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RESUMEN 
 

 La yerba mate (Ilex paraguariensis A.St.-Hil.) es un cultivo económicamente 
importante en la región Nordeste de Argentina. La provincia de Misiones concentra el 
90% de la producción, mientras que Corrientes abarca el 10% restante. Estudios previos 
han demostrado que, ante episodios de sequía, el cultivo sufre fuertes mermas en su 
rendimiento debido a la abscisión foliar. Además, varios clones de yerba mate han sido 
caracterizados, mostrando el clon San Isidro 49 (SI-49) la mejor performance ante una 
situación de escasez hídrica.  
 Con el objetivo de contribuir a una comprensión integral de la respuesta del 
clon SI-49 al estrés por sequía, en el presente trabajo final de graduación se estudiaron 
algunos fenómenos fisiológicos y bioquímicos que contribuyen, a través del ajuste 
osmótico, a la mantención del estatus hídrico del sistema radical.  
 En este sentido, se diseñó un experimento bajo condiciones ambientales 
controladas, con plantas controles y plantas sometidas a varios niveles de estrés hídrico. 
Posteriormente se evaluó el ajuste osmótico y el contenido relativo de agua del tejido. 
Además, fueron analizadas las variaciones en el contenido de los azúcares de reserva, 
azúcares solubles y prolina. A nivel transcripcional, se hizo uso de la Base de Datos del 
Laboratorio de Biotecnología Funcional y Genómica Aplicada para realizar, mediante 
herramientas bioinformáticas, un análisis de la expresión diferencial de transcriptos 
involucrados en las vías de biosíntesis de glúcidos con funciones osmoprotectoras.  
 Los hallazgos encontrados permitieron concluir que el ajuste osmótico 
realizado por el tejido radical del clon SI-49 de yerba mate, estaría mediado 
principalmente por azúcares solubles, oligosacáridos de la familia de la rafinosa y 
trehalosa, mientras que el aminoácido prolina no estaría involucrado en esta respuesta al 
déficit hídrico del suelo.  
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1 INTRODUCCIÓN Y ANTECEDENTES 
 

La yerba mate (Ilex paraguariensis A.St.-Hil.) es un cultivo económicamente 
importante en la región Nordeste de Argentina, el 90% de la producción se sitúa en 
Misiones y el 10% restante en Corrientes (Rodríguez, 2015). Los agricultores dedicados 
a ese cultivo representan, junto a sus familias, aproximadamente el 30% de la población 
de Misiones (Lende, 2016). Sus hojas desecadas y molidas se utilizan para la 
preparación, por infusión, de la bebida típica conocida como “mate” (Argentina) y 
chimarrão (Brasil). Además, es importante materia prima para la producción de dulces y 
refrescos (Oliveira, 2014). Estas bebidas están siendo introducidas rápidamente al 
mercado mundial para consumo directo o como ingrediente en alimentos y suplementos 
dietarios ya que es apreciada por su sabor peculiar, propiedades estimulantes (Heck & 
De Mejia, 2007), y propiedades biomédicas y farmacológicas como ser sus efectos 
antioxidantes, vasodilatadores y antimutagénicos entre otros (Bracesco et al., 2011).  

La especie crece espontáneamente en el Nordeste de Argentina, Sur de Brasil y 
Sureste de Paraguay, constituyendo el sotobosque de Araucaria angustiofolia su hábitat 
natural. En estas condiciones predominan la baja irradiación lumínica y alta humedad 
atmosférica, por lo que en los doseles de plantaciones comerciales, Ilex paraguariensis 
deberá adaptarse a las nuevas condiciones ambientales imperantes, es decir al 
incremento de la irradiación lumínica y el consiguiente aumento de la demanda de agua 
debido a la evapotranspiración (Sansberro, 2004). En este sentido, las altas temperaturas 
y ausencia de lluvias en verano también reducen la disponibilidad hídrica del suelo y 
aumentan la demanda evaporativa de la atmósfera, coincidiendo con gran parte del 
período potencial de crecimiento, y disminuyendo consecuentemente el rendimiento del 
cultivo (Sansberro et al., 2000). 

