated indicators between the saline medium and the control medium. Proline
increased between 3 and 9 mg g’ mf in roots and between 8 and 23 mg g’ mf in leaves, demonstrating the ability to
osmoregulation in function of organic solutes. The Amalia and Vyta varieties presented the highest increases in glycine
betaine (18 mg g’ ms). All the varieties reduced their water potential under salinity conditions to values lower than -0.9
MPa, consequently there was a significant OA among the varieties, with Vita and Amalia being the ones with the highest
OA. Starting from the PCA analysis, it was found that the variables root and leaf water potential, osmotic potential, os-
motic adjustment and proline content were the ones with the greatest contribution to the total variability found among

varieties. Vyta and Amalia were tolerant varieties while Claudia and Campbell-28 classified as susceptible.

Keywords: salinity, ecophysiology, biochemical, tomato, tolerance, Vyta.

INTRODUCCION

La salinidad es un importante estrés abiético que reduce la
productividad de los cultivos, con mayores afectaciones en las
regiones aridas y semiaridas del mundo (Foolad, 2007). Apro-
ximadamente el 43% de la superficie terrestre utilizada para el
cultivo en el mundo se encuentra afectada por niveles de sali-
nidad que, en su mayoria, superan la tolerancia a la salinidad
de las especies tradicionales (Carbajal-Vazquez et al., 2022).

Los estudios de tolerancia a la salinidad pueden ofrecer re-
sultados que permitan convertir zonas marginales en ecosis-
temas productivos (Foolad, 2007; Karan y Subudhi, 2012). En
consecuencia, el conocimiento de los mecanismos de toleran-
cia a la salinidad en las plantas es necesario para aumentar la
productividad y rentabilidad de los cultivos regados con aguas
residuales salinas (Singh et al., 2012).

La salinidad provoca efectos perjudiciales en los mecanis-
mos fisiolégicos y bioquimicos en las plantas al inhibir el cre-
cimiento y desarrollo, reducir la fotosintesis, la respiraciény la
sintesis de proteinas, (Zhang y Blumwal, 2001; Sairam y Tyagi,
2004), el desarrollo y rendimiento de las plantas, el potencial
osmotico del agua del suelo. La consecuencia directa de este
es la disminucion de la disponibilidad de agua para las raices
por una reduccién de la energia libre del agua en el suelo de-
bido a la presencia de sales solubles (Pefia y Hughes, 2007).

La mayoria de los cultivares comerciales de tomate (Sola-
num lycopersicum L.) son sensibles a niveles moderados de
salinidad de hasta 2.5 dS m™ sin reduccién significativa del
rendimiento (Hernandez-Herrera et al., 2022). La correccion de
la salinidad en el campo y en invernaderos es mas costosa y
temporal, mientras que la seleccién de genotipos tolerantes a
la salinidad puede ser una solucién para minimizar sus efectos
asi como mejorar eficiencia de produccion (Singh et al., 2012).

Existe un interés creciente en el estudio de la respuesta de
nuevos cultivares al estrés salino para evaluar su grado de
tolerancia a la salinidad y seleccionar los mas resistentes
(Bacha et al.,, 2017). Por ejemplo, se seleccionaron diferentes
parametros para distinguir materiales de tomate tolerantes
a la salinidad, tal como como la altura de la planta, el nime-
ro de hojas, el contenido de clorofila, la fluorescencia de la
clorofila, los dias a floracién, fructificacion y maduracion y
los componentes del rendimiento (Ezin et al., 2010); las re-
laciones hidricas foliares, el intercambio gaseoso, la densi-
dad estomatica y el contenido de Na* (Romero-Aranda et al.,
2001); el consumo de agua y la eficiencia en el uso del agua
(Reina-Sanchez et al., 2005).

Esta hortaliza es una de las de mayor produccién nacional, cons-
tituye un renglén de exportacion y puede ser cultivada en todas las
provincias del pais. No obstante, sus rendimientos se ven afecta-
dos por factores biéticos y abiéticos que causan una disminucién
considerable en las cosechas (Avila-Amador et al., 2022).

Dada la importancia de este cultivo en Cuba y la significativa
cantidad de suelos afectados por la salinidad, todo ello unido a
la necesidad de contribuir a la seguridad alimentaria nacional,
se impone la necesidad de probar variedades existentes en el
banco de germoplasma de tomate para identificar caracteristi-
cas fisiolégicas y bioquimicas que confieran tolerancia. El ob-
jetivo de esta investigacion fue evaluar la respuesta de cuatro
variedades en condiciones de salinidad por NaCl a una conduc-
tividad eléctrica de 6 dS m™ en funcion de las variables régimen
hidrico, la concentracién de osmolitos y pigmentos fotosintéti-
cos en condiciones semicontroladas para proponer las varieda-
des tolerantes para suelos salinos en el oriente de Cuba.

MATERIALES Y METODOS

El experimento fue establecido en invernadero en la Universidad
de Antwerpent, Bélgica, utilizando sustrato comercial a base de
tundra, con un pH de 5.8, CE de 1.5 + 0.2, MO 22% (M/M) con un
contenido de nutrientes en mg L™ que alcanzaba hasta 240 de N,
170 de P,0,, 300 de K,0, 250 de CaO y 100 de MgO.
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Se utilizaron macetas de 2 kg y se trasplantaron dos plan-
tulas por maceta. Para el riego se utilizé solucion nutritiva
supliendo las necesidades hidricas del cultivo en cada etapa
(MINAGRI, 2003). Los valores promedios de temperatura y
humedad relativa fueron de 21 °C y 75% respectivamente, las
mediciones fueron realizadas cada 12 horas.

Las semillas de cuatro variedades de tomate (Amalia, Vyta,
Campbell-28 y Claudia) fueron puestas a germinar en las ma-
cetas (siembra directa). Inicialmente, se aplicé la solucién nu-
tritiva Hoagland's (Hoagland y Arnon, 1950). En el momento
de la aparicion de la quinta hoja en las plantulas de tomate se
aplicaron los siguientes niveles de salinidad:

+ T1: Tratamiento salino: solucién nutritiva (Hoagland y Ar-
non, 1950) y salinizada con NaCl (600 mM) con una con-
ductividad eléctrica (CE) de 6 dS m™.

