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INTRODUCCION

1.1- Lasalinidad vy la especie en estudio

La salinidad es uno de los principales problemas que afecta a la produccion agricola
(Yamaguchi y Blumwald, 2005; Ashraf, 2009), limitando el crecimiento, el rendimiento y la calidad
de los cultivos. De acuerdo con la FAO Land and Plant Nutrition Management Service, mas del 6%
de la superficie mundial se encuentra afectada por salinidad o sodicidad (Cuadro 1), de las cuales 70
millones de hectéreas son agricolas (FAO, 2005). Argentina es el tercer pais con mayor superficie
de suelos afectados por halomorfismo en el mundo, después de Rusia y Australia (Taboada y

Lavado, 2009), con 20 millones de hectareas.

Area total | Suelos salinos Suelos sodicos

ReoiEs Mha | Mha [ % Mha %

Africa 1,899 39 2.0 34 1.8

Asia y Australia 3,107 195 6.3 249 8.0

Europa 2,011 7 0.3 73 3.6

América latina 2,039 61 3.0 51 2.5

Oriente medio 1,802 92 5.1 14 0.8

América del norte | 1,924 5 0.2 15 0.8
Total 12,781 397 | 3.1% 434 3.4%

Fuente: FAO Land and Plant Nutrition Management Service

Cuadro 1. Distribucion regional de suelos salinos y sédicos, en millones de has.

En los dltimos afios, la creciente expansion agricola producida en Argentina, ocurrio en areas
ocupadas histéricamente por la ganaderia, desplazando la actividad hacia areas marginales. Esta
situacion generd la necesidad de incrementar la produccion de especies forrajeras adaptadas a
condiciones edéaficas restrictivas, caracterizadas por suelos salinos y sddicos. Entre las especies mas

importantes en dichos ambientes marginales se destaca Lotus tenuis Waldst. et Kit (=Lotus glaber
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Mill), una leguminosa naturalizada en los campos bajos de la Pampa Deprimida Argentina, muy
valorada por su aporte a la oferta forrajera de los sistemas ganaderos de la region. La importancia de
desarrollar germoplasma tolerante a la salinidad, es un objetivo central en los programas de
mejoramiento genético a nivel mundial (Flowers et al., 1997; Munns, 2002). En particular, la
identificacion de las bases genéticas y fisiologicas de caracteres relacionados con la persistencia
productiva de Lotus tenuis frente a factores abioticos como la salinidad, permite interpretar las

respuestas poblacionales y establecer criterios de seleccion (Ashraf y Harris, 2004).

1.1-1. Laespecie en estudio: Lotus tenuis

Lotus tenuis, conocida vulgarmente como lotus, trébol pata de pajaro o lotus de hoja angosta,
es una leguminosa herbacea perenne originaria de Europa y Asia Menor (Lambrechtsen et al.,
1986), distribuida en el norte de Africa, Europa, Oriente medio, Asia, India y China (Kirkbride,
1999). En Argentina la especie coloniz6 y se naturalizo en los campos bajos salino-alcalinos de la
Pampa Deprimida de la Provincia de Buenos Aires, lo cual constituye un caso particular de invasion
biol6gica positiva (Ledn, 1975; Ledn et al., 1979). Es muy valorada por su aporte a la oferta
forrajera de los sistemas ganaderos de la region, debido a su buena adaptacién en &reas con
predominancia de gramineas y pobre presencia de leguminosas (Clda et al., 1997). Entre los
atributos que pueden explicar el éxito de su propagacion se citan la variabilidad genética de sus
poblaciones, la plasticidad fenotipica de las plantas, su tolerancia al anegamiento y a la salinidad y
la dispersion por animales (Vignolio et al., 1994; Sevilla et al., 1996; Stofella et al. 1998;

Zamolinski, 2000; Mendoza et al. 2000; Kade et al., 2003; Vignolio y Fernandez, 2003, 2006).

Desde el punto de vista botanico (Figura 1), es una herbacea policarpica, perenne, sin 6rganos
de propagacion vegetativa. Sin competencia por luz, su crecimiento es postrado; en cambio sus
tallos adquieren porte erecto cuando esta asociada a pastizales altos (Beuselinck et al., 1986; Mifion
et al., 1990). A partir del primer afio, el tallo principal forma una corona que posee numerosas

yemas capaces de producir ramas herbaceas de crecimiento indefinido; las ramificaciones
6



secundarias Yy terciarias se producen a partir de yemas axilares (Mifion et al., 1990) y la densidad de
las mismas varia de acuerdo al genotipo y a las condiciones ambientales (De Battista, 2001). Las
hojas estan formadas por cinco foliolos lanceolados, dos en la base del peciolo y tres en la parte
terminal. La raiz es pivotante, con muchas ramificaciones en los primeros centimetros del suelo,
caracterizadas por la presencia de nodulos producidos por la infeccion de bacterias nitrificantes

(Mifion et al., 1990).

Figura 1. Dibujo boténico de Lotus tenuis. Watson y Dallwitz, 1992.

El ciclo de crecimiento es primavero-estivo-otofial, con una floracion extendida desde
noviembre hasta marzo. Las flores son de color amarillo, tienen pedicelo corto y estan dispuestas en
umbelas, cuyo nimero varia entre 1 y 6 (Lambrechtsen et al., 1986; Mifion et al., 1990; Vignolio et
al., 2002). La fecundacion es cruzada y entomofila (Mifion et al., 1990), aunque algunas flores no
desarrollan frutos. Durante la maduracion los frutos cambian de color verde a marrén y a la
madurez se abren con violencia. La forma de los mismos es cilindrica achatada con un diametro
méaximo de 2 y 3 mm y minimo entre 1,6 y 2 mm (Vignolio y Fernandez, 2006) y su longitud es

variable entre 0,6 y 3,5 cm (Lambrechtsen et al., 1986; Vignolio et al., 2002). La longitud y la



cantidad de semillas por fruto varian durante el ciclo reproductivo. EI nimero de semillas por fruto
puede variar entre 3 y 35, siendo su promedio entre 12 y 16 (Montes, 1988; Lambrechtsen et al.,
1986; Vignolio et al., 1996; Vignolio et al., 2002). Las semillas son pequefias, duras, lisas y de
color marrén (Arambarri, 1983). El peso de mil semillas estd comprendido entre 0,652 y 1,53 ¢
(Arambarri, 1983; Lambrechtsen et al., 1986; Montes, 1988; Mifion et al., 1990; Vignolio et al.,
1996). Las semillas maduras recién cosechadas en forma manual presentan una dureza que puede

ser superior al 90% (Mujica y Rumi, 1998).

Lotus tenuis es diploide, 2n=2x=12 (Beuselinck et al., 1986; Falistocco y Piccirilli, 1989),
autoincompatible, polinizada por insectos, principalmente por abejas Apis mellifera (Seaney et al.,
1970). Sin embargo, es posible obtener algunas semillas viables por autopolinizacién (Montes,
1988). Se han obtenido autotetraploides de Lotus tenuis (2n=4x= 24) a partir de semillas y plantulas
tratadas con colchicina. Estos poliploides presentaron mayor tamafio de caliz, ovario, grano de
polen, longitud y ancho del foliolo central y longitud de estomas que los diploides originales

(Marseille y Grant, 1997; Barufaldi et al., 2000).

1.2- Latolerancia de las plantas al estrés salino

La tolerancia de las plantas a estreses abioticos involucra respuestas morfoldgicas,
fisiologicas y bioquimicas, que permiten mantener los procesos de respiracion, fotosintesis y
transporte de nutrientes (Wang et al., 2003; Diaz et al., 2005; Munns y Tester, 2008). La tolerancia
a la salinidad se define como la habilidad de una planta para crecer y completar su ciclo de vida en
un medio que contiene altas concentraciones de sal, y varia entre los sucesivos estados de
crecimiento (Bernstein y Hayward, 1958). En particular el primer estadio durante el cual el cultivo
se establece, se considera particularmente sensible, incluso para cultivos tolerantes (Maas y

Hoffman, 1977).



Tanto la tolerancia a salinidad como a sequia son caracteristicas complejas. Por ejemplo, la
tolerancia muchas veces depende de la habilidad de compartimentalizar iones, la cual a su vez
depende de la regulacion de la transpiracion, del estricto control de la pérdida de iones por el
apoplasto de la raiz, de la naturaleza de las membranas de la vacuola, de la sintesis de solutos

compatibles y de la habilidad para tolerar bajas relaciones K*/Na* en el citoplasma de las células.

