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Resumen

En la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) INTA Delta del Parana se desarrolla un
programa de mejoramiento clasico de sauces, en el marco del Proyecto Nacional PNFOR-
1104062 y del Programa de Domesticacion y Mejoramiento de Especies Forestales Nativas e
Introducidas para Usos de Alto Valor (PROMEF). El objetivo es generar materiales clonales con
ventajas productivas y de adaptabilidad. En el corriente afio, seis nuevos clones mejorados
fueron inscriptos en el Registro Nacional de Cultivares del INASE: "Agronales INTA-CIEF", 'Los
Arroyos INTA-CIEF’, "Géminis INTA-CIEF, ‘Lezama INTA-CIEF’, ‘Ibicuy INTA-CIEF vy
“Yaguareté INTA-CIEF". Desde hace unos afios, docentes investigadores de la Facultad de
Agronomia de la UBA colaboran a través de un trabajo interdisciplinario con el Programa,
analizando el material clonal a fin de evaluar caracteristicas quimicas que contribuyan a
explicar los mecanismos implicados en ciertos comportamientos frente a situaciones de estrés
biotico y abidtico, a los cuales naturalmente se ven sometidos. Las investigaciones se realizan
en el marco de los proyectos UBACYT (2012-2015) 20020110200266 y UBACyYT (2011-2014)
20020100100229. EIl presente trabajo comprende un analisis preliminar de los compuestos
antioxidantes presentes en individuos de Salix spp. Los derivados fendlicos son metabolitos
secundarios de amplia distribucion en las plantas superiores, y particularmente los sauces se
caracterizan por la presencia de glicosidos fenodlicos y salicilatos los cuales constituyen una
verdadera barrera de defensa y resistencia a adversidades. En esta primera etapa exploratoria
se trabajo con clones de las especies Salix nigra, S. alba, S. humboldtiana, S. viminalis y S.
matsudana, de los cuales se tomaron tres repeticiones y se analizaron, mediante métodos
espectrofotométricos, su capacidad antioxidante (CA) y el contenido de fenoles totales (FT)
expresados como pmoles equivalentes de acido ascérbico y pumoles equivalentes de &cido
clorogénico /g de hojas frescas, respectivamente. Los resultados de este trabajo exploratorio
muestran gque los clones recientemente registrados poseen diferencias contrastantes en cuanto
a contenidos de CA y FT. Los valores de CA, en orden decreciente, corresponden a: Lezama >
Yaguareté, Geminis > lbicuy, Agronales y Los Arroyos. Respecto al contenido de FT, se
observa el mismo orden decreciente presentando Lezama un valor de 186 pmoles eq ac.
clorogénico /g de hojas frescas. Mediante HPLC-C18 se compararon los perfiles
cromatograficos entre clones de una misma especie y especies diferentes observandose
importantes variaciones entre los materiales. Estas observaciones preliminares aportan
conocimientos que podrian ayudar a comprender aspectos de la susceptibilidad de los clones a
las adversidades y los mecanismos implicados.
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Introduccién

La produccion forestal constituye a nivel mundial una actividad importante desde el punto de
vista social, econémico y ambiental. En Argentina existen mas de 1 millén de ha plantadas,
mayoritariamente con esencias forestales de crecimiento rapido como Pinus, Eucalyptus y
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Salicaceas. Estas Ultimas estan particularmente presentes en zonas como el Delta del Parana,
el mayor humedal con que cuenta el pais teniendo en cuenta sus 17.500 km? de superficie.

El sistema de produccion predominante en el Delta es la forestacion con Salicaceas donde
existen aproximadamente unas 80.000 hectareas plantadas, de las cuales el 80% corresponde
a plantaciones de sauce y el resto a plantaciones de alamo. De las mismas, se estima que
unas 60.000 hectareas (75%) se encuentran bajo manejo.

En general, como en otros forestales, las plagas presentes en alamos y sauces tienen un
comportamiento erratico en el tiempo. Durante algunas temporadas las poblaciones se
mantienen por debajo de su umbral de dafio econdmico y bajo determinadas circunstancias sus
poblaciones aumentan hasta producir dafios que afectan el normal desarrollo de las plantas y
la economia regional.