* T2: Tratamiento control: solucién nutritiva de composi-
cion y concentracion conocida (Hoagland y Arnon 1950
con una CE de 0.36 dS m™.

A los 35 dias después de la siembra (dds) se tomaron mues-
tras de 10 plantas por tratamiento y se determiné el contenido
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de prolina de acuerdo al método descrito por Bates et al. (1973).
Una masa de 0.50 gramos de tejido foliar, replicada cuatro ve-
ces, fue congelada en nitrégeno liquido y homogenizado con
acido sulfosalicilico (3%). El residuo fue eliminado por centrifu-
gacion a 13.000 revoluciones por minuto, durante 10 min. Lue-
go, 500.0 pL del extracto se hicieron reaccionar con 500.0 pL de
acido acético glacial y 500.0 pL de ninhidrina a 100 °C por una
hora. La reaccién fue detenida en bafio con hielo. El complejo
croméforo-prolina fue extraido con 1,0 mL de tolueno. La proli-
na fue cuantificada en un espectrofotometro (Hewlett Packard
8452) a 520 nm, usando L-prolina para la curva de calibracién.

El contenido foliar de glicina betaina (GB) se determiné siguien-
do el método descrito por Grieve y Grattan, (1983). Para ello dos
gramos de tejido foliar de las plantas de las cuatro variedades fue
finamente molido y agitado mecanicamente con 20 ml de agua
deionizada durante 24 horas a una temperatura de 25 °C.

Posteriormente las muestras se filtraron y el filtrado se diluyé
a 1:1 con 2 NHSO. Las alicuotas se almacenaron a 4 °C durante
16 horas, posteriormente se centrifugaron a 10.000 revolucio-
nes por minuto durante 15 minutos a una temperatura de 0 °C. El
sobrenadante se separé suavemente con un capilar de cristal.
Los cristales se disolvieron en 9 mL de 1,2-dicloroetano. Des-
pués de 2 horas de reposo, se midi6 la absorbancia a 365 nm, en
un espectrofotémetro (Hewlett Packard 8452), utilizando glici-
na betainato ionizada (GBI) para la curva de calibracién.

El contenido de proteinas solubles totales se determiné por
el método descrito por Prakash y Prathapasenan (1988). Una
muestra de 1.0 g de material fresco finamente cortado se de-
posité en un mortero y se macero. La extraccién se realizé con
40.0 mL de una solucion buffer de fosfato a pH 6.86 preparado a
partir de fosfato de potasio, solucién que se adicioné lentamen-
te mientras se efectuaba la extraccion. El extracto se decantd
en tubos de centrifugacién de 50 mL y se centrifugé a 10.000
revoluciones por minuto durante un tiempo de 7 min. Finalmen-
te, la solucion sobrenadante separada se trasvas6 a matraces
volumétricos de 50 mL. Se agregé un volumen de 0.25 mL del
reactivo Folin-Ciocalteu diluido (concentracion acida 1 M). El
contenido de proteina solubles totales fue cuantificado median-
te fotometria de absorcion en un espectrofotémetro Hewlett
Packard 8452, a una longitud de onda de 750 nm.

Se determiné la concentracion de pigmentos (clorofila a y
carotenoides), de acuerdo a la metodologia de Lichtenthaler y
Wellburn (1984). Se tomé una masa de un gramo de tejido foliar,
formado por fragmentos de la parte media de la tercera y cuarta

hoja. Cada fragmento obtenido se corté en pequeiios pedazos y
se maceraron con alcohol etilico (96 v/v), se filtr6 a través de un
papel de filtro de poros finos y se completé hasta un volumen
de 50 mL con alcohol. Posteriormente se ley6 la absorbancia
a 665, 649 y 470 nm para la clorofila a, b y los carotenoides
respectivamente y se calcul6 la concentracién de pigmentos en
mg g ms™, ademads se calculd la relacion clorofila a/ clorofila b.

Se realiz6é un muestreo de hojas terminales (quinta y sexta
hojas) y raices a las que se le midi6 in situ el potencial total de
agua con la cdmara de Schollander. Para conocer el potencial
de solutos, la muestra en condicion de peso turgido fue con-
gelada en N, liquido. Luego, se descongel6 y se obtuvo una
muestra de savia que fue colocada en la celda de un psicréme-
tro (Wescor HR33T) para medir su concentracion de solutos.
El potencial de solutos se calculé de acuerdo a: ps = -CRT don-
de: C es la concentracion de solutos expresada como molari-
dad, R es la constante de los gases 0.00831Kg MPa mol" K"y
T es la temperatura absoluta.

Se utiliz6 un disefio experimental completamente aleatoriza-
do, con seis repeticiones por tratamiento. Se determiné la media
y su desviacién tipica para todos los indicadores evaluados en
ambas condiciones (tratamiento salino y tratamiento control) y
se establecieron las diferencias entre tratamientos mediante la
prueba de t de Student, comparando cada variedad en el medio
salino, con su respetivo control, para niveles de significacion del
5%y el 1%. Con el propésito de determinar los indicadores que
mas contribuyen a evaluar la tolerancia a la salinidad se realizé
un andlisis de conglomerado jerarquico de ligamiento completo
con base en una matriz de distancia euclidiana.

RESULTADOS Y DISCUSION

Potencial hidrico y osmético

El potencial hidrico radiculary el foliar fueron diferentes entre
el tratamiento control y el salino en las cuatro variedades estu-
diadas. Se observé una significativa disminucién del indicador
desde la raiz hasta las hojas. Tal comportamiento evidenci6 la
existencia de un gradiente de potenciales en todas las varie-
dades, para mantener la entrada de agua desde el medio en
el cual se establecieron hasta todas las partes aéreas (figura
1). La disminucién del potencial hidrico fue significativa en las
variedades Amalia y Vyta.