En general, las plantas responden al déficit hídrico y se adaptan a las condiciones 
de sequía mediante modificaciones anatómicas, fisiológicas y bioquímicas (Marron et 
al., 2002; Recchia et al., 2013; Shao et al., 2008). La mayor parte de dichos ajustes están 
controlados a través de cambios en la expresión génica (López, 2017). En la naturaleza, 
las variaciones hídricas a las cuales están sujetas las plantas pueden presentarse ya sea 
de modo gradual (días, semanas a meses), o bien de manera drástica (horas a días). En 
el primer caso, las plantas pueden escapar a la deshidratación acortando su ciclo o 
aumentando la ganancia de recursos durante el prolongado período de adaptación; 
mientras que ante una deshidratación rápida, éstas reaccionan minimizando las pérdidas 
de agua o implementando diferentes procesos metabólicos que les brindan protección 
ante los daños deletéreos causados por la desecación y co-desarrollo de estrés oxidativo 
(Chaves et al., 2003). Independientemente de la velocidad con que se genere la 
deshidratación, la respuesta fisiológica dependerá principalmente de la interacción entre 
el genotipo y el ambiente. 

Una estrategia para evitar la deshidratación de los tejidos vegetales, es a través de 
los mecanismos que permiten mantener tan alto como sea posible el potencial agua 
tisular; o bien, haciendo uso de diversas herramientas metabólicas que ayuden a 
soportar una reducción del mismo. En ese aspecto, el ajuste osmótico constituye uno de 
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los principales mecanismos con los que cuenta la planta para aclimatarse a una situación 
de deshidratación tisular (Akıncı & Lösel, 2012; Bray, 2000). 

El ajuste osmótico es el proceso en el que se acumulan osmolitos en las células 
como respuesta a un descenso en el potencial hídrico celular. Éste potencial osmótico 
que surge de la acumulación neta de solutos como necesidad de mantenimiento de la 
turgencia tisular, permite que el crecimiento continúe a baja disponibilidad hídrica del 
suelo. El proceso es esencial en el mantenimiento de la turgencia, la cual es necesaria 
para la elongación y crecimiento celular. Se ha comprobado que el ajuste osmótico en 
raíces contribuiría a la modificación del patrón de crecimiento, favoreciendo un mayor 
desarrollo radical en desmedro de la parte aérea, lo que constituye un recurso 
primordial para maximizar la absorción hídrica (Munns & Cramer, 1996). 

En este sentido, Brunner y col. (2015) mencionan que leñosas de regiones áridas 
y semiáridas combinan una alta concentración de solutos en las células parenquimáticas 
con una reducción en la conductancia estomática y baja tasa fotosintética, para soportar 
la escasez hídrica del suelo. En el caso particular de yerba mate, se ha demostrado que 
las hojas del clon San Isidro 49, tolerante a sequía, efectúan ajuste osmótico para 
sostener la actividad metabólica y posibilitar una rápida recuperación de la actividad 
fotosintética una vez superada la situación desfavorable (Acevedo et al., 2013). Por otro 
lado, queda aún por dilucidar cuál es la contribución del ajuste osmótico en el tejido 
radical de Ilex paraguariensis en respuesta al estrés hídrico.  

El ajuste osmótico puede realizarse por incremento en las concentraciones de 
diversos osmolitos compatibles como ser prolina y azúcares solubles. Así, por ejemplo, 
se ha reportado que un incremento en el contenido de fructosa está involucrado en la 
disminución del potencial osmótico en las raíces de Fagus sylvatica en respuesta a 
sequía (Zang et al., 2014). Además, se han encontrado diversos y contrastantes 
resultados en cuanto al contenido de azúcares solubles y de almidón en raíces de 
plantas leñosas. El contenido de almidón en general disminuye significantemente en 
raíces de especies tales como Eucalyptus globulus, Eucalyptus smithii y Pinus radiata. 
Mientras que la concentración de los azúcares solubles como glucosa, fructosa y 
sacarosa disminuyen en las raíces de ambos eucaliptos, pero se incrementan en las de 
pino (Brunner et al., 2015). 

Estos y otros resultados muestran que no es posible hacer generalizaciones sobre 
el comportamiento de los azúcares no estructurales en respuesta a la sequía, y que es 
necesario evaluar su comportamiento en cada especie de interés, y más aún evaluar el 
comportamiento en los genotipos tolerantes, para poder comprender su rol en 
respuestas efectivas al estrés hídrico. 

Es importante mencionar que no solo los azúcares solubles clásicos pueden estar 
involucrados en el mantenimiento del estatus hídrico del tejido vegetal. Es abundante la 
bibliografía en donde se ha comprobado que los oligosacáridos de la familia de la 
rafinosa (OFRs), como ser, galactinol, rafinosa, estaquiosa y verbascosa, se encuentran 
íntimamente involucrados en la generación del ajuste osmótico celular, en diversas 
plantas se ha reportado un incremento en su concentración frente al déficit hídrico (Li 
et al., 2014; Nishizawa et al., 2008; Sengupta et al., 2015)  
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En este contexto, se abordó en el presente Trabajo Final de Graduación, el estudio 
de las moléculas, desde los genes a los metabolitos, involucradas en el mantenimiento 
del estatus hídrico del tejido radical, que permiten al clon SI-49 de yerba mate 
optimizar la utilización del recurso hídrico disponible ante una importante disminución 
del potencial agua del suelo.  
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2 OBJETIVOS GENERALES Y ESPECÍFICOS 
 

Objetivo General: 

Caracterizar las respuestas fisiológicas y bioquímicas involucradas en el 
mantenimiento del estatus hídrico del tejido radical del clon San Isidro 49 (SI-49) de 
yerba mate sometido a un déficit hídrico progresivo del suelo, bajo condiciones 
ambientales controladas. 

