InVet. 2016, 18 (1): xxx-xxx
ISSN 1514-6634 (impreso)

ARTICULO DE INVESTIGACION
ISSN 1668-3498 (en linea)

Efecto del arsénico sobre plantas forrajeras de importancia
pecuaria en la Argentina*

Effect of arsenic on forages with relevance for Argentina livestock

RoDRiGUEZ, M1,2; ALVAREZ GONGALVEZ, CV1,2; FERNANDEZ CIRELLI, Al,2 Yy PEREZ CARRERA, Al,2.

"Instituto de Investigaciones en Produccién Animal (INPA), CONICET-UBA. “Centro de Estudios Transdisciplinarios del Agua. Facultad
de Ciencias Veterinarias. Universidad de Buenos Aires. Av. Chorroarin Ne 280 C1427CWO. Ciudad de Buenos Aires, Argentina.

RESUMEN

En la Llanura Chacopampeana, Argentina, las especies forrajeras se encuentran expuestas al
arsénico presente en el agua subterrdnea normalmente utilizada para riego. En este estudio
se determiné el efecto del arsénico en la germinacién de las semillas y en la biomasa aérea
de alfalfa y ryegrass perenne. No se detecté un impacto significativo sobre el porcentaje de
germinacién en ninguna de las dos especies, pero si sobre las longitudes de hipocétilo de alfalfa
y en las longitudes radiculares de ambas especies. Se observé una disminucién de la biomasa en
presencia de arsénico pero esta fue no significativa. Estos resultados evidencian la importancia
de profundizar el estudio de los efectos del arsénico y otros elementos traza asociados en el
desarrollo de los forrajes, principal sustento de la produccién ganadera.
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SUMMARY

In the Chacopampean Plain, Argentina, forage species are exposed to arsenic present in

groundwater used for irrigation. In this study, the effect of arsenic on seedling germination

and on the biomass of alfalfa and perennial grass was determined. A non significant impact on

the germination percentage in cither species was detected; however, it was observed a negative

effect on the hypocotyls length of alfalfa, and on the root lengths of both species. A decrease

in biomass was observed in the presence of arsenic but this was not significant. These results

demonstrate the importance of further study of the arsenic effects and the other trace elements

on fodder development, mainstay of livestock production.
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INTRODUCCION

El adecuado manejo de las pasturas, y las
pricticas tendientes a mejorar la calidad y el
rendimiento de las mismas permite mejorar el
crecimiento, desarrollo y produccién animal,
aumentando la rentabilidad de las actividades
agropecuarias. Las leguminosas son utilizadas
cominmente como forrajes debido a su alto
valor nutricional, su habilidad de fijar nitrégeno
y su buena digestibilidad. Usualmente son
cultivadas en combinacién con gramineas, ricas
en fibras, para evitar complicaciones en el ganado
debido al consumo excesivo de leguminosas,
como pueden ser indigestiones o meteorismos
espumosos. Las dos especies utilizadas en este
trabajo, rye-grass perenne (Lolium perenne
Var. Horizon) y alfalfa (Medicago sativa) fueron
elegidas en base a su amplia utilizacién como
forraje y su consumo preferencial por el ganado
(Carrillo, 2003).

En la Llanura Chacopampeana, Argentina,
la produccién agricola-ganadera es una de las
actividades principales, y el agua subterrdnea es
normalmente utilizada como agua de riego para
cultivos y para aprovisionamiento del ganado.
En algunas zonas de esta region la calidad del
agua se ve alterada por la presencia de altos
tenores salinos y elevados niveles de elementos
traza entre los que se destaca principalmente el
arsénico (As). Este se encuentra naturalmente
presente en el medio ambiente, sobre todo en
el agua subterrdnea, debido a los procesos de
disolucién a partir de los sedimentos loéssicos

(Smedley et al., 2002). Se lo puede encontrar
tanto en forma organica como inorganica, siendo
las segundas las especies principales encontradas
en el agua y suelo. El As es un conocido elemento
cancerigeno (Waalkes et al. 2004, Bhattacharjee
et al., 2013; Cohen et al, 2013; Brocato et al.,
2015), siendo las especies inorgdnicas (As™ y
AsY) mds téxicas que las orgdnicas (Bundschuh
etal., 2008).