Para definir el concepto de tolerancia a la salinidad, es necesario establecer dos aspectos
fundamentales: uno bioldgico y otro agronémico. Desde el punto de vista bioldgico, por tolerancia a
la salinidad en determinada especie o variedad, se debe entender aquel nivel de salinidad, hasta el
cual las plantas son capaces de completar su ciclo de desarrollo y producir semillas viables
(Udovenko, 1977). Desde el punto de vista agronémico, la tolerancia a la salinidad en determinada
especie o variedad se define como la habilidad de las plantas de sobrevivir y producir rendimientos
econdmicos en condiciones de estrés y se expresa como la relacion entre el rendimiento de una
especie o variedad en condiciones salinas con respecto a su rendimiento en condiciones normales.
Con diferentes niveles de sales en el suelo esta relacion puede variar, por lo que al caracterizar el
grado de tolerancia de las variedades se debe indicar el nivel de salinidad del substrato (Udovenko,
1977; Gonzélez et al., 2002). Muchas veces, se establecen como mas tolerantes aquellas especies o
variedades que mayor rendimiento producen; sin embargo, solo se presentan los resultados sobre su
productividad en condiciones adversas, y aunque este indicador es de gran importancia para la
practica agricola, no constituye un criterio de tolerancia del organismo a la salinidad, ya que no se
conoce su productividad en condiciones optimas, por lo que no se puede determinar en qué medida
estas se afectan en condiciones adversas (Gonzalez et al., 2002). Para aquellas especies de
crecimiento lento, persistentes o que no han sido cultivadas, suele ser complejo evaluar la reduccion
de la biomasa producida respecto a condiciones no salinas, por lo que se puede utilizar el porcentaje

de supervivencia (Munns, 2009).



Las distintas especies de plantas difieren ampliamente en su tolerancia a la salinidad
(Greenway y Munns, 1980) (Figura 2). Segun su respuesta a altas concentraciones salinas, las
especies se han clasificado en haldfitas y glicofitas presentando diversos comportamientos y
mecanismos de adaptacion al estrés salino. Las haldfitas son aquellas plantas nativas de suelos
salinos con capacidad de cumplir todo su ciclo ontogénico en dicho ambiente, e incluso tener un
mejor desempefio comparado con un control sin contenido de sales; las glicofitas son aquellas
plantas afectadas por la sal e incapaces de resistir determinadas concentraciones salinas como lo

hacen las haldfitas (Taiz y Zeiger, 1998).

Tasa de crecimiento (%)

MaCl (mM)

Figura 2. Efecto de la salinidad del sustrato sobre el desarrollo relativo de varias especies vegetales desde (1)

hal6fitas extremas hasta (1V) verdaderas glicéfitas (Greenway y Munns, 1980).

Los vegetales en general, han desarrollado adaptaciones anatomicas y fisioldgicas que les
permiten sobrevivir y, en el caso de las halofitas, promover un mejor crecimiento bajo condiciones
salinas. Algunas especies, que son altamente tolerantes a sal, presentan estimulacion del
crecimiento a concentraciones de CI varias veces mayores que el umbral letal para especies

sensibles (Greenway y Munns, 1980).

A nivel celular, la tolerancia a estrés salino estd determinada inicialmente por la
compensacion osmotica seguida por las respuestas tendientes a mantener la homeostasis celular
(Borsani et al., 2001). A nivel de planta entera la tolerancia esta definida por la capacidad de excluir

10



y traslocar Na+, por lo que una alta relacion tallo/raiz, asi como una mayor tasa de crecimiento, son
necesarias para mantener bajos los niveles de Na+ en hoja (Munns et al., 2002; Yamaguchi y

Blumwald, 2005).

La comprensién de los mecanismos bioquimicos y fisioldgicos involucrados en las respuestas
que exhiben las plantas en condiciones de estrés salino, plantea un desafio de gran importancia. Al
estudiar la respuesta de las plantas frente a un estrés ambiental, se reconocen diferentes procesos

por los cuales las mismas logran adaptarse y soportar los cambios que ocurren en su entorno.

1.3- Lavariabilidad genética

A través de diversos estudios realizados en diversas especies vegetales se ha comprobado la
existencia de variabilidad genética (Turesson, 1922; Clausen et al., 1940, 1948; Bradshaw, 1971).
Los trabajos pioneros de Turesson (1922) demostraron que la diferenciacion poblacional en
Hieracium umbellatum L. estaba relacionada con las condiciones ambientales a las que estaban
sometidas las plantas. Clausen et al. (1940, 1948) encontraron grandes diferencias de adaptacion

climatica en poblaciones de Potentilla glandulosa L. y Achilea millefolium L.

La variabilidad genética puede detectarse a niveles inter-especifico e intra-especifico (Briggs
y Walters, 1984). La variabilidad intra-especifica ocurre entre poblaciones y entre individuos dentro
de la misma poblacion, y puede ser afectada por el rango ecoldgico y geografico de la especie (Van
Valen, 1965), la localizacion geografica, la heterogeneidad ambiental (Hedrick et al., 1976), el
sistema reproductivo (Wright, 1951) y la longevidad de la planta (Hamrick, 1979). La
heterogeneidad ambiental y el rango ecoldgico y geografico determinan la magnitud de variacion
intra e inter poblacional (Snaydon, 1984); mientras que la heterogeneidad ambiental que ocurre a
pequefia escala y el sistema reproductivo determinarian la magnitud de la variacion encontrada

dentro de las poblaciones (Jain, 1975; Loveless y Hamrick, 1984).

11



Existen numerosos estudios de caracterizacion morfo-fisioldgica y molecular de germoplasma
de especies forrajeras de interés agrondmico con el objetivo de detectar variabilidad genética para
ser aplicada a programas de seleccion. Trabajos realizados en Bromus auleticus (Traverso y von der
Phalen; 1982), en poblaciones naturales de Agropirum scabrifolium (Doell) Parodi (Andrés, 1987),
en Festuca arundinacea (Cerono, 1993), en Trifolium repens (Pagano, 1993), en Lolium
multiflorum (Acufia, 2008), detectaron presencia de variabilidad genética para ser utilizada en

programas de mejoramiento de dichas especies.

1.4- Los Marcadores Morfoldgicos

Hasta la década del 60, los marcadores utilizados en estudios de genética y mejoramiento eran
aquellos controlados por genes asociados a caracteres morfoldgicos, en general fenotipos de facil
identificacion visual; los cuales contribuyeron significativamente al desarrollo tedrico del analisis
de ligamiento y a la construccion de las primeras versiones de mapas genéticos (Ferreira y
Grattapaglia, 1998). Sin embargo pocos caracteres fenotipicos en los cultivos forrajeros se lograron
caracterizar genéticamente y tampoco hubo alguna vinculacion genética en estudios realizados al
respecto (Barker y Warnke, 2001). Hoy dia muchos de estos marcadores tales como forma, color,
tamano, altura, se convirtieron en importantes descriptores al momento de realizar inscripciones de

cultivares (Picca et al., 2004).

1.5- Los Marcadores Moleculares

En la actualidad, la caracterizacion morfo-fisiologica es complementada con herramientas
biotecnolodgicas, tales como los marcadores moleculares, brindando asi técnicas mas directas y
predictivas. Entre las principales ventajas del uso de los marcadores se destacan la precision de
deteccidn de la variabilidad a nivel de ADN, que estan ampliamente distribuidos en el genoma, que
no estan influenciados por el ambiente y que se pueden detectar en cualquier estado del desarrollo

de la planta (Schlatter et al., 2002).
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Entre los marcadores moleculares utilizados para la caracterizacion se destacan los
microsatélites o repeticiones de secuencias simples (SSR o Simple Sequence Repeats). Estos
marcadores estdn compuestos por repeticiones en tdndem de dos a seis pares de bases flanqueadas
por regiones conservadas no repetitivas, de copia Unica, son abundantes y suelen estar ubicados en

regiones no codificantes (Forster et al., 2001; Wang et al., 2001).

Los SSR son marcadores codominantes, multialélicos, altamente reproducibles, de
implementacion sencilla y que proveen un alto contenido de informacion polimorfica en
comparacion con otros marcadores como RFLP y RAPD, permitiendo una rapida construccién de

mapas Yy analisis de caracteres especificos (Ferreira y Grattapaglia, 1998; Forster et al., 2001).