Objetivos específicos: 

1. Evaluar el ajuste osmótico y contenido relativo de agua (CRA) en raíces de plantas 
del clon SI-49 de yerba mate frente a una situación de déficit hídrico del suelo.  

 
2. Determinar la variación en el contenido de almidón, azúcares solubles (glucosa, 

fructosa, sacarosa) y prolina en raíces de plantas del clon SI-49 de yerba mate 
sometidas a una situación de déficit hídrico del suelo. 

 
3. Evaluar la expresión diferencial de genes involucrados en las rutas de biosíntesis de 

osmolitos compatibles en el tejido radical de plantas del clon SI-49 sujetas a riego 
permanente y restringido.  
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3 HIPÓTESIS 

 Los azúcares solubles y el aminoácido prolina son metabolitos involucrados en 
el ajuste osmótico del tejido radical del clon SI-49 de yerba mate como respuesta a una 
situación de déficit hídrico del suelo.  
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4 MATERIALES Y MÉTODOS 

4.1 Material vegetal y condiciones de crecimiento 

 Se trabajó con plantas obtenidas por cultivo in vitro de estacas del clon tolerante 
a sequía San Isidro 49 (Acevedo et al., 2013) de yerba mate (Ilex paraguariensis A.St.-
Hil.). El material vegetal fue gentilmente cedido por el Establecimiento Las Marías S.A. 
(Ruta Nac. 14, km 739, Gdor. V. Virasoro, Corrientes). 
 Las plantas crecieron en recipientes tubulares conteniendo “suelo rojo” 
(pH=5,88; MO=8,59%; P=32,42 ppm; Ca=12,53 mEq/100g; Mg=0,80 mEq/100g; 
K=0,77 mEq/100g; Dap=0,98), en condiciones de invernáculo.  

4.2 Diseño de los experimentos de estrés por déficit hídrico  

 Se utilizó un diseño completamente aleatorizado, en el cuál cada tratamiento 
contó con 3 repeticiones (tres réplicas biológicas). Los tratamientos consistieron en los 
distintos niveles de potencial hídrico del suelo a los que fueron sometidas las unidades 
experimentales. La recolección de las muestras se realizó al medio día, extrayendo todo 
el suelo de la maceta, y posterior disgregado manual del mismo para separación de las 
raíces. El sistema radical fue seccionado mediante tijeras de podar, el exceso de suelo 
fue eliminado mediante el uso de un pincel. 
 Los experimentos fueron realizados con plantas de dos años de edad y podadas a 
fin de uniformar su estructura y follaje. Éstas fueron introducidas una semana antes del 
inicio del ensayo en una cámara climatizada en condiciones de luz (PAR: 420 µmol∙m-

2∙s-1, fotoperíodo: 12 h), temperatura (fotoperiodo/escotoperiodo: 27±2/20±2°C) y 
humedad relativa (50-55%) controladas. Un día antes de comenzar con el ensayo, todas 
las macetas fueron  irrigadas hasta alcanzar capacidad de campo (CC, Ψsuelo ≈ -0,04 
MPa), cubriéndose posteriormente las macetas con papel de aluminio para evitar 
pérdida de agua por evaporación de la superficie del suelo y provocar la disminución del 
potencial agua edáfico de manera lenta y progresiva, pretendiendo imitar una situación 
similar al estrés osmótico que la planta experimentaría en condiciones de campo.  
 En los tratamientos de estrés, el riego se suspendió hasta que Ψsuelo alcanzó -1, -2 
y/o -3 MPa, incluyéndose un tratamiento de rehidratación (Rw) una vez que Ψsuelo llegó 
a -3 MPa. En los tratamientos sin estrés, CC y Rw, la irrigación se realizó por ascenso 
capilar a fin de eliminar los gases acumulados en los poros del suelo. El Ψsuelo se 
determinó mediante el uso de termocuplas PST-55 colocadas horizontalmente en la 
zona de la raíz a 11 cm por debajo de la superficie del suelo, cerca del centro de la 
maceta. 
 Se llevaron a cabo dos experimentos. El primero de ellos para realizar la 
determinación del contenido de azúcares solubles, almidón y prolina; éste experimento 
incluyo dos tratamientos (CC y -2 MPa). Se recolectaron los dos tercios finales del 
sistema radical adventicio de cada planta, el cual fue congelado en nitrógeno líquido 
hasta su utilización. El segundo experimento, fue realizado para la determinación del 
contenido relativo de agua (CRA), ajuste osmótico (AO) y azúcares individuales; este 
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experimento incluyo 5 tratamientos (CC, -1, -2 y -3 MPa y Rw). En este caso antes de 
recolectar y congelar los dos tercios finales del sistema radical (los que se utilizaron 
para la determinación de azúcares individuales), se separó por planta una raíz adventicia 
de 13-14 cm de longitud, desarrollada directamente de la estaca con todas sus 
ramificaciones. Para la determinación del contenido de los azúcares individuales se 
utilizaron los 5 tratamientos, mientras que para CRA y AO se excluyó el tratamiento -3 
MPa. Al momento de la determinación de metabolitos, los 2/3 finales del sistema 
radical recolectados fueron triturados en mortero con nitrógeno líquido hasta obtener un 
polvo fino, el cual fue utilizado para las extracciones.  
 