En la Estacion Experimental Agropecuaria (EEA) Delta del Parana del INTA se desarrolla un
programa de mejoramiento clasico de sauces, en el marco del Proyecto Nacional PNFOR-
1104062 y del Programa de Domesticacion y Mejoramiento de Especies Forestales Nativas e
Introducidas para Usos de Alto Valor (PROMEF). El objetivo es generar materiales clonales
mejorados en los aspectos productivos y de adaptabilidad. Como resultado de ello, en 2013 se
seleccionaron seis clones, cuya inscripcion fue aprobada en el Registro Nacional de Cultivares
del INASE como: "Agronales INTA-CIEF’, "Los Arroyos INTA-CIEF’, "Géminis INTA-CIEF,
‘Lezama INTA-CIEF, ‘lbicuy INTA-CIEF" y “Yaguareté INTA-CIEF_ (Resol. N° 00080/2013)
(Cerrillo et al. 2013).

Desde hace unos afios, docentes investigadores de la Facultad de Agronomia de la UBA
colaboran a través de un trabajo interdisciplinario con el Programa, analizando el material
clonal a fin de evaluar caracteristicas quimicas que contribuyan a explicar los mecanismos
implicados en ciertos comportamientos frente a situaciones de estrés biotico y abidtico, a los
cuales naturalmente se ven sometidos (Braccini et al. 2013). Las investigaciones se realizan en
el marco de los proyectos UBACyYT (2012-2015) 20020110200266 y UBACYT (2011-2014)
20020100100229.

Las plantas se caracterizan por la presencia de metabolitos secundarios, sustancias quimicas
de estructura variada que cumplen diversas funciones en el vegetal, articulando su relacion con
el entorno.

Los derivados fendlicos son un grupo particular de metabolitos de amplia distribucion en las
plantas superiores, los cuales incluyen acidos fenolicos libres, flavonoides, y estructuras
poliméricas como los taninos, entre otros. Particularmente los sauces se caracterizan por la
presencia de glicdsidos fendlicos y salicilatos los cuales constituyen una verdadera barrera de
defensa y resistencia a adversidades al actuar como disuasivos de la alimentacién o en
algunos casos como moléculas de sefializacion durante procesos de oviposicion (Braccini et al.
2013).

Entre los salicilatos mas abundantes identificados en sauce se encuentran salicina, fragilina
salicortina y tremuloidina, cuya proporcion varia segun la especie, hibridos e inclusive clones
(Boeckler et al. 2011). Otros glicosidos fendlicos de importancia son los flavonoides. Derivados
de quercetina, kaemferol, miricetina y luteolina son los mas abundantes, los cuales poseen
cadenas oligosacaridicas de una, dos o tres unidades de monosacaridos entre los que
predominan glucosa, ramnosa, galactosa, arabinosa y acido glucuronico (Tegelberg et al.
2003).

El presente trabajo comprende un analisis preliminar de los compuestos antioxidantes
presentes en individuos de Salix spp. con el objetivo de explorar las posibles variaciones a nivel
de especies y clones y contar con nueva informacion que posibilite mejorar la interpretacion de
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los mecanismos implicados en el comportamiento de los mismos frente a las adversidades
bidticas y abioticas.

Metodologia

Material vegetal estudiado:

En esta primera etapa exploratoria se analizaron entre 2 y 5 clones de las especies Salix nigra,
S. alba, S. humboldtiana y S. viminalis y S. matsudana. Entre estos genotipos, se incluyeron
ademas los nuevos clones mejorados recientemente inscriptos en INASE "Agronales INTA-
CIEF,, "Los Arroyos INTA-CIEF’, "Géminis INTA-CIEF’, 'Lezama INTA-CIEF’, “Ibicuy INTA-
CIEF y “Yaguareté INTA-CIEF  (Cerrillo et al. 2013).

Muestreo de hojas del material clonal:

En el mes de febrero de 2013 se tomaron muestras de plantas que integran los estaqueros
experimentales de sauce del Programa de Mejoramiento llevado a cabo en la EEA Delta del
Parana del INTA. Se tomaron hojas del tercio superior de ramas de 6 meses de crecimiento,
correspondientes a cada uno de los individuos o genctipos estudiados. El muestreo consistio
en tomar 20 hojas al azar de un nimero de plantas de entre 5y 10 por cada genotipo.

Acondicionamiento del material

El material vegetal se dispuso en bolsas “Ziploc”, se rotuld con las identificaciones de cada
individuo o genotipo y se llevo a laboratorio, donde fue conservado freezado hasta su posterior
andlisis.

Preparacion del extracto

El material vegetal se repartio en muestras al azar (tres repeticiones) y cada una fue extraida
con una mezcla de MeOH:H,O durante 24 horas a temperatura ambiente y posteriormente se
particiond con cloroformo.