Las variedades Claudia y Campbell-28 no disminuyeron su
potencial hidrico en mas de -0.05 bares (0.005 MPa) respecto

0 Claudia Amalia Vyta Campbell-28 Claudia Amalia Vyta Campbell-28
0,1 ’O 1
-0,2
-0,2 -0,3
03 -0,4
_ -0,5
0,4 06 NS
05 07
-0,6 -0,8 i

M Potencial hidrico (Mpa) Control

[ Potencial hidrico (Mpa) 6 dS.m"’'

Figura 1. Efecto del estrés salino en el potencial hidrico en las variedades de tomates estudiadas en raices (izquierda) y hojas (derecha).
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al control en ninguno de los 6rganos (figura 1). Este resulta-
do sugiere que estas variedades requieren de un mayor ajuste
metabdlico para lograr disminuir su potencial hidrico y poder
absorber agua en condiciones salinas. Cuando el potencial hi-
drico de los tejidos disminuye por causa de un estrés salino,
una reduccion en el potencial osmético permite minimizar los
efectos negativos de este cambio sobre el potencial de pre-
sién debido al mantenimiento de un gradiente de potencial de
agua entre el suelo y las raices que permite la absorcién de
agua desde el suelo (Munns, 2008; Munns y Tester, 2008).

El potencial osmético foliar presenté diferencias altamen-
te significativas (p=0.0014) entre el tratamiento control y el
estrés en las variedades Vyta, Amalia y Claudia, la variedad
Campbell-28 mostro los resultados mas bajos, solo existiendo
diferencias significativas (figura 2).

En estudios desarrollados por Morales et al. (2002) se en-
contré que las relaciones hidricas de las variedades de toma-
te Amalia, INCA 9 y P-73 se afectan significativamente con el
incremento de la conductividad eléctrica en el medio donde
se cultivaron las plantas. Estos resultados explican la disminu-
cion de la intensidad de flujo del agua desde la raiz a la parte
aérea, pues a una menor conductancia estomatica le corres-
pondera un menor intercambio de vapor de agua con una me-
nor transpiracién y como consecuencia un menor movimiento
del agua en la planta, con una menor hidratacion de la parte
aérea de la planta, provocando una depresion en los potencia-
les hidrico y osmético.

Todos los cultivares estudiados desarrollaron el ajuste os-
mético, incluso cuando la concentracién de NaCl en el medio
fue de 6 dS m”, lo que demuestra la capacidad de esta especie
para adaptarse a condiciones desfavorables de este tipo.

Resultados similares a los aqui mostrados, en cuanto a la
respuesta de las plantas expuestas a tratamientos salinos fue-
ron estudiados en diferentes cultivares de tomate (Alarcon et
al., 1994), en plantas de remolacha azucarera (Katergi et al.,
1997) y en diferentes especies del género Triticum (Morant-
Avice et al., 1998). Estas afectaciones han sido atribuidas a la
alta absorcion radicular de Na* y K* que inicialmente realizan
las plantas, que produce una disminucién importante del po-
tencial osmético sin grandes pérdidas de turgencia.

El potencial osmético puede disminuir porque se reduce el

volumen de agua simplastica originando una mayor concen-
tracion de los solutos existentes en proporcién a la cantidad

Claudia

Amalia

-0,1
-0,2
-0,3
-0,4
-0,5

de agua perdida, este proceso es el que se conoce como os-
morregulacion (Jadhav et al., 2022). La reduccidn del potencial
osmotico también puede originarse por un incremento neto en
la cantidad de solutos existentes, esta capacidad de acumular
solutos que se produce en respuesta a un déficit hidrico cau-
sado por el estrés salino y que determina un mantenimiento
total o parcial de la presién celular se denomina capacidad de
ajuste osmético (Leidis, 2007).

La variabilidad en la respuesta del potencial hidrico y osmé-
tico frente al estrés salino entre variedades de una misma es-
pecie demuestra la heterogeneidad natural existente para la
tolerancia a la salinidad en el germoplasma aqui estudiado.
Tales resultados contribuyen a la evaluacion de la tolerancia
para la regionalizacién de variedades segun las condiciones
edaficas (niveles de salinidad en el extracto de saturacion)
donde se pretenda establecer este cultivo. En este sentido, se
ha encontrado en diferentes especies una amplia variabilidad
en el grado de tolerancia a la salinidad basada en la determina-
cion del potencial hidrico, quedando demostrado que sus va-
lores pueden variar a lo largo del ciclo ontogénico del cultivo,
dependiendo de las variaciones de la conductividad eléctrica
del extracto de saturacién de los suelos. La variacién del po-
tencial hidrico en condiciones de salinidad de los suelos se ha
propuesto como un indicador eficiente para la evaluacién de
tolerancia a este tipo de estrés (Munns, 2008).

Contenido de prolina

El contenido de prolina, tanto en las raices como en hojas, se
incrementé significativamente en las plantas sometidas al me-
dio salino en todas las variedades estudiadas. Las variedades
Amalia y Vyta presentaron mayor acumulacién, los valores en
las raices se incrementaron en promedio 9.11y 7.01 mg g mf
respectivamente (tabla 1).

En relacion con la tolerancia varietal a la salinidad, las varie-
dades Amaliay Vyta fueron las que mas prolina acumularon en
las raices y hojas y las de menor potencial osmético (figura 2)
e hidrico (figura 1) en el tratamiento salino. Similar comporta-
miento se presentoé en el follaje, con un incremento superior a
los 18 mg g mf en las hojas (tabla 1).

Sin embargo, las variedades Claudia y Campbell-28 presen-
taron el menor incremento del contenido radicular de prolina
con un promedio de 4.45 y 3.61 mg.g" mf (tabla 1). El incre-
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Figura 2. Efecto del estrés salino en el potencial osmético foliar en las variedades de tomates estudiadas.
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mento de prolina en las variedades pudo provocar el ajuste os-
moético en funcién de este compuesto osméticamente activo
con vistas a mantener el potencial hidrico a nivel muy bajo que
permitiera absorber el agua en condiciones de estrés salino.
Estos resultados sugieren que la acumulacién de prolina en
las raices puede ser considerada como un indicador de sensi-
bilidad al estrés salino en tomate, ademas de contribuir como
una respuesta adaptativa a la disminucién del potencial osmé-
tico en el citoplasma (Pérez-Alfocea et al., 1993).