Objetivo particular N° 1: Evaluar el ajuste osmótico y contenido relativo de agua 
(CRA) en raíces de plantas del clon SI-49 de yerba mate frente a una situación de déficit 
hídrico del suelo. 

4.3 Evaluación del ajuste osmótico en el tejido radical de plantas de yerba 
 mate  

 A fin de determinar el potencial osmótico a plena turgencia (Ψπ
100), las raíces  

fueron rehidratadas hasta peso constante introduciéndolas en cajas de Petri que 
contenían agua destilada y luego incubadas bajo condiciones ambientales controladas. 
Seguidamente, éstas fueron introducidas en una jeringa de 5 mL de capacidad, 
congeladas en nitrógeno líquido y almacenadas hasta el momento de la determinación 
en un freezer -80°C. Posteriormente, las jeringas fueron descongeladas hasta que las 
muestras alcanzaron la temperatura ambiente determinándose el Ψπ

100 del extracto 
xilemático con una termocupla C-52 (Wescor Inc.). El ajuste osmótico (ΔΨπ

100) por 
imposición del estrés se calculó por diferencia de Ψπ

100 entre los tratamientos de estrés y 
el control sujeto a condiciones óptimas de crecimiento. 

4.4 Determinación del contenido relativo de agua (CRA) de las raíces 
sometidas a condiciones estrés hídrico 

Se determinó el peso fresco de una raíz adventicia desarrollada directamente de la 
estaca y sus respectivas ramificaciones (PF), luego se las dejó en agua hasta peso 
constante y se determinó su peso en turgencia máxima (PT), finalmente se secaron en 
estufa a 110ºC y se determinó su peso seco (PS). El CRA se calculó de acuerdo a la 
siguiente ecuación: 
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Objetivo particular N° 2: Determinar la variación en el contenido de almidón, 
azúcares solubles (glucosa, fructosa, sacarosa) y prolina en raíces del clon SI-49 de 
plantas de yerba mate sometidas a una situación de déficit hídrico del suelo. 

4.5 Cuantificación de almidón y azúcares solubles 

 A partir de las muestras recolectadas en los ensayos de sequía se realizó el 
análisis de almidón y azúcares solubles mediante el método colorimétrico de la antrona 
(Loewus, 1952). Para la cuantificación de los azúcares individuales: glucosa (Glc), 
fructosa (Fru) y sacarosa (Sac), las muestras se remitieron liofilizadas al servicio de 
análisis de carbohidratos del Centro de Investigación y Desarrollo en Criotecnología de 
Alimentos (CIDCA, Universidad Nacional de La Plata, Buenos Aires), en donde las 
muestras fueron extraídas según las normas internaciones ISO 2103 (1998) y luego 
separadas y cuantificadas por HPLC-IR.  

4.6 Contenido de prolina 

 Se utilizó el método de la ninhidrina desarrollado por Magné y Larher (1992). Se 
realizó una extracción acuosa en ebullición durante 30 min partiendo de una alícuota de 
500 mg de muestra molida (raíces) en nitrógeno líquido y 2 mL de agua destilada. Una 
vez que la reacción se enfrió alcanzando la temperatura ambiente, se procedió a 
centrifugar a 2.000 rpm durante 10 min. Posteriormente, se retomó 500 µL del 
sobrenadante al que se le adicionó 500 µL de citrato de sodio 0,2 M (pH 4,6) y 2 mL de 
una solución de ninhidrina 1% p/v (en ácido acético:agua 60:40). La mezcla se hirvió 
durante 1 h, se extrajo con 2 mL de tolueno y se centrifugó a 3.000 rpm durante 10 min. 
Finalmente, la absorbancia de la fase orgánica se determinó a 520 nm. La curva de 
calibración se efectuó con estándar de prolina, en las mismas condiciones de reacción 
que los extractos vegetales. 