Las plantas se hallan expuestas al As
presente tanto en el agua de riego como en el
suelo. Las formas inorgdnicas son absorbidas
a través de diferentes transportadores y son
transformadas y movilizadas a otros tejidos de
la planta. Varios estudios han reportado que el
As afecta el crecimiento y la germinacién de
las plantas, causa estrés oxidativo, disminuye
la absorcién de fésforo, produce inhibicién
en la elongacién radicular y una disminucién
tanto en la proliferacién celular como en la
produccién de biomasa. También se observéd
disminucién en el nidmero de hojas, la altura
de la planta y el porcentaje de germinacidn,
diversos cambios morfolégicos y alteracién de la
fotosintesis (Carbonell-Barrachina et al. 1998;
Miteva, 2002; Ahmed et al. 2006; Shaibur et
al. 2008; Srivastava et al. 2009; Smith et al.
2009; Finnegan & Chen, 2012; Farnese et al.
2014; Pérez Carrera & Ferndndez Cirelli 2014).
Muiltiples estudios indican que estos pardmetros
dependen de varios factores como son las
caracteristicas del suelo, otros iones presentes en
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el agua, la especie vegetal, su perfil genético, etc.
(Rahman & Hasegawa, 2011; Rai et al, 2011,
Smith et al. 2009; Iriel et al, 2015). A pesar de la
importancia econdmica de las forrajeras, los efectos
del As sobre las mismas no han sido estudiados en
profundidad en las especies mds utilizadas como
alimento para el ganado. La presencia de As en
el suelo y agua en dreas de produccién ganadera
podria afectar el crecimiento y las caracteristicas
nutricionales de los forrajes (Pérez Carrera &
Fernandez Cirelli, 2014) afectando la nutricién
de los animales y disminuyendo la capacidad
productiva de los mismos.

El objetivo de este trabajo fue determinar el
efecto del As presente en el agua de riego sobre
los pardmetros de germinacién y sobre la biomasa
aérea en dos de las principales especies forrajeras
utilizadas: ryegrass perenne (Lolium perenne) Var.
Horizon y alfalfa (Medicago sativa L.).

MATERIALES Y METODOS

Para este trabajo se utilizaron semillas de
ryegrass perenne (Lolium perenne Var. horizon) y
alfalfa (Medicago sativa) obtenidas a partir de un
proveedor nacional de semillas comerciales. Su
viabilidad fue confirmada antes del comienzo de
las pruebas mediante un ensayo de germinacién
en el cual las semillas de cada especie alcanzaron
alrededor de 90% de germinacién al 5to dia.
Ademis se analizé la velocidad de germinacién,
observindose que alcanzaba una meseta a las
120hs (5 dias), coincidiendo con el tiempo
recomendado por normas internacionales
(OECD 208, USEPA 600/3-88/029), y lo
mencionado en la bibliografia, para la realizacién
de los ensayos de toxicidad aguda.
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Para determinar el efecto del As presente
en el agua de riego en los pardmetros de
germinacién, se sembraron semillas en
presencia de distintas concentraciones de As
(50, 100, 500, 1000 y 5000 pg/L). Para ello
se utilizaron placas de Petri estériles y papel
de filtro de 80 g/m2, 250pm de grosor, poros
de 14pm y una permeabilidad de 14 1/s/m?
El experimento se llevé a cabo siguiendo una
versién modificada del protocolo internacional
EPA 600/3. El As utilizado fue arsenato de
sodio heptahidrato (NaHAsO,.7H, O) de
Biopack (CAS# 10048-95-0), el cual fue
disuelto para la preparacién de una solucién
stock de alta concentracién para la obtencién
de las distintas concentraciones utilizadas en
el experimento. Las mismas se asemejan a
concentraciones naturales de As halladas en
el agua de riego en Argentina. Como control
positivo se utilizé dicromato de potasio al 2%
m/v. Como control negativo se utiliz6 agua
destilada.