La prolina es uno de los osmoprotectores mas importantes
en las plantas. Bajo estrés por salinidad, la mayoria de las es-
pecies de plantas exhiben un aumento notable en su conteni-
do. La prolina actiia como un soluto fisiolégicamente com-
patible que aumenta seguin sea necesario para mantener un
potencial osmético favorable entre la célula y sus alrededores
(Patel y Pandey 2008; Dasgan et al., 2009).

Las variedades que toleran ciertos niveles de salinidad al ser
sometidas a condiciones salinas después de la germinacion
realizan un rapido ajuste osmético generalmente en funcién
de compuestos organicos (prolina, glicina betaina y protei-
nas solubles totales) y asi reducen el potencial hidrico celular
(Wyn y Gorham, 1983).

Dogan et al. (2010) reportan que niveles de prolina en hojas
de plantas de tomate no tolerantes al estrés salino fueron ma-
yores que en los cultivares tolerantes a la salinidad. También
algunos investigadores informan una correlacién negativa
entre la acumulacién de prolina y la tolerancia a la salinidad
en el tomate y Aegiceras corniculatum y sugieren que la acu-
mulacién de prolina fue una reaccién al estrés salino y no una
respuesta de la planta asociada con la tolerancia (Parvaiz y
Satyawati, 2008).

Sin embargo, se ha planteado que el aumento de prolina
es solamente uno de los factores que ayuda a las células a
mantener el bajo potencial osmético y en consecuencia el po-
tencial hidrico; mientras que otros procesos deben llevarse a
cabo para aumentar la habilidad de las plantas a fin de tolerar
la deficiencia fisioldgica de agua y vencer el estrés osmético
para sostener su crecimiento y desarrollo mediante la sintesis
de otros compuestos osmoéticamente activos como la glicina
betaina y las proteinas solubles totales (Archieu, 2005).

Contenido foliar de glicina betaina

El contenido de glicina betaina se incrementé significativa-
mente (p=0.2111) en el follaje en todas las variedades excep-
to Claudia en el tratamiento salino y su incremento superé
los 2 mg g ms a la concentracién existente en el tratamiento

control, siendo altamente significativo en las variedades Vyta
y Amalia y Claudia en las que los valores llegaron a duplicar los
registrados en el medio no salino (figura 3), siendo este uno de
los elementos que explica la mayor tolerancia de estas varie-
dades en comparacién con la Campbell-28. La glicina betaina
y la prolina son los aminodacidos de mayor importancia en la
adaptacion de vegetales a la salinidad (Steudle, 2000).

Una de las vias es la sintesis de glicina betaina (GB), que es un
potente osmoprotector que se acumula durante la floracion de
las plantas, es la actividad de la enzima colina monoxigenasa
(CMO) (Garcia et al., 2005). Se ha estudiado que esta enzima
es susceptible a condiciones de estrés por sequia y en algu-
nas especies por salinidad, por lo cual cultivares o especies que
mantengan altos valores en medio salino, respecto al control,
como las aqui evaluadas pueden ser promisorias para elevar la
resistencia a sequia en plantas. La obtencién de plantas genéti-
camente modificadas con mayor capacidad de acumulacién de
compuestos organicos con funcién protectora como la prolina,
betaina y glicina betaina ha resultado en fenotipos con mayor
tolerancia a salinidad, por lo cual, las variedades evaluadas en
el presente trabajo que han resultado en altos valores de este
osmolito pueden ser posibles parentales para programas de
mejoramiento genético (Argentel et al., 2010).

Contenido de proteinas solubles totales en la hoja

El contenido de proteinas solubles totales se incrementé
significativamente en las variedades Vyta, Amalia y Camp-
bell-28 en el medio salino respecto al control, mientras que en
la variedad Claudia disminuy6, existiendo variabilidad en los
resultados (figura 4). En la variedad Claudia se produjo una
disminucion del contenido de proteinas solubles totales pro-
bablemente para disminuir su potencial hidrico y mantener la
entrada de agua (Leidis, 2007).

Manaa et al. (2011) reportan en el cultivo del tomate una dis-
minucion en el contenido de proteina de raiz en todos los ge-
notipos estudiados en un rango del 12 a 25% por la presencia
de salinidad. Un mayor contenido de proteinas en cultivares
tolerantes en condiciones de control ya ha sido informado en
varias plantas, asi como una disminucién debido a la presencia
de estrés salino (Ashraf y Harris, 2004; Debouba et al., 2006).

Conforme a lo aqui observado, en condiciones de salinidad,
en muchas especies, primeramente se produce un incremento
del contenido de proteinas solubles totales, pero estos valores
van descendiendo debido a la actividad de las proteasas para
emplear los aminoacidos para el recambio proteico, como
fuente de energia, como fuente carbonada o nitrogenada, ade-

Prolina (mg g mf)

(raices) (hojas)
Variedades
Control Salino Incremento Control Salino Incremento
Amalia 2.23 11.34%* 9.11 3.72 15.12%* 11.4
Claudia 2.52 6.97** 4.45 4.11 12.49%* 8.38
Vyta 2.8 9.49%* 7.01 4.84 23.73** 18.89
Campbell-28 2.34 5.95 ** 3.61 4.97 28.67** 23.7

Tabla 1. Contenido de prolina en hojas y raices de las plantas de variedades estudiadas en medio salino y control.
** Representa diferencias significativas para 1% el respectivamente, por la prueba de t-Student.
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Figura 3. Contenido de glicina betaina en plantulas de las variedades estudiadas en condiciones de salinidad.
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Figura 4. Contenido de proteinas solubles totales en las variedades de tomate en condiciones de salinidad y su respectivo control.
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Figura 5. Ajuste osmético en hojas de las variedades de tomate estudiadas en el medio salino.
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mas de emplear, en un primer paso, los aminoacidos para el in-
cremento de la concentraciéon de compuestos osmoéticamente
activos y asi asegurar la disminucién del potencial osmético
y en consecuencia el potencial hidrico celular (Leidis, 2007).