Objetivo particular N° 3: Evaluar la expresión diferencial de genes involucrados en 
las rutas de biosíntesis de osmolitos compatibles en tejido radical de plantas del clon SI-
49 sujetas a riego permanente y restringido.  

4.7 Análisis del perfil de expresión transcripcional de genes involucrados 
 en el metabolismo glucídico utilizando el software MapMan y KEGG 
 Pathways. 

 Con el objetivo de visualizar los cambios en la expresión génica diferencial de 
vías que involucran al metabolismo glucídico, se utilizaron las herramientas 
bioinformáticas MapMan (Thimm et al., 2004) y KEGG Pathway de la base de datos 
KEGG (del inglés: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa & Goto, 
2000) con datos provenientes de experimentos de ARN-Seq (Base de Datos del 
Laboratorio de Biotecnología Aplicada y Genómica Funcional), realizados previamente 
en raíces de yerba mate del clon SI-49 en situaciones contrastantes de disponibilidad 
hídrica.  
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4.7.1 MapMan Software 

 Para poder visualizar a través de diagramas coloreados, las vías metabólicas que 
involucran metabolitos osmóticamente activos, se utilizó el software MapMan. A tal fin 
a cada ID (identificador) correspondiente a los transcriptos diferencialmente expresados 
(DETs) en raíces de I. paraguariensis, se le asignó un Bin code utilizando el software 
Mercator (Lohse et al., 2014). La asignación del Bin code, se realiza mediante ortología 
y se basa en clasificaciones de referencia curadas manualmente que se originan a partir 
de tres organismos de referencia Arabidopsis thaliana, Chlamydomonas y Oryza sativa. 
 Además se realizó un archivo de mapeo personalizado en formato texto 
delimitado por tabulación que fusionó la información de cada ID anotado con su tasa de 
cambio. Esta tabla fue luego incorporada al programa MapMan y utilizada para 
identificar y mapear los transcriptos significativos en los distintos procesos biológicos 
de interés. 

4.7.2 KEGG Pathway 

 Se utilizó la herramienta KEGG Pathway para obtener mapas de vías 
metabólicas en las cuales se hallan involucrados los transcriptos diferencialmente 
expresados. La ventaja de este software radica en que el número de especies vegetales 
de referencia es más amplio, llegando a 42 organismos dentro del reino vegetal.  
 Para visualizar las vías, primero se realizó la anotación funcional (asignación de 
número KO) de cada uno de los DETs mediante la herramienta KASS (del inglés: 
KEGG Automatic Annotation Server) disponible en http://www.genome.jp/kaas-
bin/kaas_main?mode=partial. Como conjunto de datos de genes, mediante selección 
manual se utilizaron todos los organismos del reino vegetal disponibles. El método de 
asignación utilizado fue el BBH (del inglés: bi-directional best hit). Posteriormente, 
utilizando el set de números KO obtenidos y mediante la herramienta KEGG Mapper-
Search pathway (http://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway1.html), se obtuvieron 
las vías metabólicas involucradas. 
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5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Estudios fisiológicos y bioquímicos 
 