Los SSR permiten diferenciar los genotipos homocigotas que presenten un Gnico producto de
amplificacion, de los genotipos heterocigotas que presenten dos fragmentos distintos (Ferreira y
Grattapaglia, 1998). Por estas caracteristicas los SSR son marcadores particularmente aptos para
realizar la evaluacién y comparacion de la variacion genética dentro y entre especies cercanas
(Morgante y Olivieri, 1993; Powell et al., 1996). La desventaja mas importante en el uso de estos
marcadores es su costo de desarrollo (Ferreira y Grattapaglia, 1998; Zane et al., 2002; Squirrel et

al., 2003; Saha et al., 2006).

Para hacer frente a este problema, es posible transferir conocimiento de marcadores
microsatélites ya desarrollados en alguna especie, a otra menos conocida relacionada
filogenéticamente. Esto hace el uso de microsatélites mas sencillo y menos costoso. Por ejemplo,
Peakall et al. (1998) lograron la transferencia de marcadores SSR Glycine max a otras fabéceas. Se
obtuvieron resultados similares en Festuca arundinacea Schreb., Triticum aestivum L., Lolium

multiflorum Lam. y Oriza sativa L. (Saha et al., 2006).

Los marcadores moleculares son potencialmente Utiles para el mejoramiento genético de

especies de Lotus usadas en agricultura. Se han utilizado marcadores RAPD para determinar la
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relacién gendmica entre distintas especies del género (Campos et al., 1994) y en Lotus corniculatus
se utilizaron AFLP (Savo Sardaro et al., 2008) y SSR (Savo Sardaro et al., 2008; Alem et al., 2011;

Dos Santos et al., 2011).

En el presente estudio se utilizaron SSR transferidos de Lotus japonicus (Savo Sardaro et al.,
2008; Alem et al., 2011; Dos Santos et al., 2011) y de Trifolium repens (Dos Santos et al., 2011),

que han sido utilizados de manera exitosa en Lotus corniculatus.

1.6- Estudios sobre tolerancia a salinidad en Lotus tenuis

Lotus tenuis es considerada una especie tolerante a la salinidad (Ayers, 1948; Lambrechtsen
et al.,, 1986; Schachtman y Kelman, 1991; Rogers et al., 1997; Vignolio y Ferndndez., 1999;
Zamolinski, 2000; Grattan et al., 2004). En los pastizales de la Pampa Deprimida, Lotus tenuis
puede crecer en suelos bajos, anegables, alcalinos, tipicos de comunidades vegetales dominadas por

Distichlis spicata (Montes, 1988; Stofella et al., 1998; Mendoza et al., 2000).

Algunos estudios indican que en condiciones de campo y de laboratorio, la produccion de
biomasa de Lotus tenuis fue disminuyendo con el aumento de la salinidad (Ayers, 1948;
Schachtman y Kelman, 1991; Rogers et al., 1997). Sin embargo, los porcentajes de supervivencia y
crecimiento de las plantas fueron mayores que en Lotus uliginosus, Trifolium hybridum, Trifolium
repens latum y Trifolium pratense (Ayers, 1948). Por otra parte, Lotus tenuis es mas tolerante a la
salinidad y anegamiento que la mayormente conocida Lotus corniculatus (Schachtman y Kelman,
1991; Rogers et al., 1997; Striker et al., 2005; Teakle et al., 2006; Teakle et al. 2007; Real et al.
2008). Teakle et al. (2006) compararon el efecto combinado de la salinidad y el anegamiento sobre
distintos cultivares de L. tenuis y L. corniculatus, encontrando que los cultivares de L. tenuis eran

mas tolerantes que los de L. corniculatus basandose en la produccion de materia seca.
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Mujica y Rumi (1998), en un analisis del comportamiento de la germinacion de dos
poblaciones de L. glaber (=Lotus tenuis), sefialan una inhibicién total de la misma a una

concentracion de 220 mM de NaCl.

En una prueba de cribado a 12 genotipos de L. tenuis, Ixtaina'y Mujica (2004) hallaron que la
salinidad (300 mM de NaCl) no afectd a la supervivencia de los genotipos evaluados, pero existio
una disminucion del crecimiento observada, sin dafio en los 6rganos de las plantas. Los caracteres
afectados fueron: peso seco total y sus componentes (peso seco de raiz, de tallo y de hojas), numero
de tallos en corona, longitud de raiz y tallo principal, nimero de hojas en tallo principal y longitud
de entrenudos. Del analisis de correlacion de variables surgio la existencia de modificaciones en la
asociacion de algunos caracteres bajo el tratamiento salino. Por ejemplo, la longitud de raiz se
correlaciond con peso seco total, de hojas, tallos y longitud de raiz/peso seco total en el tratamiento
salino, pero no en el control. El peso seco total y sus componentes, se encuentran altamente

correlacionados entre si, tanto para el control como para el tratamiento salino.

Pesqueira et al. (2007) evaluaron diferentes accesiones de Lotus tenuis provenientes de la
Depresién del Salado expuestas a salinidad, encontrando que ésta indujo cambios morfoldgicos y
anatémicos, reduciendo el nimero de tallos por planta y provocando un engrosamiento de las

laminas foliares.

Por su parte, Teakle et al. (2010), evaluando 40 materiales de Lotus tenuis para tolerancia a
salinidad en las etapas de germinacion y de crecimiento vegetativo, registraron que la mayoria de
los materiales de L. tenuis son méas tolerantes a la salinidad y tuvieron al menos un 50% menos de
Na® y CI" en tallo en comparacion con algunas otras leguminosas forrajeras comunes como

Medicago sativa, M. polymorpha y Trifolium subterraneum.

Los mecanismos fisioldgicos involucrados en la respuesta a estrés salino en la especie ain no

resultan claros. Sin embargo, distintos estudios indican la exclusién de CI°, restringiéndose su
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transporte a los 6rganos aéreos, en plantas creciendo en condiciones salinas (Teakle et al., 2006;
Pesqueira et al., 2007), la exclusién de Na" y CI" en condiciones combinadas de anegamiento y
salinidad (Teakle et al., 2006), una correlacion positiva entre la acumulacion de Na* en la parte
aerea, y el crecimiento, indicando un posible papel de este i6n en la osmorregulacion (Pesqueira et
al., 2007), selectividad para el movimiento de Na* a nivel de las células corticales (Pesqueira et al.,
2008) y acumulacion de prolina (indicador del ajuste osmotico) en la parte aérea (Barragén et al.,
2004; Pesqueira et al., 2008). Con respecto a los mecanismos que permiten mantener el balance
oxidativo, Melchiorre et al. (2009) trabajando con L. japonicus ecotipo MG20 hallaron una
correlacion positiva entre la tolerancia a la salinidad y la actividad de enzimas del complejo

antioxidante Superoxido dismutasa (SOD) y Glutation reductasa (GR).

Por otra parte, existe un numero apreciable de trabajos que destacan la variabilidad de la
tolerancia a la salinidad en esta especie (Schachtman y Kelman, 1991; Barragan et al., 2004; Ixtaina

y Mujica, 2004; Pesqueira et al., 2007; Pesqueira, 2008; Teakle et al., 2010).

Ixtaina y Mujica (2004) determinaron que el tratamiento salino aumento la variabilidad de los
caracteres evaluados, excepto longitud de raiz. Barragan et al. (2004), hallaron una alta variabilidad
en la capacidad de supervivencia de las plantulas en un ensayo hidropénico de 45 dias de duracion
bajo 200 mM NacCl, entre 20 genotipos pertenecientes a dos poblaciones provenientes de ambientes
contrastantes de la Depresion del Rio Salado. En el mismo sentido, Pesqueira (2008) encontr6 una
alta variacion en la capacidad de supervivencia a 300 mM de NaCl en genotipos provenientes de
una poblacion mejorada por su capacidad para tolerar situaciones de estrés salino-alcalino

denominada Pampa INTA.

Pesqueira (2008) registro la existencia de una gran variabilidad entre distintas accesiones de

L. tenuis en relacion con la disminucién del crecimiento provocada por la salinidad.
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Por su parte, Teakle et al. (2010), encontraron una variacion significativa en la tolerancia a la
salinidad de Lotus tenuis, con valores de Cs (concentraciones de NaCl en la cual la disminucién de
materia seca aérea es igual al 50% del control) que van desde aproximadamente 100 a 320 mM.
También se encontro variacion en la tolerancia a la salinidad en la etapa de germinacion, con lineas
que van desde 0 a 70% de germinacion después de la recuperacion de una exposicion previa a 800

mM de NaCl durante 15 dias.