En cada placa de Petri grupos de 25 semillas
fueron colocadas sobre el papel de filtro y
embebidas con 2.5ml de cada solucién. Todos
los tratamientos se realizaron por triplicado.
Las placas fueron mantenidas en oscuridad y
bajo condiciones ambientales controladas de
humedad y a temperatura constante (22+2°C),
por 5 dias (120hs). Todas las semillas con una
radicula mayor a 2mm fueron consideradas
como germinadas. Las pldntulas fueron
fotografiadas con una cdmara de alta resolucién
y el largo de sus radiculas, hipocétilos y
coledptile, segin corresponda, fueron medidos
mediante un software digital (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de una semilla germinada de graminea y otra de leguminosa donde se muestran las secciones

mensuradas de las pléntulas.
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Para la evolucién de los efectos sobre la
produccién de biomasa se colocaron cantidades
iguales de suelo comercial (proveniente de
Escobar, Provincia de Buenos Aires, Argentina)
en 6 reactores. Los mismos se dividieron luego
al azar en dos grupos, y cada uno fue asignado a
un tratamiento distinto (0 y 1 mg/L de As), de
modo que todos los tratamientos se realizaran por
triplicado. En cada uno se sembraron, a chorrillo
las semillas segiin recomendaciones para cada
especie, y en cantidades iguales en cada reactor.
Los reactores fueron regados con agua destilada
hasta la germinacién de las semillas. Tras la
aparicién de los primeros brotes, las mismas
fueron regadas con las soluciones preparadas para
cada tratamiento. Durante toda la experiencia se
mantuvieron en condiciones de luz y temperatura
natural, resguardadas de la lluvia.
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Los experimentos fueron conducidos
utilizando el disefio completamente aleatorizado
(DCA). Todos los resultados fueron analizados
mediante un sistema ciego. Se realiz6 un
andlisis de varianza (ADeVa) para determinar
la significancia estadistica de los resultados.
Para el andlisis de la germinacién se utilizé la
transformacién de arcsin antes del ADeVa (Zar,
1996). Los célculos estadisticos fueron realizados
mediante el programa InfoStat®.

RESULTADOS

Los porcentajes de germinacién basales
fueron 86% y 95% para alfalfa y ryegrass
respectivamente. No se detecté un impacto
significativo (p<0.05) del As sobre la germinacién
en ninguna de las dos especies para los distintos
tratamientos utilizados en el ensayo (Figura 2A).
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Figura 2. A) Porcentaje de semillas germinadas en funcién de la concentracion de As. B)Relacién largo del hipocétilo/

largo de la radicula para alfalfa y relacién largo del coledptilo/largo de la radicula para ryegrass perenne para los diferentes

tratamientos. C) Longitud del hipocétilo para alfalfa y del coledptilo para ryegrass perenne en los diferentes tratamientos.

D) Longitud radicular para alfalfa y ryegrass perenne en los diferentes tratamientos. Las barras muestran los intervalos de

confianza y los asteriscos denotan diferencias significativas (p < 0.05) entre los tratamientos y el control. Negro: ryegrass,

Gris: alfalfa.

4 InVet Vol. 18 Ne 1, 2016



ARSENICO EN FORRAJERAS DE IMPORTANCIA PECUARIA

La reduccién en el porcentaje de germinacién
ha sido documentada en varias especies vegetales
(Talukdar et al, 2011; Upadhyaya et al, 2014),
pero el impacto del As sobre este pardmetro
no fue observado en este estudio. Esto sugiere
que tanto M. sativa como R. perenne pueden
germinar bien bajo el riego con agua con un
amplio rango de concentraciones de As.