Ajuste osmético

En condiciones de salinidad todas las variedades realizaron
el ajuste osmético producto al incremento de la concentracion
de solutos osméticamente activos con respecto al control. Los
valores mas significativos los presentaron Amalia y Vyta con
0.22y 0.9 MPa respectivamente (figura 5), siendo estas las va-
riedades que mas acumularon prolina en las raices y en las ho-
jas, con excepcién de Cambell-28, que en este udltimo érgano
alcanzo la mayor concentracidn. Estos resultados concuerdan
con lo informado por Hongbo (2006) sefialando que en tomate
el principal contribuyente al ajuste osmético es la prolina.

La capacidad de ajuste osmético encontrada en las varie-
dades permite profundizar en otros estudios para su posible
aplicacién en el mejoramiento genético. El Ajuste osmético es
un caracter fisiolégico asociado al estrés salino y se propuso
como variable de seleccién para el mejoramiento genético en
arroz, maiz y trigo. La respuesta al estrés salino mediante la
disminucién del potencial hidrico producto a la capacidad de
ajuste osmético es un caracter de tipo aditivo y de facil he-
rencia por lo que se puede introducir sin complicaciones en
programas de mejoramiento para la obtencién de materiales
tolerantes a estrés salino e hidrico (Munns, 2008).

Concentracién de pigmentos fotosintéticos

El principal pigmento encontrado en la mayoria de los or-
ganismos fotosintéticos oxigenados es la clorofila y su con-
tenido es uno de los principales factores que reflejan la tasa
fotosintética (Mao et al., 2007). La variacién en el contenido
de pigmentos clorofilicos puede proporcionar informacion
valiosa sobre el rendimiento fisiolégico de las hojas e indica
su capacidad fotosintética asi como la presencia de estrés o
enfermedades (Boquera y Morales, 2010).

En este estudio, la concentracién de pigmentos fotosintéticos
evaluados disminuyé significativamente en las hojas, de todas
las variedades evaluadas cultivadas bajo condiciones de estrés
(tabla 2), destacandose una mayor afectacion en el contenido
de clorofilas con relacién a los carotenoides.

Las variedades con tendencia a la tolerancia, Vyta y Amalia,
mostraron una menor disminucion del contenido de caroteno
con 0.06y 0.05 respectivamente. Las variedades Claudiay Cam-
pbell-28 redujeron los valores en 0.15y 0.18 respectivamente, al
comparar las plantas cultivadas en el medio salino con el con-

trol. Los carotenoides también desempeiian un rol fundamental
dentro del sistema antioxidante celular no enziméatico (Ahmad
et al., 2010) por ello las variedades de menor disminucién ante
el estrés salino respecto al control tienen mas posibilidades de
tolerar una oxidacién inducida por la salinidad, lo que en oca-
siones provoca una mas rapida senescencia y abscision y por
consiguiente la muerte de los 6rganos foliares (Borbély, Podr y
Tari, 2020). El incremento de los carotenoides en conjunto con
la irradiancia ha sido atribuido a la sintesis de pigmentos foto-
protectores, como las xantofilas, diadinoxantinas y diatoxanti-
nas los cuales juegan un rol fundamental en la prevencién de
dafios al aparato fotosintético expuesto a elevadas irradiancias
(Lavaud et al., 2002, Serpa y Calderén, 2006).

Estos resultados estan en correspondencia con los reportes
de Bacha et al. (2017), Noreen et al. (2009) y Kaya et al. (2009)
que observaron una pérdida de contenido de clorofila en plan-
tas sometidas a estrés salino. Las alteraciones inducidas por
la sal en el contenido de clorofila de la hoja podrian deberse a
la alteracion de su biosintesis o a la degradacién acelerada del
pigmento. El efecto se atribuye a un aumento foliar del nivel de
Na* (Yang et al., 2011). Algunos estudios sugieren que la acu-
mulacion de clorofila bajo estrés salino podria usarse como un
marcador bioquimico para la tolerancia a la sal en diferentes
cultivos (Akramand y Ashraf, 2011).

Sin embargo, otros estudios sugieren que el contenido de
clorofila no siempre esta asociado con la tolerancia al estrés
salino. Juan et al. (2005), en su estudio sobre cultivares de
tomate bajo estrés salino, observaron una débil correlacién
entre los pigmentos fotosintéticos y el contenido de Na* de la
hoja. De igual manera Bacha et al. (2017) reportan que las clo-
rofilas no pueden considerarse como buenos indicadores para
la tolerancia a la salinidad en el cultivo del tomate.

La menor afectacion obtenida de los carotenoides con rela-
cién a la clorofila en la mayoria de las variedades pudiera rela-
cionarse con el papel estabilizador de la membrana que tienen
los carotenos, a su capacidad antioxidante y fundamentalmen-
te a su combinacién con otros compuestos de considerable
peso molecular, ademds por su participacion en el ciclo de
las xantofilas (Taylor, 1996). De acuerdo con Zhang y Kirkhan
(1996) los carotenoides pueden reaccionar con especies reac-
tivas del oxigeno o con los estados excitados de la clorofila,
apagandolos antes de que ocurra el dafio. Raya-Pérez (1998)
y Spyropoulos y Maurommatis (1998) seiialan que la disminu-
ciéon de las clorofilas con respecto a los carotenoides pudiera
ser un rasgo de tolerancia a la salinidad en tomate por lo que
las variedades que mostraron tal comportamiento se pueden
catalogar como tolerantes a este tipo de estrés.