1.7- El germoplasma de Lotus tenuis en estudio

En los ultimos afios el INTA Pergamino ha desarrollado diferentes investigaciones en Lotus
tenuis tendientes a la preservacion de los recursos genéticos y al desarrollo de programas de
mejoramiento genético. Entre los afios 2004 y 2006 se realizaron diversos trabajos centralizados en
la colecta y caracterizacion morfo-fisiologica y productiva de 35 poblaciones provenientes de
campos bajos de la Provincia de Buenos Aires (Andrés y Rosso, 2007; Pesqueira et al., 2007; Rosso
et al., 2008). Algunas de estas poblaciones fueron evaluadas y seleccionadas por su respuesta a la
salinidad (Pesqueira et al., 2007), con el objetivo de detectar germoplasma tolerante, de alta
productividad de forraje y de semilla. A partir de estos estudios se conformaron pooles de genotipos
tolerantes y susceptibles a la salinidad. La descendencia de estos pooles fue evaluada en
condiciones de salinidad en hidroponia y a campo, a través de 24 familias de medios hermanos
(FMH). Los resultados obtenidos hasta el presente indicaron una elevada variabilidad genética entre
las familias y un alto componente genético aditivo para los caracteres asociados a la tolerancia a la
salinidad, y para los caracteres de interés agrondémico, como los asociados a la capacidad de
establecimiento, la produccion de materia seca y el rendimiento de semilla (Franco, 2014). En el
presente trabajo, se estudiaron 7 FMH de L. tenuis tolerantes a la salinidad y de buen
comportamiento agrondémico (Franco, 2014), con el objetivo de determinar la variabilidad genética

a nivel morfo-fisiolégico y molecular, en condiciones de campo en suelo con restricciones sodicas.
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1.8- Hipdtesis

Existe variabilidad genética a nivel morfo-fisiologico y molecular entre familias de medios

hermanos de Lotus tenuis tolerantes a salinidad.

1.9- Objetivos

1.9-1. Objetivo General

Determinar la variabilidad genética a nivel morfo-fisiologico y molecular entre familias de

medios hermanos de Lotus tenuis tolerantes a salinidad.

1.9-2. Objetivos especificos

A X4

Caracterizar fenotipicamente las familias de medios hermanos tolerantes a salinidad
creciendo en condiciones de suelo sodicas.

Estimar pardmetros genéticos de las variables estudiadas.

Realizar la puesta a punto de la técnica de marcadores moleculares (tipo SSR) en la
especie utilizando marcadores moleculares transferidos de Lotus japonicus y Trifolium
repens.

Caracterizar molecularmente la variabilidad genética presente entre las familias de

medios hermanaos.
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MATERIALES Y METODOS

2.1- El germoplasma de Lotus tenuis en estudio

En el presente trabajo, se estudiaron 7 familias de medios hermanos de L. tenuis
caracterizadas por su tolerancia incrementada a la salinidad y buen comportamiento agronémico
(Franco, M. 2014), identificadas como FMHSs 447, 490, 685, 691, 1193, 1897 y 2241. Como testigo

se utilizé un cultivar comercial.

2.2- Las etapas del estudio

Entre marzo 2013 y marzo 2014 se realizé el estudio en la Ul UNNOBA-INTA, EEA
Pergamino, cubriendo diferentes etapas: 1) etapa de invernaculo; 2) etapa de campo; 3) etapa de

laboratorio. A continuacion se describen cada una de estas etapas:

2.2-1. Etapa de Invernéaculo

El dia 01/03/13 se escarificaron y sembraron 60 semillas/familia en recipientes plasticos de
200 cm® rellenos de suelo y arena, dando un total de 420 plantulas. Los recipientes identificados se
dispusieron aleatoriamente en terrinas para el riego por capilaridad y fueron mantenidos en

invernaculo sin calefaccionar durante 47 dias.

A los 40 dias de la siembra (09/04) se registro en forma visual el vigor de crecimiento inicial
por planta (VO0) utilizando la siguiente escala: 1: Malo; 2: Regular, 3: Bueno, 4. Muy bueno. Los

registros se tomaron sobre 20 genotipos/FMH.
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Vigor:

1- Malo

2- Regular

3- Bueno

4- Muy Bueno

Figura 3. Vigor de crecimiento inicial por planta en etapa de invernaculo (V0)

2.2-2. Etapa de campo

2.2-2.1.  Trasplante y disefio experimental

El 16/04/13 las plantulas se trasplantaron al campo experimental de la EEA INTA Pergamino,
ubicado a 33° 59' de latitud Sur y 60° 35' de longitud Oeste, en un suelo con pH 9,8 (muy
fuertemente alcalino), CE 0,76 dS/m (escasa), C 5,9 mg/g (altamente desprovisto), PSI (Porcentaje
Sodio Intercambiable 22% en condiciones de planta espaciada y bajo un disefio experimental en
bloques completos al azar (DBCA) con 3 repeticiones. Se empled la “Técnica de Cultivos
Experimentales en Ambiente Homogéneo” propuesta por Turesson (1922), que permite despejar los
efectos del ambiente sobre cada planta individual, y estimar con exactitud la expresion genética de
cada caracter. Cada familia estuvo compuesta por 45 plantas (15 plantas por repeticion), dispuestas
a 0,50 m entre plantas dentro del mismo surco y a 1 m entre surcos, con caminos de 1m entre las
repeticiones. La superficie total del ensayo fue de 196 m? (8 m x 24,5 m). Posterior al trasplante las
plantas fueron regadas para asegurar la implantacion. Las condiciones climaticas registradas durante

los meses de evaluacion se muestran en la figura 4.
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Figura 4. Temperatura media y precipitaciones registradas en la estacién meteoroldgica INTA

Pergamino durante los meses en que se llevé a cabo el ensayo a campo.

2.2-2.2. Caracteres evaluados

Entre el 16/04 y el 12/11 se registraron 19 caracteres cualitativos y cuantitativos en cada
planta individual, indicadores del crecimiento vegetativo. Si bien el trasplante fue exitoso, las
condiciones climéticas y las restricciones propias del suelo sédico donde se condujo el ensayo

provocaron una alta mortandad de genotipos.

R/

«+ Sobrevivencia (S): Se realiz6 el recuento de plantas vivas para calcular el porcentaje
de sobrevivencia por familia y por repeticion en 10 fechas desde el trasplante.

% Vigor de planta (V): A los 14, 36 y 210 dias desde el trasplante, se registrd en forma
visual el vigor de crecimiento por genotipo, utilizando la siguiente escala: 1: Malo; 2:
Regular; 3: Bueno, 4: Muy bueno.

% Numero de tallos vegetativos (NTV): se realizd el recuento de tallos vegetativos

sobre cada genotipo, a los 23, a los 120 y a los 210 dias desde el trasplante.
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% Diametro de planta (D): A los 36, a los 143 y a los 210 dias desde el trasplante, se

midio el didmetro (cm) de cada planta (genotipo) con regla graduada.

Figura 5. Etapas de invernaculo y campo. 1. Plantulas en invernaculo, 30 dias después de la siembra.
2. Trasplante a campo el dia 16/04. 3- Ensayo a campo 53 dias después del trasplante. 4- Plantas a los 143

dias del trasplante.

2.2-3. Etapa de laboratorio

2.2-3.1.  Material vegetal

Se utilizé6 material proveniente del ensayo a campo, de las tres FMH que mostraron una
mayor sobrevivencia y crecimiento hacia el final del mismo (1193, 447, 490) y como control
negativo, se utilizdé material fresco de las familias 691 y 1897, que mostraron un peor
comportamiento. En este caso, se sembraron 20 semillas/FMH en spilding y se mantuvieron en

condiciones semi-controladas.
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2.2-3.2. Extraccion de ADN

El material gendmico se extrajo segun protocolo Kleinhofs et al. (1993):

1- Colocar material fresco en microtubos de 2 ml y estos dentro de Nitrogeno liquido. Moler las
muestras sin que se descongelen con un véstago de punta cénica. O bien 50 mg de material
liofilizado en microtubos de 2 ml.

2- Agregar 600ul de buffer de extraccion (sin CTAB ni SDS) cuya composicion se detalla en la
Cuadro 2, a 65°C en cada tubo.

3- Incubar en bafio de agua a 65°C durante 10 minutos.

4- Agregar 75ul de SDS y 75ul de CTAB, calientes.

5- Incubar en bafio de agua a 65° C, durante 30 minutos.

6- Agregar 750pl de cloroformo.

7- Mezclar suavemente mediante inversiones durante 10 minutos.

8- Centrifugar a 12000 rpm, durante 30 minutos.

9- Extraer la fase acuosa (x 670pl) y colocarlo en un microtubo de 1,5 ml.

10- Agregar un volumen igual de cloroformo.

11- Mezclar suavemente mediante inversiones, durante 10 minutos.

12- Centrifugar a 12000 rpm, durante 30 minutos.