La toxicidad del As para las radiculas e
hipocétilos de estos forrajes fue evidenciada
mediante la disminucién de sus longitudes. Se
observaron diferencias significativas entre los
tratamientos, con una tendencia decreciente
en las longitudes en funcién del aumento de
las concentraciones en el caso de la alfalfa,
pero no se observaron diferencias en ryegrass
(Figura 2C).

El anilisis de la variacién de la elongacién
del hipocétilo en alfalfa muestran que se produce
una diferencia significativa (p < 0.05) a partir de
los 500 pg/L respecto del control. En contraste,
el ryegrass aparenta ser menos sensible pues
no se observaron diferencias estadisticamente
significativas respecto del control en relacién a
la elongacién del coledptile para ninguno de los
tratamientos.
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Con respecto al efecto sobre la elongacién
radicular, la alfalfa mostré una diferencia
significativa (p < 0.05) con el control a partir
de los 1000 pg/L. En este parimetro ryegrass
perenne mostré el mismo comportamiento,
observindose diferencias significativas (p < 0.05)
con concentraciones iguales o superiores a 1000
pg/L (Figura 2D).

Las relaciones entre el largo del hipocétilo
y el largo de la radicula (LH/LR) para la
alfalfa, y entre el largo del coledptile y el
largo de la radicula (LC/LR) para ryegrass,
fueron determinadas como otro indicador de
toxicidad en las dos especies. No se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos
para ryegrass. La alfalfa mostré una tendencia
a aumentar su relacién LH/LR con el aumento
de las concentraciones de As a las cuales fue
expuesta, observandose diferencias significativas
(p < 0.05) con el control a partir de los 1000
pg/L (Figura 2B).

En las experiencias de siembra en suelo, llevadas
a cabo con y sin exposicion a As, no se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos
aunque se registr6 una disminucién en la produccién
de biomasa de ambas especies (Figura 3).

Alfaffa

Ryegrass

Figura 3. Masa seca de alfalfa (gris) y ryegrass perenne (negro) obtenida de los reactores. Encolor plano plantas expuestas

a As. En rayado plantas control. Las barras muestran los intervalos de confianza.

Estudios anteriores en nuestro laboratorio
utilizando alfalfa (Pérez Carrera & Fernindez
Cirelli, 2014) han mostrado que el aumento de la
concentracién de As en el suelo también aumenta
su concentracién en las hojas, tallos y raices, y
que la misma varfa entre cosechas, demostrando

su transferencia hacia el forraje. Mascher et al
(2002) en otra especie de leguminosa, trébol
rojo, observaron que se producia una reduccién
significativa en el crecimiento de los brotes ante
la exposicién a altas concentraciones de As y que
dicho efecto era mayor en los hipocétilos que en
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las radiculas. Estos resultados son comparables
con los obtenidos en el presente estudio.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

A partir de los resultados observados en el
presente estudio se evidencia que el efecto del
As sobre el desarrollo del forraje es diferente
segun la especie. La alfalfa mostré mayor
sensibilidad que el ryegrass ante la exposicién al
As. En ambas especies se observé un efecto mds
agudo en la porcién radicular. Estos resultados
concuerdan con los reportados previamente por
otros autores (Shaibur et al. 2008; Srivastava et
al. 2009; Smith et al. 2009; Shri et al, 2009).
A pesar de evidenciarse una reduccién de la
biomasa por exposicién al As en las plantas
cultivadas en suelo, las diferencias no fueron
significativas. El presente trabajo muestra la
importancia de profundizar el estudio de los
efectos del As y otros elementos traza asociados
en el desarrollo de los forrajes, principal sustento
de la produccién ganadera, y de la transferencia
hacia el forraje como posible exposicién del

ganado al As.
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