 En estudios previos, se ha caracterizado al clon SI-49 de I. paraguariensis, como 
uno de los que manifiesta una mejor performance durante episodios de sequía (Acevedo 
et al, 2013). Esta caracterización se basó principalmente en el análisis de parámetros 
fisiológicos en la parte aérea de la planta. En este sentido, cabe destacar que es 
necesaria una caracterización de los fenómenos que se producen en el sistema radical 
teniendo en cuenta que este órgano es el primero en censar los cambios en el potencial 
hídrico del suelo, y en consecuencia generar y enviar señales de alerta hacia el resto del 
organismo (Ghosh & Xu, 2014).  
 Con este fin, se estudiaron procesos fisiológicos y bioquímicos desarrollados en 
raíces del clon SI-49 de I. paraguariensis en condiciones contrastantes de disponibilidad 
hídrica del suelo, para dilucidar los probables mecanismos involucrados en el 
mantenimiento del estatus hídrico del mismoA fin de indagar el estado de hidratación de 
las raíces se evaluó el contenido relativo de agua y el ajuste osmótico. Además fueron 
analizados parámetros bioquímicos a nivel metabólico y transcripcional relacionados a 
las vías metabólicas que involucran osmolitos compatibles.  
 El Contenido Relativo de Agua (CRA) de un tejido vegetal, expresa la cantidad 
de agua, en porcentaje, respecto del total de agua que dicho tejido puede acumular 
permitiendo conocer su estado hídrico (Placide et al., 2012). En la Figura 1 se observan 
los cambios en el CRA de las raíces sometidas a un déficit hídrico progresivo. A medida 
que el estrés progresó el CRA se redujo, mostrando una reducción significativa recién 
en el estrés intenso (-2MPa), en el cual alcanza su valor más bajo (53,8%). Se sabe, que 
uno de los mecanismos que permite mantener éste contenido de agua celular es el ajuste 
osmótico (AO) (Nahar et al., 2016).  
 En este sentido, se halló que el AO aumenta en el tejido radicular a medida que 
progresa el estrés (Figura 2), observándose diferencias significativas ya en condiciones 
de estrés leve (-1 MPa) y llegando a -0,83 MPa para el estrés intenso. Del análisis 
conjunto de las modificaciones en CRA y AO, podemos observar que el ajuste osmótico 
realizado por el sistema radicular en el estrés leve es suficiente para mantener el CRA 
sin cambios significativos. Por otro lado, si bien el AO se incrementa fuertemente en el 
estrés intenso, este ajuste solo basta para mantener al CRA por encima de 50%. El 
grupo de trabajo ha encontrado que este valor de CRA es suficiente para que el sistema 
radicular de I. paraguariensis mantenga su crecimiento durante el estrés hídrico (datos 
sin publicar). 
 Con el objetivo de indagar qué metabolitos podrían ser los responsables del 
ajuste osmótico observado, se propuso evaluar el contenido de almidón y azúcares 
solubles en condiciones de buen riego y de déficit hídrico, los resultados se presentan en 
la Figura 3. Se halló un descenso significativo en el contenido de almidón desde 
61,4±1,6 mg g-1 PS en las raíces no estresadas hasta 48,8±1,43 mg g-1 PS en las raíces 
estresadas por sequía (Figura 3a). Esto indicaría un consumo de las reservas del tejido 
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radical en condiciones de estrés, probablemente debido a una disminución del transporte 
de azúcares desde la parte área de la planta por inhibición de la fotosíntesis debido al 
estrés hídrico, para su utilización en la generación de compuestos osmóticamente 
activos (Hasibeder et al., 2015). Al mismo tiempo, el contenido de azúcares solubles se 
incrementó también significativamente más de 2 veces en la situación de déficit hídrico 
con relación al tratamiento bien irrigado (Figura 3b).  
 Para comprender con mayor detalle este incremento en el contenido de azúcares 
solubles se analizaron los azúcares libres mayoritarios en tejidos vegetales. En la 
Figura 4 se muestran las variaciones detectadas en el contenido de Sac, Glc y Fru a 
medida que progresa el déficit hídrico del suelo. Se observó una clara tendencia al 
aumento de los tres azúcares en respuesta al déficit hídrico. En el tratamiento sometido 
a un potencial hídrico del suelo de -3MPa, el contenido de Fru aumentó 2,5 veces, 
mientras que Glc y Sac presentaron un incremento superior a 1,5 veces con respecto al 
tratamiento control. En el tratamiento de rehidratación el contenido de los mismos fue 
similar al tratamiento control, observándose una recuperación en los contenidos de 
azúcares luego de las 72 h de irrigación. Este comportamiento, coincide con lo 
reportado para raíces de otras especies leñosas en condiciones de estrés osmótico como 
Populus tremuloides (Galvez et al., 2013) y Fagus sylvatica  (Zang et al., 2014). 
 Un metabolito con propiedades osmoprotectoras ampliamente descrito es el 
aminoácido prolina (Farooq et al., 2017). Al evaluar el contenido de prolina en raíces de 
yerba mate, el método propuesto no ha detectado niveles medibles del aminoácido, ya 
sea en las condiciones control como en las estresadas. Esto concuerda con la 
bibliografía que señala que el aminoácido prolina no sería uno de los osmolitos más 
abundantes en raíces de plantas leñosas (Brunner et al., 2015).  
 