13- Extraer la fase acuosa y colocarlo en un microtubo de 1,5 ml.

14- Precipitar el ADN con isopropanol frio, agregando un 60% del volumen. Mezclar suavemente.
15- Centrifugar 10 minutos a 12000 rpm.

16- Descartar la fase acuosa.

Lavados de pellet

17- Agregar 1 ml de etanol 70%.
18- Centrifugar.

19- Descartar la fase acuosa y realizar el segundo lavado con etanol al 70%.
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20- Centrifugar y descartar la fase acuosa.
21- Dejar secar el pellet hasta evaporacion total del etanol al 70%.

22- Resuspender el ADN con 40ul de TE 1X.

Componentes Concentracion final | 1X
IM TrisCIH (pH &) 100mM T5ul
5M NacCl 700mM 105pl
0.5M EDTA (pH 8) 50mM 75ul
SDS 20%  * 2% 75ul
CTBA 10% * 1% T5ul
H,0 34501
Volumen total 750ul

Cuadro 2. Composicién del buffer de extraccion (* agregado después de calentar a 65 °C)

2.2-3.3. Cuantificacion de ADN

Para la cuantificacion y control de la integridad del ADN extraido, se realizé electroforesis
horizontal en geles de agarosa al 0,8% tefiidos con bromuro de etidio (0.1ug/ml). Por pocillo se
sembré un volumen de 2ul de muestra con 6l de azul de bromo fenol (BPB) 1X. La electroforesis
se llevo a cabo a un voltaje constante de 150 Volts/cm aproximadamente durante 30 minutos. Para
la misma se utilizo buffer TAE 1X (TAE 1X = 100ml, TAE 10X= 1000ml; Stock TAE 10X=
400mM Tris, 50mM de Acido Acético Glacial (NaOAc), 7,7mM EDTA) y ajustado a pH 8.0 con
Acido Acético Glacial. La visualizacion del ADN se realizo con luz ultravioleta en transiluminador
UVP Modelo M-20. La concentracion de ADN se determiné visualmente y como referencia se

utilizaron concentraciones conocidas de ADN.
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2.2-3.4. Analisis SSR

Las 5 FMH fueron evaluadas mediante 7 microsatélites. La lista de los primers SSR utilizados

se detalla a continuacion:

SSR Cebador Forward (5°- 3") / Cebador Reverse (3" -57) | T. Annealing
*TMO0046 ATCTAACCAAAACGTGCTTC 52°C
TTCTTGCCCTTTCTCTGTGG
*TM0083 CTCTCTCTCAGGGCCAACAC 56°C
TGATTCTTGAAGATTTAAAAGATG
*TM0203 CTGTTTTGACGAATCGATAG 52°C
TACGAAGGTTTCTTCATTCC
*TM0208 TGGCTAGGAATGATGTTGTG 54°C
TACAATCATGTTTATAAATGTGG
*TMO0212 CTTCCTTCCTCACCACTTAG 50°C
TAAACGAAAATGAAGCAGAG
*BM1397 ATTCAGTAACAGAAATCCCG 52°C
AAAGACTCGAGACCAATACC
**PRS612 TTGAACTAGTCGTTGGATGGG 58°C
GAGAGGGTTTCAGGAACATACG

*Primer desarrollado para Lotus japonicus  **Primer desarrollado para Trifolium repens

Cuadro 3. Lista de los loci evaluados, las secuencias de los cebadores flanqueantes y su temperatura de

annealing.

2.2-3.5.  Amplificacion por PCR

Las muestras fueron amplificadas en placas de 96 pocillos en un volumen de reaccion de
12,5ul. En cada reaccion se utiliz6 0,13ul de dNTPs 200uM cada uno, 1,67ul Buffer Tag 10X,
0,67ul de Mg™ 2,5mM, 1 pl de cada oligonucledtido (cebador forward y reverse), 0,125 pl Tag-

Polimerasa (Invitrogen®) y 60ng de ADN templado.

Las reacciones de amplificacion (PCR) se llevaron a cabo en un termociclador MJ Research

PTC-100, utilizando un perfil de PCR segun se detalla a continuacion:

«» Desnaturalizacion inicial a 95°C, durante 1 minuto
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% 35 ciclos:
o Desnaturalizacion a 95°C, durante 15 segundos
o Hibridacion a temperatura de annealing de cada primer, durante 30 segundos
o Extensién a 72° C, durante 30 segundos

«»+ Extension final a 72°C, durante 7 minutos

2.2-3.6.  Visualizacion de los productos de amplificacion

Los productos de amplificacion fueron separados mediante electroforesis vertical en cubas de
secuenciacion en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 6% (19:1 acrilamida-bisacrilamida) de

0,4 mm de espesor utilizando el equipo Sequi-Gen DNA Electrophoresis Cell, Bio-Rad.

El armado de los geles y preparacion de los vidrios se realizé siguiendo las instrucciones del
fabricante. Los vidrios recibieron un tratamiento especial con la finalidad de adherir el gel a uno
solo de ellos. Para esto, se trat6 el vidrio con solucién adherente (3pl Bind Silane, 5ul &cido acético
glacial 0,5%, 950ul etanol) y la cuba se traté con solucidn repelente de agua (Rain X®), se
colocaron espaciadores entre el vidrio y la cuba y se sujetaron con clamps (sujetadores). Se
distribuyd 70ml de la solucién fresca de poliacrilamida con 330ul de APS (persulfato de amonio) y
33ul de TEMED (N,N,N",N"-tetrametilentilendiamina), controlando que no se formen burbujas
durante el proceso. Finalmente se colocé el peine con los dientes orientados hacia la parte superior
del gel, para marcar el frente. El peine se sujetd con broches. Se dejoé polimerizar como minimo

durante dos horas.

El gel fue sometido a una pre-corrida en buffer TBE (11% tris base, 6% acido borico, 0,6%
EDTA 0,5M) de dos concentraciones distintas (0,5X arriba y 1X abajo). Previo a la siembra, se
agreg0 a las muestras amplificadas buffer de carga (200ul EDTA 0,5M, 9,6ml formamida y 300ul

colorante-azul bromofenol y xileno cianol) y se desnaturalizé por calentamiento a 94°C durante 5
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minutos, enfriando posteriormente a 0°C para evitar la unién de las cadenas. El volumen de siembra

fue de 2 pl por calle.

La electroforesis de las muestras se llevd a cabo durante una hora y media aproximadamente a
una potencia constante de 55W, con un voltaje variable entre 14000 y 2000 volts y con control de

temperatura (maximo: 55° C).

Una vez finalizada la corrida electroforética, se separaron los vidrios y se procedi a la tincion
de los mismos siguiendo el protocolo de tincién con plata para secuenciacion de Promega Corp, que

se detalla:

1- Colocar el vidrio con el gel en una bandeja de plastico y cubrir con solucion fijadora (10%

acido acético glacial). Agitar bien durante 20 minutos o hasta que no queden rastros de colorante.

2- Enjuagar el gel 3 veces durante 2 minutos por vez con agua bidestilada con agitacion. Dejar

el gel fuera del agua unos segundos escurriéndose antes de transferirlo al proximo paso.

3- Transferir el gel a otra bandeja con la solucién de tincién (2 litros agua bidestilada + 2gr
nitrato de plata AgNO3 + 3ml formaldehido 37%) y agitar durante 30 minutos. Sacar el gel de la

bandeja y dejarlo escurrir unos segundos.

4- Colocar brevemente (no mas de 10 segundos) en una bandeja limpia con agua bidestilada,
escurrirlo y colocarlo inmediatamente en la bandeja con solucién de revelado fria (1litro agua
bidestilada + 30gr carbonato de sodio Na2CO3, dejarlo enfriar a 10°C e inmediatamente antes de

usarlo agregar 1,5ml formaldehido 37% y 200ul tiosulfato).
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2.2-3.7.  Lecturade los geles

Una vez secos los geles se registraron las bandas obtenidas mediante la visualizaciéon de los
productos de amplificacion, colocando los vidrios sobre un transiluminador de luz blanca. De
acuerdo a informacidn previa, se considerd que cada individuo present6 a lo sumo dos bandas. Esto
estd de acuerdo a lo esperado por ser una especie diploide. Segun la ubicacion de las bandas en las

calles del gel, se las numerd en orden ascendente.

Las imagenes se almacenaron mediante digitalizacion, utilizando Scanner Astra 2400slt.