A partir de los resultados de las variables fisioldgicas y bio-
quimicas estudiadas, mediante el analisis de componentes

Clorofilaa (mg g m s)

Carotenos (mg g m s)

Variedades
Control Salino Diferencia Control Salino Diferencia
Amalia 3.41 3.23* 0.18 0.63 0.58* 0.05
Claudia 3.25 2.49%* 0.76 0.48 0.33* 0.15
Vyta 2.53 2.38* 0.15 0.47 0.41* 0.06
Campbell-28 412 3.03** 1.09 0.54 0.36* 0.18

Tabla 2. Concentracién de pigmentos fotosintéticos en plantulas de tomate cultivadas en condiciones de estrés salino.
*y ** Representan diferencias significativas para el 5% y 1% el respectivamente por la prueba de t-Student.
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Componentes principales

Variables
1 2

Potencial hidrico en raices 0.812613 0.07387
Potencial hidrico foliar 0.837142 0.02858
Potencial osmético 0.735001 0.094999
Contenido de prolina 0.723312 0.106688
Contenido de glicina betaina 0.111123 0.028877
Contenido de proteinas solubles totales -0.134232 0.028009
Ajuste osmético 0.820136 0.03997
Concentracion de pigmentos fotosintéticos 0.52021 0.07999

Autovalores 6.301 2.604

Porcentaje de contribucién 65.82 23.24

Contribucién total 89.06

Tabla 3. Variables y componentes principales para la diferenciacion del germoplasma y su contribucién. (Valores superiores al 0.7 pre-

sentaron una contribucién significativa).

principales, se obtuvo que en los primeros dos componentes
se acumulé el 89.06 de la variabilidad total existente en las
variedades estudiadas y que las variables: potencial hidrico
radicular y foliar, potencial osmético, ajuste osmético y el con-
tenido de prolina en el primer componente fueron las variables
de mayor contribucién (tabla 3), coincidiendo tales variables
con estudios de tolerancia a la salinidad realizados en otros
cultivos como el arroz (Munns, 2008).

La contribucién de estas variables corrobora la importancia
de experimentarlas de manera detallada para la evaluacién de
tolerancia al estrés salino. Estos resultados coinciden con lo in-
formado por varios autores, los cuales, a través de indicadores
fisiolégicos de relaciones hidricas y el desarrollo han obtenido
elementos importantes para la identificacién y evaluacién de
tolerancia a la salinidad (Udovenko, 1985; Paellob, 2010).

El caracter poligénico de la tolerancia al estrés salino ha
sido el principal obstaculo para la mejora genética después
del proceso de identificacion y evaluacion (Shannon, 1997) sin
embargo, por métodos de mejora genética tradicional, a partir
de la evaluacién de tolerancia basada en indicadores fisiol6-
gicos y agronémicos, se han identificado variedades mas pro-
ductivas para condiciones de salinidad en cultivos como alfal-
fa, arroz, cebada, sorgo, tomate y trigo (Flowers y Yeo, 2000).

CONCLUSIONES

El régimen hidrico de las plantas de todas las variedades se
afect6 por el efecto de la salinidad, produciéndose una signifi-
cativa disminucién de los potenciales hidrico y osmético con
mayor disminucién en las variedades Vyta y Amalia.

El metabolismo de compuestos osméticamente activos fue
muy variable en el germoplasma estudiado siendo el conte-
nido de prolina el de mayor contribucion a la disminucién del
potencial hidrico y, en consecuencia, el potencial osmético.

Los indicadores estudiados, tal como el potencial hidrico
radicular y foliar, potencial osmético, ajuste osmético y el
contenido de prolina pueden ser utilizados como criterios de
tolerancia al estrés salino en programas de seleccién de ge-
notipos tolerantes a la salinidad en etapas tempranas de de-

sarrollo del cultivo del tomate. Las variedades Vyta y Amalia
presentaron la mejor respuesta en la condicion de salinidad.
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Avances sobre el manejo de arvenses

en la huerta agroecoldgica

Filippi, M.A."; Godoy, 1.3 Rossi, A.L3; Marcozzi, P.4

RESUMEN

En la agricultura convencional el barbecho quimico es una practica eficiente para contrarrestar el efecto de ar-
venses en el cultivo, aunque con riesgos de impacto ambiental. La agroecologia propone practicas de manejo
amigables con el ambiente para reducir su competencia. La técnica del acolchado o “mulch” ha demostrado ser
eficiente y constituye una opcién de manejo agroecolégico frente al uso de herbicidas. Este trabajo propuso eva-
luar el efecto de una cubierta de polietileno previo al cultivo (barbecho) y durante el cultivo a manera de coberturas
(mulch de paja y polietileno) sobre la biomasa de arvenses en un sistema de huerta agroecolégica. Las arvenses
presentes fueron identificadas como anuales diferenciandolas en gramineas y latifoliadas; y las especies perennes
encontradas fueron cebollin (Cyperus rotundus L.), gramén (Cynodon dactylon L.) y lagrima (Nothoscordum gracile).
Se implantaron dos asociaciones de cultivo: acelga-puerro y habas-lechuga en un disefio de parcelas distribui-
das al azar (Test de Tukey 0,05%). Se evalu¢ el efecto sobre las arvenses de las dos asociaciones combinado el
tratamiento “barbecho” con polietileno y las coberturas durante el cultivo. En las condiciones del ensayo las aso-
ciaciones de cultivos no influyeron en el crecimiento de las arvenses (p=0,6). No se detecto6 interaccion entre los
ambientes precultivo y los tratamientos de cobertura en la biomasa de arvenses anuales: gramineas y latifoliadas
(p=0,6). Las coberturas de suelo durante el cultivo, paja y polietileno negro, fueron igualmente efectivas para dis-
minuir la biomasa de arvenses anuales, independientemente de su tipo (p=0,003). La combinacion de la practica
de barbecho previo con polietileno y mulch de paja durante el cultivo disminuyé la biomasa de gramoén (p=0,01) y
cebollin (p=0,02) aunque no tuvieron efecto sobre el crecimiento de lagrima (p=0,5).

Palabras clave: coberturas, barbecho, arvenses, agroecologia.

ABSTRACT

In conventional agriculture, chemical fallow is an efficient practice to counteract the effect of weeds on the crop,
although with risks of environmental impact. Agroecology proposes environmentally friendly management practices
to reduce competition. The mulch technique has proven to be efficient and constitutes an agroecological manage-
ment option against the use of herbicides. This work proposed to evaluate the effect of a polyethylene cover prior
to cultivation (“fallow”) and during cultivation as a cover (straw and polyethylene mulch) on weed biomass in an
agroecological garden system. The weeds present were identified as annual: differentiating them into grasses and
broadleaved and the perennial species found were: chives (Cyperus rotundus L.), gramén (Cynodon dactylon L.) and
teardrop (Nothoscordum gracile). Two cultivation associations were implanted: (chard-leek) and (broad beans-lettu-
ce) in a randomly distributed plot design (Tukey's test < 0.05%). covers during cultivation. Under the test conditions,
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crop associations did not influence weed growth (p=0.6). No interaction was detected between the pre-cultivation envi-
ronments and cover treatments in the biomass of annual weeds: grasses and broadleafs (p=0.6). Ground cover during
cultivation: straw and black polyethylene, were equally effective in reducing the biomass of annual weeds, regardless
of their type (p=0.003). The combination of prior fallow practice with polyethylene and straw mulch during cultivation
crop, decreased the biomass of grass (p=0.01) and chives (p=0.02) although they had no effect on tear growth (p=0.5).