5.2 Estudios de expresión génica 
  
 Los cambios fisiológicos y bioquímicos observados como respuesta de un tejido 
a una situación de estrés se hallan estrechamente vinculados al genotipo y su capacidad 
de respuesta a los estímulos ambientales (Buchanan et al., 2015). Con el objetivo de 
relacionar los hallazgos metabólicos antes descriptos con la expresión génica de este 
clon de yerba mate, se estudiaron a nivel transcripcional los cambios en las principales 
vías metabólicas que involucran a osmolitos compatibles de origen glucídico durante el 
estrés hídrico en el clon SI-49 de yerba mate.  
 En respuesta al estrés, en el metabolismo de sacarosa y almidón (Figura 6) se 
observó una represión de los transcriptos que codifican para las enzimas hexoquinasas 
(HxK3, HxK1) y fructoquinasas (pfkBs-like), las que catalizan la conversión de glucosa 
a Glc-6-P y Fru-6-P, respectivamente. Además, los transcriptos que codifican para las 
enzimas A/N-INVH (invertasas alcalinas/neutras) involucradas en la degradación de 
Sac, principalmente a Glc y Fru, se hallan inducidos. Es decir que a nivel 
transcripcional, durante el estrés hídrico, se favorece la obtención de Glc y Fru a partir 
de Sac, y se inhibe la conversión de éstas a sus formas fosforiladas. Esto explicaría el 
aumento observado a nivel metabólico durante las condiciones de déficit hídrico de los 

15 
 



dos monosacáridos, los que podrían comportarse como osmolitos compatibles (Singh et 
al., 2015). 
  En cuanto a la síntesis de almidón, aparentemente la primera etapa estaría 
inhibida a nivel génico ya que los transcriptos de ADP-GlcPPases (ADP glucosa 
pirofosforilasas) se hallan disminuidos. Resultados que también se hallan en 
concordancia con el hecho que en una situación de déficit hídrico, no se estaría 
acumulando la Glc como almidón (reserva) sino destinándola al ajuste osmótico y 
crecimiento radicular.  
 Por otro lado, las siguientes dos etapas en la síntesis de almidón se hallarían 
estimuladas, ya que se observa una inducción de los genes correspondientes a GBSSI 
(Sintasa ligada a los gránulos de almidón I), SSI y SSIII (Sintasas de almidón I y III) y 
GBE1 (enzima α-1,4-glucano ramificante). Se ha descrito que la transcripción de las 
enzimas GBSS poseen regulación positiva de la transcripción por la presencia de 
sacarosa (Todaka et al., 2017; Wang et al., 2001), por lo que la inducción observada en 
estos transcriptos podría deberse al aumento hallado del contenido de sacarosa, y no a 
una necesidad celular de sintetizar almidón como reserva. En este mismo sentido, la 
degradación del almidón a glucosa1-P y maltosa a través de las enzimas PHS1 (α-
glucano fosforilasa) y BYM3 (β-amilasa 3) estaría estimulada. Al respecto, Zeeman y 
col. (2004) han reportado que PHS1 no es necesaria para la degradación del almidón en 
condiciones óptimas de crecimiento, pero que juega un papel importante en la capacidad 
para soportar déficits hídricos transitorios en Arabidopsis thaliana. Estos hallazgos 
concuerdan con la disminución observada en el contenido de almidón en respuesta a la 
sequía en raíces de I. paraguariensis (Figura 3a) y también descrita en otras especies 
leñosas como Pinus radiata, Eucalyptus smithii (Mitchell et al., 2013) y Picea abies 
(Hartmann et al., 2013).  
 Avanzando con los estudios de carbohidratos con función osmoprotectora, se 
estudió el metabolismo de la rafinosa y trehalosa, pertenecientes a los OFRs 
(oligosacáridos de la familia de la rafinosa) descritos en numerosos trabajos como 
glúcidos que participan en el ajuste osmótico de plantas superiores (Nishizawa et al., 
2008; Rasheed, Bashir, Matsui, Tanaka, & Seki, 2016; Sengupta et al., 2015). A través 
del software MapMan, se halló que los genes implicados en la biosíntesis de galactinol 
(GolS4/GolS2) y rafinosa (RS) se vieron inducidos en el tratamiento sometido a sequía. 
Los transcriptos codificantes para GolS2 y GolS4 se encuentran aumentados en raíces 
estresadas en niveles que varían de 6 a 12 veces respecto de las raíces control, mientras 
que los transcriptos que codifican para RS se hallaron inducidos hasta 3 veces respecto 
del control. Estos indicios podrían indicar que tanto galactinol como rafinosa podrían 
ser glúcidos importantes como osmoprotectores en raíces de yerba mate.  
 También, mediante el análisis con el software KEGG, se encontraron inducidos 
dos genes que codifican para enzimas involucradas en la obtención de trehalosa libre 
intracelular (Figura 7), metabolito ampliamente documentad Glc o como osmolito 
compatible en vegetales (Asaf et al., 2017; Gupta & Huang, 2014).  
 Esto indicaría que en raíces del clon SI-49 de yerba mate el ajuste osmótico 
observado en respuesta al descenso del contenido de agua del suelo, estaría realizado 
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por un pool de metabolitos de origen glucídico como ser Glc, Fru y Sac, sumados a la 
potencial contribución de oligosacáridos de la familia de la rafinosa y trehalosa, 
mientras que el osmolito aminoacídico prolina no estaría involucrado en el ajuste 
osmótico de raíces de yerba mate.  
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6 CONCLUSIONES 
 