2.3- Andlisis de la informacion

2.3-1. Andlisis de la informacion generada en las etapas de invernaculo y de campo

Para el analisis de los datos registrados a campo se utilizaron diferentes procedimientos del
paquete estadistico SAS 9.1 (SAS Institute Inc., 1989) e Infostat Version 2.0., los que se enumeran

a continuacion:

2.3-1.1. Comprobacion del cumplimiento de los supuestos ANOVA

Los datos obtenidos fueron testados para comprobar el cumplimiento de los supuestos basicos
para someter a analisis de la varianza (ANOVA). Se aplicé el test de Bartlett para comprobar la
homogeneidad de las varianzas, el test de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad de los residuales

y el test de no-aditividad de Tukey, para comprobar la aditividad del modelo.
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2.3-1.2.  Analisis de la variabilidad genética

Para conocer y determinar la variacion genética presente entre las familias de Lotus tenuis se
aplico analisis de variancia (ANOVA) para todas las variables evaluadas. EI modelo estadistico

lineal utilizado para el analisis de la variable evaluada en invernaculo (\VO0) fue el siguiente:

Yi= L+ T+ &

donde: Yj; es la j-ésima observacion del i-ésimo tratamiento, p representa la media poblacional, t; es
el efecto del i-ésima familia y € es la componente aleatoria correspondiente a la j-ésima
observacion del i-ésima familia. En el cuadro 4 se detallan los componentes de la particion del
ANOVA, donde: f es el niumero de familias incluidas en el ensayo y n el nimero de plantas
evaluadas por FMH. Este andlisis estadistico se aplicé a la variabilidad genética de las variables

evaluadas en invernaculo en la etapa de estudio A.

Fuente de Variacion GL CM E(CM)
Familias (f-1) CMf G° + No’s
Error f (n-1) CMe o°

Aclaraciones: Fuentes de variacion, grados de libertad (GL), y esperanza de los cuadrados medios E (CM),
para cada componente de variancia en el anlisis de la variabilidad entre familias.

Cuadro 4. Tabla de particion ANOVA del ensayo de invernaculo

Para las variables evaluadas a campo, el modelo estadistico lineal utilizado fue:
Yi= 1+ T+ Bj + ik
Donde: Y es la observacion k-ésima debido al i-ésima familia del j-ésimo bloque, p representa la
media poblacional, 7, es el efecto de la i-ésima familia, B; es el efecto del j-ésimo bloque, & es el
término de error de la ijk observacion. En el cuadro 5 se detallan los componentes de la particion

del ANOVA, donde: r= nimero de repeticiones o bloques, f= nimero de familias, 6°%= variancia del error
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que expresa la variacion ambiental entre parcelas y czgz variancia genética entre las familias de medios

hermanos.

Fuente de Variacion GL CM E (CM)
Bloques (r-1) CMr
FMH (f-1) CMf oot I 6%
Error (f-1) (r-1) CMe G

Cuadro 5. Tabla de particion del ANOVA para el ensayo a campo

En los casos en que se detectaron diferencias significativas (P<0.05) entre las familias se
aplicé la Prueba t para la diferencia minima significativa (LSD, least significant difference)
mediante el procedimiento ANOVA, con el objetivo de detectar qué familias difirieron

significativamente en la media de los caracteres evaluados.

Como consecuencia de la mortandad ocurrida, para analizar los caracteres evaluados
posteriormente al 16/10, se tomaron 16 plantas/FMH, divididas en dos repeticiones, exceptuando la
FMH 691 que totaliz6 15 plantas y la FMH 1897 que presenté 11 plantas al 8/11, resultando un

total de 122 genotipos. Se aplico el procedimiento proc GLM del programa estadistico SAS 9.1.

2.3-1.3.  Estimacion de los componentes de variancia y parametros genéticos

Los componentes de variancia para cada variable se estimaron a partir de las esperanzas de los
cuadrados medios (E (CM)) obtenidas en las tablas de analisis de variancia (Cuadros 4 0 5). Una
vez obtenidas las estimaciones de los componentes de variancia se estim6 la heredabilidad en
sentido estricto (h%) a partir de la siguiente férmula:

]
2 - O9

U2e+ G'_J‘ﬂ
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Donde:
o’y es la variancia genética existente entre las familias de medios hermanos y surge de:
6°g= (CMf—CMe)/ r
o es la variancia del error que expresa la variacién ambiental entre parcelas y es igual a CMe

2.3-1.4. Asociacion lineal

La asociacion entre dos caracteres que pueden ser directamente observados es la correlacion
de valores fenotipicos o correlacion fenotipica. Esta se determina para conocer el grado de
asociacion entre los caracteres, para ser utilizados en futuros procesos de seleccion. Para esta
estimacion se utilizo el coeficiente de correlacion de Pearson que es una medida de la magnitud de
la asociacion lineal entre dos variables que no depende de las unidades de medida de las variables

originales. Para las variables j-ésima y k-ésima se define como:

[‘i{xﬁ %) %) ].-'(n -1

Ty

5

Fg = ;: 2 = n | n ' .
\/Sj S [[ E (x; —fj)z ]{” -1 ][[Z{I& — %)’ ]"'I(H _1]]

Tm]

Tud

donde Sj es la covariancia entre la variable j y la variable k, 82,- y S% son las variancias de las

variables j y k respectivamente.
2.3-1.5.  Andlisis multivariado

Con los datos obtenidos de las variables, se decidio aplicar un analisis de componentes
principales (ACP). Este analisis se basa en la transformacién de un conjunto de variables
cuantitativas originales en otro conjunto de variables independientes no correlacionadas, Illamadas

componentes principales. El objetivo de este analisis es poder condensar la informacidn obtenida,
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en unas pocas componentes principales que expliquen la mayor variabilidad posible. EI mismo se

realiz6 mediante Analisis de Componentes Principales del paquete estadistico Infostat 2.0.
2.3-2. Andlisis de la informacion generada en la etapa de laboratorio

A partir de los alelos identificados se construyd una Matriz Bésica de Datos (MBD)
computando la presencia/ausencia de banda o alelo, mediante 1 y O respectivamente. Se considerd

que se trata de marcadores codominantes.

Se calcularon los siguientes parametros utilizando el programa estadistico Info-Gen

(Balzarini y Di Rienzo, 2004).
2.3-2.1.  Numero de alelos por locus

El nimero de alelos se determiné por conteo directo.

2.3-2.2. Frecuencias alélicas

La frecuencia de un alelo en una FMH consiste en la proporcién de dicho alelo en un locus
dado, en una FMH especifica. Es el nimero de veces que aparece el alelo dividido el nimero total

de alelos presentes en la FMH.
Para un locus y para cada alelo la frecuencia es igual a:

Frecuencia alelo i = 2Nii + Nij
2N
Donde:

Nii= namero de individuos homocigotas xx
Nij= namero de individuos heterocigotos, donde y puede ser cualquier otro alelo

N= ndmero de individuos
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2.3-2.3.  Heterocigosis

Una medida simple de variacién genética en una poblacion es la proporcion de individuos
heterocigotas observados. La heterocigosis observada (Ho) de un locus estima la probabilidad de

que un individuo sea heterocigota para ese locus en la poblacion.

Se calculd la heterocigosis por conteo directo, determinando la proporcion de individuos

muestreados que son heterocigotas:

Ho = N° de Heterocigotas

N

2.3-2.4.  Contenido de informacién polimérfica

El indice de Contenido de Informacion Polimorfica (PIC) expresa el grado de polimorfismo
capaz de ser detectado por un determinado marcador molecular (Powell et al., 1996). Cuando un
locus o marcador es monomorfico, el valor de PIC es igual a cero, mientras que si es altamente
discriminativo tendera a uno, es decir que presentara muchos alelos en igual frecuencia. El PIC fue

calculado como:

PIC=1-Yk, p}— kil  2p?p?

Donde pi es la frecuencia del i-ésimo alelo, pj la frecuencia del j-ésimo alelo y k es el nimero de

alelos.
2.3-2.5.  Numero de alelos efectivos por locus

Se calcula como el reciproco de la suma de frecuencias alélicas al cuadrado para el locus en

cuestion:
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Donde pi es la frecuencia del i-ésimo alelo.

2.3-2.6.  Relacion genética entre FMH

Se construyé la matriz de similitud utilizando el coeficiente de similitud de Jaccard (Jaccard,
1908 citado por Savo Sardaro, 2008), que permite estimar el nivel de semejanza genética entre las

distintas FMH:

a

V a+b+e

donde a representa el numero de alelos compartidos, b representa el nimero de alelos presentes en
la FMHi y ausentes en la FMHj y c representa el nimero de alelos ausentes en la FMHi presentes

en laj.