Keywords: cover, fallow, weeds, agroecology.

INTRODUCCION

En la agricultura convencional el barbecho quimico es una
practica eficiente para contrarrestar el efecto de las arvenses
(Metzler y Ahumada, 2010) aunque con riesgos de impacto
ambiental. En la busqueda de sistemas alimentarios mas equi-
tativos y saludables que respeten los recursos naturales, la
agroecologia propone nuevos enfoques para su manejo. Exis-
ten varias practicas de manejo amigables con el ambiente que
reducen el impacto negativo de las arvenses. Un ejemplo es el
uso de coberturas de suelo conocida como técnica del acol-
chado o “mulch” que ha demostrado ser eficiente y constituye
una opcién de manejo agroecoldgico frente al uso de herbici-
das (Anzalone et al., 2011). Su empleo produce cambios fisi-
cos en el suelo que afectan la germinacién de las semillas de
malezas. Los principales factores alterados en el suelo son la
humedad, el contenido de O,, las semillas de arvenses, incluso
ciertas especies de cultivos podrian liberar estas sustancias
inhibidoras temperatura y la incidencia de los rayos solares.
Sin embargo, también pueden intervenir cambios quimicos ta-
les como la liberacién de sustancias alelopaticas que afectan
la germinacién de estas para contrarrestar la competencia de
las arvenses (Scianca et al., 2008). Por un lado, la naturaleza
del mulch también puede afectar al tipo de la poblacién de ar-
venses, dependiendo de su composicion. Por ejemplo, el uso
de mantillos de residuos de especies de hoja ancha afecta a
la poblacion de arvenses gramineas, mientras que las de hoja
ancha disminuyen bajo la cobertura de mantillos de gramineas
(Almeida, 1991). Si bien estas practicas afectan la germina-
cion de arvenses, muchas especies perennes pueden reque-
rir de la integracién de varios métodos de control para lograr
neutralizar su competencia (Mortimer, 1994). Por otro lado, en
el cinturén maicero del norte de Buenos Aires se encuentran
disponibles grandes cantidades de deshechos de silobolsa
(Seoane Alvite, 2021), constituido por polietileno de 650 mi-
crones que podria ser reutilizado y aprovechado en el manejo
de arvenses en sistemas horticolas intensivos. Contribuir a
validar la reutilizacion de recursos disponibles locales es una
alternativa para el disefio de agroecosistemas sustentables
locales (Sarandén y Flores,2014). En este sentido, hay pocos
antecedentes respecto al manejo agroecoldgico de arvenses
en sistemas horticolas combinando coberturas estaticas du-
rante el periodo de descanso (barbecho) con distintas cober-
turas durante el cultivo. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de dos asociaciones de cultivo, el tratamiento previo
barbecho con polietileno y dos coberturas de suelo: mulch de
paja y polietileno sobre la biomasa de arvenses desarrolladas
en el cultivo.

MATERIALES Y METODOS

El ensayo se realizé durante la temporada 2016-2017 sobre
un suelo Arguidol tipico Serie Arroyo Dulce con alta infestacion
de arvenses en la huerta experimental de la EEA INTA Perga-
mino dependiente del Centro Regional Buenos Aires Norte (33°
56" 28,02°" S 60° 33" 32,41°" 0). Al inicio de la primavera de
2016 se dividio el terreno en dos parcelas de 32 m x 7 m para
diferenciar los dos tratamientos para evaluar. En el ambiente
A se instal6 durante los meses de setiembre 2016 a febrero
2017 una cubierta de polietileno negro (BPEN). En el ambiente
B, durante el mismo el mismo periodo de 6 meses, se mantuvo
el suelo cultivado sin cobertura con una asociacién de cultivos
compuesta por tomate, albahaca hasta abril de 2017. Se prac-
ticaron dos desmalezados manuales en el cultivo.

Se laborearon ambas parcelas con pasada de rastra de disco
liviana y se terminé de desterronar con herramientas de mano
(laya y azada). Se dividié cada tratamiento en 9 parcelas de
3,4 m? cada una (0,85 m de ancho por 4 m de largo). En estas
se realizaron lomos sobre cada uno de los cuales se trasplan-
taron dos hileras de plantines con dos asociaciones hortalizas
de otofo-invernales: a) acelga-puerro y b) haba-lechuga. Los
plantines se trasplantaron al estado de 6 hojas verdaderas el
5 de abril de 2017 en hileras distanciadas a 0,40 m. Sobre las
parcelas se aplicaron tres tratamientos de cobertura 1) tes-
tigo sin cobertura, 2) cobertura de polietileno negro (PEN) y
3) cobertura densa de 8 cm aproximadamente de espesor de
mulch de paja de gramineas con dos repeticiones en cada am-
biente. El ensayo se mantuvo sin carpir durante todo el ciclo
de los cultivos. La humedad del suelo se mantuvo a capacidad
de campo con riego por goteo. Las lluvias totalizaron 782 mm
durante el periodo de setiembre de 2016 a febrero de 2017 y
1332 mm desde el inicio del barbecho hasta la cosecha.

Se evalué la biomasa acumulada de las arvenses presentes a
fines del invierno como promedio de tres repeticiones por par-
cela en la superficie de un marco de alambre de 0,50 x 0,50 m
centrado en las dos hileras de cultivo de cada parcela. Las
arvenses anuales se clasificaron en dos grupos: gramineas
y latifoliadas. Solo se diferenciaron por especie las perennes
encontradas: cebollin (Cyperus rotundus L.), gramén (Cynodon
dactylon L.) y lagrima (Nothoscordum gracile (Aiton) Stearn. =
Nothoscordum inodorum (Soland. ex Ait.). Las arvenses colec-
tadas y clasificadas por cada categoria y repeticién se secaron
en estufa de aire forzado a 60 °C hasta peso constante.