 Los cambios observados en el Ajuste Osmótico de raíces del clon SI-49 de I. 
paraguariensis frente a un descenso del potencial hídrico del suelo serían los 
responsables de mantener el estatus hídrico del tejido, lo que se ve reflejado en el CRA 
del tejido radical en condiciones de sequía. 
 Estos ajustes pueden ser llevados a cabo mediante procesos bioquímicos, que se 

hallan regulados a nivel genético. Así, el metabolismo de la sacarosa y el almidón se 
hallan modulados de manera tal de aumentar el contenido de los azúcares solubles 
mayoritarios, ampliamente descritos como osmoprotectores, a expensas de una 
disminución en las reservas de almidón del tejido radical. 
 El aminoácido prolina parecería no estar involucrados en el Ajuste Osmótico 

radical ya que no se hallaron evidencias mensurables de su presencia en ninguno de los 
dos tratamientos.  
 Los glúcidos pertenecientes a la familia de la rafinosa y el disacárido trehalosa 

parecerían desempeñar un rol importante en la respuesta a la sequía del tejido radical de 
yerba mate según la evidencia a nivel transcripcional, si bien son necesarios más 
estudios a nivel metabólico para confirmar su rol como osmolitos compatibles en tejido 
radical de la especie en estudio. 
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7 TABLAS Y FIGURAS 
 

 

Figura 1: Contenido Relativo de Agua (CRA) del tejido radical proveniente de plantas 
de I. paraguriensis clon SI-49 expuestas a diferentes niveles de escasez hídrica del 
suelo. Las barras señaladas con letras diferentes indican diferencias significativas entre 
sí según la prueba de Dunnett (P < 0,05). 

 

Figura 2: Ajuste Osmótico (∆Ψπ
100) en raíces de plantas de I. paraguariensis clon SI-49 

expuestas a diferentes niveles de escasez hídrica del suelo. Barras con letras distintas 
indican diferencias significativas según la prueba de Dunnett (P < 0,05). Rw: 
tratamiento rehidratación (Ψsuelo ≈ -0,04 MPa).  
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Figura 3: Variación en el contenido de almidón (A) y azúcares solubles (B) en raíces de 
plantas de I. paraguariensis sometidas a estrés por déficit hídrico y condiciones de 
control. Los asteriscos indican diferencias significativas con respecto al tratamiento 
control según la prueba t de Student (p<0.01). CC: tratamiento control (Ψsuelo ≈ -0,04 
MPa); Rw: tratamiento rehidratación (Ψsuelo ≈ -0,04 MPa).  

  

 

Figura 4: Variaciones en el contenido de sacarosa, glucosa y fructosa en raíces de 
plantas de I. paraguriensis clon SI-49 sometidas a déficit hídrico progresivo, con un 
tratamiento final de rehidratación. Los asteriscos indican medias que difieren 
significativamente respecto de su control según la prueba de Dunnett (P < 0,05). CC: 
tratamiento control (Ψsuelo ≈ -0,04 MPa); Rw: tratamiento rehidratación (Ψsuelo ≈ -0,04 
MPa). 
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Figura 5: Rutas principales del metabolismo primario de sacarosa y almidón, obtenidas 
con el software MapMan. Los cuadros verdes representan a transcriptos que se hallan 
estimulados en condiciones de estrés por sequía, mientras que los rojos representan 
transcriptos cuya expresión ha disminuido. La intensidad del color se corresponde con 
el valor del log2FC. 
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Figura 6: Ruta principal del metabolismo de los Oligosacáridos de la Familia de la  
rafinosa obtenidas con el software MapMan. Los cuadros verdes representan a 
transcriptos que se hallan estimulados en condiciones de estrés por sequía, mientras que 
los rojos transcriptos cuya expresión ha disminuido. La intensidad del color se 
corresponde con el valor del log2FC. 

 

 

Figura 7: Se visualiza una sección de la Categoría metabolismo de almidón y sacarosa 
obtenida mediante KEEG Methabolic Phathway. Las cajas señaladas con verde 
representan a transcriptos que se hallan estimulados en condiciones de estrés por sequía.  
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