Por tratarse de datos binarios, se transformé el coeficiente utilizando la funcién D=v(1-S)
para expresarlo como una métrica de similitud como una métrica de distancia. Los valores

obtenidos varian entre 0 (maxima similitud) y 1 (minima similitud).

La matriz de distancia resultante se utiliz6 para el analisis de Cluster jerarquico (o analisis de
conglomerados) con criterio de agrupamiento UPGMA (Unweighted Pair Group Arithmetic
Average Method). El objetivo de este analisis, es formar grupos tal que los elementos de un grupo
presenten mas parecido entre si que con los elementos de otro grupo. Los agrupamientos fueron

visualizados en un dendrograma.

2.3-2.7. Andlisis Molecular de la VVariancia (AMOVA)

El Analysis of Molecular Variance — AMOVA- (Excoffier et al., 1992), es un método para
estimar la diferenciacion de una poblacion directamente de datos moleculares y evaluando hipotesis
sobre esa diferenciacion. Es un método de particion de sumas de cuadrados, en el contexto de
informacidn molecular multivariada. En este analisis, las sumas de cuadrados se obtienen a partir de
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la matriz de distancias entre todos los pares de muestras, siendo definidas como la sumatoria de las
distancias al cuadrado entre todos los pares de observaciones. Estas sumas de cuadrados pueden ser
analizadas en el marco de un analisis anidado de varianza. En los analisis anidados los datos son
agrupados jerarquicamente y los cuadrados medios son computados por agrupamientos a todos los
niveles de la jerarquia. Se puede entonces evaluar hipétesis sobre diferencias entre grupos y dentro

de grupos a distintos niveles jerarquicos.

En este trabajo, se estudio la distribucion de la variabilidad teniendo en cuenta dos factores:
comportamiento ante estrés salino y relacion genética (a través de FMH), estimando la variancia de

los componentes intrafamiliares e interfamiliares mediante el AMOVA.

El modelo lineal utilizado fue:

Py =p+ A +A> B +a,
donde pi es el perfil (constitucion genética a lo largo de los loci o genotipo) del j-ésimo elemento
individual (planta) en la i-ésima clase del factor A (comportamiento ante estrés salino) de la k-

ésima clase del factor B (FMH, familia de medios hermanos) y p el perfil (genotipo) esperado.

La variancia total o2 es la suma de componentes de variacién asociados a cada efecto:

G_I =g:-’ +O—:.'_-i' +G—:§J

donde %, es la variabilidad entre individuos dentro de una misma FMH, casg €s la variancia entre
distintas FMH pero de un mismo comportamiento a salinidad y o?a es la variancia entre FMH de

distinto comportamiento a salinidad.

G_E =U:—’ +D_;.'J" +G_i

Se realiz6 otro AMOVA sin tener en cuenta la seleccion por estrés, cuyo modelo lineal fue:
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py =p+ B+

donde pj; es el genotipo de la j-ésima planta en la i-ésima clase de FMH y p genotipo esperado.
La variancia total 2 es:
o =g o,

donde c?, es la variabilidad entre individuos dentro de una misma FMH y c%g es la variancia entre

distintas FMH.

2.3-2.8. Anélisis de Coordenadas Principales (ACoorP)

El Analisis de Coordenadas Principales (ACoorP), también conocido como escalamiento
multidimensional métrico (EMD) es una técnica multivariada de reduccion de dimension (TRD)
aplicable a datos provenientes de marcadores moleculares que opera sobre una matriz de distancias,
por lo que es conveniente utilizarlo cuando los datos son de naturaleza binaria. Los resultados se

representan en un Biplot.
2.3-3. Analisis conjunto de la Caracterizacion Agronémica y la Caracterizacion Molecular

El objetivo de realizar el andlisis conjunto de los caracteres agronémicos y moleculares, fue
determinar las posibles relaciones existentes entre ambos en aquellas FMH que se analizaron con
ambas caracterizaciones. Para ello se realiz6 el Analisis de Procrustes Generalizados (Gower, 1975)
que permite utilizar para cada tipo de variable una medida de distancia y un método de ordenacion
particular, obteniendo tantas configuraciones de individuos como fueran necesarias, para luego
promediarlas en una Gnica configuracion denominada configuracion de consenso (Bramardi, 2000).
De esta forma se obtuvo un dato consenso entre los datos moleculares y los agronémicos para cada
poblacién, como también su dispersién desde el punto consenso. Los datos fueron analizados

mediante el programa Info-Gen.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se conoce que la germinacién y el crecimiento vegetativo temprano de las plantulas son las
etapas mas sensibles al estrés salino en la mayoria de las especies vegetales en comparacion con las
etapas de crecimiento mas avanzadas (Ashraf et al., 1986, 1994). Por lo tanto, la evaluacion de
germoplasma de una especie en las fases de desarrollo tempranas puede llevar a descubrir genotipos
tolerantes a la salinidad en etapas de crecimiento posteriores, si el grado de tolerancia se mantiene

constante a lo largo de su ciclo de vida.

La validacién a campo de los resultados obtenidos en etapas tempranas de crecimiento de
cualquier especie, en particular en condiciones controladas, es una exigencia experimental central,

para la toma de decisiones en programas de mejoramiento genético.

En el presente estudio, las familias de medios hermanos de Lotus tenuis evaluadas provenian
de selecciones previas por tolerancia a salinidad, en etapas tempranas de crecimiento y no habian
sido sometidas a condicion de crecimiento a campo en suelo con restricciones sédicas. Por lo tanto
surge la necesidad de establecer la caracterizacion morfo-fisiol6gica y molecular de dichas familias,
en condiciones experimentales cercanas a las condiciones reales de uso de la especie, con el

objetivo de detectar la presencia de variabilidad genética y las posibilidades de aplicar seleccion.

3.1- Caracterizacion morfo-fisiol6gica

3.1-1. El origen de las familias de medios hermanos estudiadas

De acuerdo a los resultados obtenidos por Franco (2014), las siete familias intervinientes en el
presente estudio se distinguieron por su tolerancia a salinidad y comportamiento agronémico
deseable, en suelo sin restricciones. La familia 1193 fue una de las familias mas promisorias para
incorporar al programa de mejoramiento de la especie. Ademas, otras familias se destacaron en
distintos aspectos tales como la 685 y la 2241 con alta tolerancia en la fase de germinacion; la 1897

combind alta tolerancia en la fase de crecimiento vegetativo y alta capacidad de establecimiento y
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nivel de productividad a campo; las familia 691 mostré tolerancia incrementada a la salinidad
durante la fase de crecimiento vegetativo, combinado con elevada capacidad de establecimiento a
campo; la 2241 se destacé en condiciones ambientales sin restricciones por sus buenas
caracteristicas agrondmicas; la 447 fue superior en tolerancia a salinidad y elevado crecimiento; y la
familia 490 fue de vigor aceptable, menor tolerancia a salinidad, pero con elevada productividad de
materia seca. Segun Franco (2014) todas estas familias podrian proporcionar fuentes de genes para
el mejoramiento de caracteres relacionados al vigor inicial, la productividad forrajera y de semilla'y
para tolerancia incrementada a la salinidad. A corto plazo, la siembra de variedades que combinen
estas caracteristicas puede resultar exitosa debido a la alta variabilidad espacio-temporal que

caracteriza a los suelos propios de las regiones “objetivo”.

3.1-2. Variabilidad genética entre Familias

El punto de inicio de cualquier programa de mejora es examinar la variacion presente en el
germoplasma disponible. Las especies alégamas, entre las cuales se incluyen la mayoria de las
forrajeras de clima templado como Lotus tenuis presentan un alto grado de variabilidad morfo-
genética entre poblaciones y dentro de ellas (Tyler et al., 1987; Schultze-Kraft, 1990). Los
resultados obtenidos permitieron detectar variabilidad genética entre las familias de Lotus tenuis en
estudio para los caracteres evaluados en invernaculo y a campo (Cuadro 7), coincidiendo con la
variabilidad hallada por otros autores en poblaciones naturalizadas (Ledn, 1975; Stoffella et al.,
1998; Kade et al., 2000; Andrés y Rosso, 2007; Ixtaina y Mujica, 2010), poblaciones mejoradas

(Colares et al., 1999) y en familias de medios hermanos (Franco, 2014).