Los datos fueron sometidos a andlisis de varianza (ANOVA)
mediante el programa Infostat. Las medias de los tratamien-
tos fueron analizadas por el test de Tukey con un nivel de sig-
nificancia del 0,05%.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Scianca et al. (2008) mencionan efectos alelopaticos del cul-
tivo de leguminosas sobre el crecimiento de arvenses. En este
ensayo las asociaciones de cultivo acelga-puerro y haba-le-
chuga no tuvieron diferencia disruptiva sobre las arvenses es-
tudiadas (p=0,6). Las arvenses anuales, tanto gramineas como
latifoliadas, mostraron similar respuesta a los tratamientos
(figura 1) y no se detectd interaccion significativa entre los
tratamientos previos al cultivo (p=0,6). Los mulch practica-
dos en el cultivo, tanto de paja como polietileno negro fueron
igualmente efectivos para el control de arvenses anuales, in-
dependientemente del tipo (p=0,003). Almeida (1991) sefiala
a las coberturas de paja como mas efectivas para controlar
arvenses latifoliadas. A diferencia de lo reportado por este au-
tor, en este ensayo, la naturaleza de la cobertura no determiné
la poblacién de arvenses, la cubierta de paja logré reducir la
biomasa de ambos grupos de arvenses anuales.

En cuanto a las arvenses perennes, la combinacion de la
practica de barbecho previo con polietileno negro (BPEN) con
las coberturas en el cultivo tuvieron control sobre gramoén
(p=0,01) y cebollin (p=0,02). Sin embargo, esa combinacién no
tuvo efecto sobre el crecimiento de lagrima (p=0,5). No hubo
efecto diferencial de las asociaciones de cultivo en estudio
(acelga-puerro y haba-lechuga) sobre la poblacion de arven-
ses perennes (p=0,6).

Los tratamientos de coberturas durante el cultivo tuvieron
distinto efecto segun la especie de arvense perenne conside-
rada. En el caso de gramén, la combinacién de BPEN con las
coberturas logré el mayor efecto supresor (p=0,01) y su efec-
to perdurd, incluso, en el tratamiento con suelo sin cobertura
(1:A figura 2). Por su parte, el mulch de paja no fue efectivo
para controlarla cuando no tuvo el tratamiento previo de BPEN.
En cambio, la cubierta de polietileno negro fue efectiva para
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Figura 1. Biomasa aérea promedio por unidad de muestreo en gra-

mos de gramineas y latifoliadas.

disminuir la infestacion de gramoén, independientemente del
tratamiento previo al cultivo.

La combinacién del tratamiento previo BPEN con las cober-
turas tuvo un efecto sinérgico reduciendo marcadamente la
biomasa de cebollin (p=0,02, figura 3). En las condiciones del
ensayo, el tratamiento BPEN fue suficiente para controlarla,
incluso en el suelo desnudo. En el ambiente B sin barbecho y
cobertura previa los dos tipos de mulch (con plastico negro o
con paja) redujeron aproximadamente el 60% de la biomasa de
maleza respecto al suelo desnudo. La cobertura de polietileno
negro durante el cultivo redujo significativamente la presencia
del cebollin en ambos ambientes.

En el caso de lagrima no se encontré efecto significativo del
tratamiento previo BPEN (p=0,6; figura 4) ni tampoco fue signi-
ficativa la interaccién con las coberturas (p=0,5). Sin embargo,
en las condiciones del ensayo, la cubierta de polietileno negro
logré reducir en ambos ambientes la infestacion de esta male-
za en forma significativa (p=0,0027). En cambio, la cobertura
de paja no fue efectiva para en el control de lagrima, indepen-
dientemente del tratamiento previo aplicado.

CONCLUSIONES

En las condiciones del ensayo, en todos los casos, las aso-
ciaciones de hortalizas de otofio invierno acelga-puerro y ha-
ba-lechuga cultivadas no interactuaron en el crecimiento de
las poblaciones de arvenses estudiadas.

El estudio de las arvenses anuales arrojo que el uso de co-
berturas (PEN o paja) durante el cultivo fue efectivo para dis-
minuir su infestacion, indistintamente del tratamiento barbe-
cho BPEN previo al cultivo.
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Figura 2. Biomasa aérea promedio por unidad de muestreo en gra-
mos de gramon.
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mos de cebollin.
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Figura 4. Biomasa aérea promedio por unidad de muestreo en gra-
mos de lagrima.

La realizacién de un barbecho con polietileno negro (BPEN)
durante el periodo primavero-estival previo al cultivo otofio-
invernal resulté efectivo para el control de las arvenses peren-
nes tales como gramoén y cebollin, indistintamente del uso o
no de coberturas durante el cultivo. En cambio, en el caso de
lagrima, el uso de dicha practica no afecté su biomasay solo el
uso de cobertura de polietileno negro en el cultivo fue efectivo
para evitar su competencia.

Por su parte, el uso de coberturas (PEN o paja) en el cultivo
resulté efectivo para reducir la infestacion de cebollin (>60%
de reduccion) sin tratamiento previo de BPEN. En el caso de
gramén cuando no hubo tratamiento previo, la cobertura de
paja no fue efectiva para su manejo, solo el PEN lo fue para
gramon en esa condicion.

Los resultados de este ensayo sugieren que seria apropia-
do para el manejo de gramén y cebollin realizar el tratamiento
de BPEN combinado con la cubierta de polietileno negro en el
cultivo para lograr mayores efectos inhibidores del crecimien-
to de la biomasa de esas arvenses. Sera necesario confirmar
estos hallazgos con mas experimentacion que contemple ade-
mas, el ajuste tanto de la duracién como de la época de perma-
nencia de la cubierta BPEN y su combinacion con los distintos
tratamientos de coberturas de cultivo.
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