Métodos de analisis aplicados en laboratorio

De cada muestra se analizaron, mediante métodos espectrofotométricos, la capacidad
antioxidante (CA) y el contenido de fenoles totales (FT) expresados como umoles
equivalentes/g de hojas frescas de acido ascorbico y acido clorogénico, respectivamente.

Determinacion de la capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante de los extractos fue evaluada mediante el ensayo de captacion del
radical libre DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl siguiendo la técnica descripta por Brand-
Williams et al. (1995) y modificaciones. La disminucion de la absorbancia respecto del blanco
(Sol. 10" M DPPH) fue leida a A 517 nm luego de 30 minutos de reaccién.

Determinacion del contenido de fenoles totales

La concentracion de fenoles totales de cada extracto fue analizada mediante el método Folin-
Ciocalteu segun la técnica descripta por Singleton et al. (1999) y modificaciones. La
absorbancia fue leida a A 725 nm y comparada con el tubo blanco luego de 1 hora de reaccion.

Analisis por HPLC

El analisis de los perfiles cromatograficos se realizé por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) en fase reversa utilizando un equipo Agilent 1200 con un detector UV de
longitud de onda mudltiple. La fase mdvil utilizada consisti6 en un gradiente de Acetonitrilo
(ACN), y agua (H,O miliQ) acidulada al 1% con acido acético. Para la identificacion de rutina y
salicina se utilizaron patrones comerciales.




Analisis estadistico

Los resultados quimicos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA)
utilizando Infostat como software estadistico. Las comparaciones mdltiples se realizaron
mediante el Test de Tukey con un nivel de significacién de 0,05.

Resultados y Discusion

Los clones de las cinco especies estudiadas presentan valores de fenoles totales con una
media entre 110 y 176 umoles equivalentes de acido clorogénico/gramo de hoja fresca, los
cuales se corresponden con los informados en la literatura (Julkunen-Tiitto, R. 1986; Julkunen-
Tiitto, R. 1989). El mayor contenido se observa en Salix nigra y Salix matsudana con 176 y 155
umoles/g, respectivamente; mientras que Salix alba presenta el menor valor (110 umoles/qg)
(figura 1).

Si analizamos los resultados obtenidos para capacidad antioxidante, Salix nigra (143 umoles/q)
sigue presentando el mayor valor, seguido por Salix viminalis, S. alba, S. humboldtiana y por
ltimo Salix matsudana (86 umoles/g) (figura 1).
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Figura 1. Capacidad antioxidante y fenoles totales de las distintas especies analizadas
expresados como valores medios y sus errores estandar en umoles equivalentes de acido
ascorbico y acido clorogénico por gramo de hojas frescas, respectivamente. Para cada
variable, las letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas (Test de Tukey, p
< 0.05).

Los clones recientemente registrados poseen diferencias contrastantes en cuanto a contenidos
de CAy FT.

Los valores de CA, en orden decreciente, corresponden a: Lezama > Yaguareté, Geminis,
Ibicuy, Agronales y por ultimo Los Arroyos observandose la misma tendencia para FT (figura 2).
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Figura 2. Capacidad antioxidante y fenoles totales de los distintos clones mejorados
expresados como valores medios y sus errores estandar en umoles equivalentes de acido
ascorbico y acido clorogénico por gramo de hojas frescas, respectivamente. Para cada
variable, las letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas (Test de Tukey, p
<0.05).

Mediante HPLC-C18 se compararon los perfiles cromatograficos entre clones de una misma
especie y especies diferentes observandose importantes variaciones entre los materiales.

Los cromatogramas de los extractos polares de los clones correspondientes a S. humboldtiana
y S. nigra mostraron perfiles simples con bajo numero de componentes. A diferencia de los
restantes el clon S. nigra 6 presentdé mayor proporcion de componentes de menor polaridad. S.
viminalis y S. alba presentaron perfiles cromatograficos complejos.

Los clones de Salix nigra y Salix humboldtiana presentaron una mayor proporcion de salicina y
rutina respecto de Salix viminalis y Salix alba. Sin embargo, Lezama y Yaguareté presentaron
la mayor proporcion de rutina, superior atn a Salix nigra y Salix humboldtiana.

Consideraciones finales

Estas observaciones preliminares sobre la presencia de compuestos antioxidantes aportan
conocimientos que podrian ayudar a comprender aspectos de la susceptibilidad de los clones a
las adversidades y los mecanismos implicados. Relacionar la presencia de metabolitos
secundarios con reconocida actividad biologica (glicosidos de flavonoides y salicilatos) y las
caracteristicas de los clones podrian ser de utilidad en el andlisis de las interacciones sauce-
entorno.
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