Los caracteres estudiados estuvieron agrupados por el vigor de crecimiento, el didmetro de
planta y el nimero de tallos vegetativos, registrados en diferentes fechas a lo largo del ciclo de

crecimiento del cultivo.
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3.1-3. Caracteres evaluados

En el cuadro 6 se presenta el comportamiento del andlisis conjunto de las 7 FMH de Lotus
tenuis y el testigo comercial: media, desvio estandar, maximo, minimo y coeficiente de variacion
para todos los caracteres estudiados. En el Cuadro 7, se observa el comportamiento promedio de las
7 FMH de Lotus tenuis y el testigo comercial para estos caracteres y la significancia estadistica
asociada a la diferencia de medias familiares. Se detectaron diferencias significativas (p<0,05) para

todas las variables analizadas.

Variable Media D.E. CVv Max. Min.
VO (escala 1-4) 3,01 0,78 25,79 4,00 1,00
V1 (escala 1-4) 2,37 1,05 44,28 4,00 1,00
NTV1(tallos/pl) 8,19 2,68 32,69 18,00 2,00

D1 (cm) 19,31 5,82 30,14 37,60 6,00
V2 (escala 1-4) 1,92 0,70 36,48 4,00 1,00
NTV2(tallos/pl) 18,46 9,03 48,91 63,00 1,00

D2 (cm) 19,75 8,50 43,02 54,00 2,00
V3 (escala 1-4) 1,60 0,90 56,11 4,00 1,00
NTV3(tallos/pl) 33,62 32,29 96,03 148,00 1,00

D3 (cm) 29,62 19,33 65,25 120,00 2,00

Cuadro 6. Comportamiento promedio de las 7 FMH de Lotus tenuis y el testigo comercial evaluados en
condiciones de planta aislada en la EEA Pergamino. Media, desvio estandar, maximo, minimo y coeficiente

de variacion.
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VO V1 V2 V3
FMH (escala | (escala (tz:\\:;lc-)\s//tl) ((E)ni) (escala (t;\:;lc-)\s//f)l) (gﬁ) (escala (t[a\:;lc-)\s//f)l) ((E)rg)

1-4) 1-4) 1-4) 1-4)
447 3,10 2,11 7,60 18,17 2,04 17,37 17,56 1,62 30,12 26,62
490 3,10 2,33 8,09 18,80 1,87 20,67 22,67 1,81 41,12 39,06
685 2,60 2,33 8,71 19,44 2,02 18,10 21,12 1,50 22.88 24,81
691 3,10 2,53 8,78 20,09 1,73 18,57 16,84 1,00 14,00 15,73
1193 3,45 3,09 8,84 21,97 2,40 24,46 23,24 2,00 61,62 41,56
1897 3,35 2,51 8,44 18,36 1,82 13,51 18,05 1,27 20,00 18,09
2241 2,30 1,58 7,27 15,72 1,40 12,63 13,34 1,50 27,62 30,25
Testigo 3,10 2,49 7,75 21,91 2,04 21,41 23,87 1,94 46,12 36,38
Media 3,01 2,37 8,19 19,31 1,92 18,46 19,75 1,60 33,62 29,62
CV 25,79 44,28 32,69 30,14 36,48 48,91 43,02 | 56,11 96,03 65,25
Pr>F <0,0001 | <0,0001 | 0,0217 | <0,0001 | <0,0001| <0,0001 |<0,0001| 0,033 | 0,0003 | 0,0003
LSD(0,05)| 0,44 0,40 1,08 2,29 0,27 3,62 3,49 0.63 21,48 12,72

comercial, evaluados en condiciones de planta aislada en la EEA Pergamino.

Cuadro 7. Medias, coeficientes de variacion, nivel de significancia (Pr>F) y diferencias minimas significativas (0,05) de las FMH de Lotus tenuis y el testigo




3.1-3.1. Sobrevivencia

La sobrevivencia de cualquier especie vegetal estd asociada a aspectos de adaptacion al
ambiente que deben enfrentar los genotipos que la componen. Esta sobrevivencia se traduce en
numero de plantas y posteriormente en produccion de materia seca y de semillas, por lo tanto son
caracteres de alta importancia en el mejoramiento de forrajeras. El patron estacional de crecimiento
de Lotus tenuis es primavero-estivo-otofial, presentando variaciones en la produccion total de
forraje de acuerdo a las condiciones ambientales, tanto climéaticas como edaficas, la edad de la
pastura y el manejo de la defoliacion. En general la distribucion estacional de la produccién de
materia seca de la especie muestra un marcado pico primaveral salvo en el afio de implantacion
donde la maxima tasa de crecimiento se observa en el fin de primavera principio de verano

(Formoso, 1993).

En el presente trabajo la sobrevivencia vari6 acorde al tiempo transcurrido desde el trasplante
hasta el fin de ciclo del cultivo. En el cuadro 8 se presenta la Sobrevivencia, medida como
porcentaje de plantas vivas sobre el total de plantas trasplantadas por FMH, de las 7 FMH de Lotus

tenuis y el testigo comercial.

FMH |09/May | 22/May | 07/Jun| 19/Jun| 18/Jul | 14/Ago | 06/Sep | 25/Sep | 16/0Oct | 08/Nov
447 | 100,00 | 100,00 | 93,33 | 93,33 | 88,89 | 84,44 | 77,78 | 66,67 | 64,44 | 42,22
490 | 100,00 | 97,78 | 95,56 | 95,56 | 95,56 | 95,56 | 95,56 | 93,33 | 93,33 | 55,56
685 | 100,00 | 97,78 | 97,78 | 97,78 193,33| 93,33 | 91,11 | 91,11 | 91,11 | 44,44
691 | 100,00 | 100,00 | 88,89 | 88,89 | 86,67 | 82,22 | 75,55 | 73,33 | 66,67 | 33,33
1193 | 100,00 | 100,00 | 97,78 | 95,56 | 95,56 | 95,56 | 86,67 | 86,67 | 86,67 | 48,89
1897 | 100,00 | 95,56 | 95,56 | 95,56 | 91,11 | 86,67 | 84,44 | 80,00 | 80,00 | 24,44
2241 | 100,00 | 100,00 | 95,56 | 95,56 | 86,67 | 84,44 | 80,00 | 75,56 | 64,44 | 40,00
Testigo| 100,00 | 100,00 | 97,78 | 97,78 | 88,89 | 86,66 | 82,22 | 82,22 | 82,22 | 51,11
Cuadro 8. Sobrevivencia (% de plantas vivas) de las FMH de Lotus tenuis y el testigo comercial, medida en

10 fechas desde el trasplante.

. En la figura 6 puede observarse una gran disminucion en la Sobrevivencia de todos los

materiales evaluados, ocurrida entre el 16/10 y el 8/11.
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Figura 6. Sobrevivencia (% de plantas vivas) de las FMH de Lotus tenuis y el testigo comercial, medida en

10 fechas desde el trasplante.

Si bien el trasplante de los genotipos se realizd con éxito, y la mortandad registrada durante
los 5 primeros meses fue la esperada (19%), la mayor pérdida de plantas (57,5%) se produjo a partir
del 16/10. Las posibles causas de mortandad inicial pudieron estar asociadas a bajas precipitaciones
y bajas temperaturas registradas durante el invierno (Figura 4). Entre los meses de octubre y
noviembre, la mortandad aumento drasticamente, con un marcado exceso de precipitaciones que

pudieron generar anoxia y alterar la concentracion de sales en el suelo.

Segun Lavado (2008) los suelos afectados por sales en ambientes himedos en la Argentina,
presentan un balance hidrico positivo y se caracterizan por la presencia de napas freaticas cercanas
a la superficie. Son en general suelos con grandes dificultades para ser utilizados en agricultura, e
inclusive estan sujetos a inundaciones, por lo que se dedican fundamentalmente a pastoreo.
Algunos de estos suelos tienen baja salinidad, pero en algunos momentos del afio el nivel salino
sube por ascenso capilar. Ademas de estos episodicos puntos de salinidad, el principal problema de

esos suelos desde el punto de vista productivo son sus pobres propiedades fisicas, causadas por el
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nivel de sodicidad presente, y periddicas condiciones de anoxia causadas por el exceso de agua no
drenada. En el presente estudio, estas pudieron ser las causas de la mortandad observada en los

genotipos integrantes de las familias entre los meses de octubre y noviembre.

3.1-3.2.  Vigor de planta

El éxito de implantacion de Lotus tenuis se encuentra severamente restringido por la escasa
habilidad competitiva de sus plantulas, sobre todo si se desea su incorporacion por intersiembra
para la mejora de pastizales naturales o bien en siembras de pasturas consociadas. Esto indica que el
manejo agrondémico y la mejora genética del caréacter vigor de plantas en fases de desarrollo
tempranas son importantes para mejorar la capacidad de establecimiento de L. tenuis. Se ha
detectado en esta especie variabilidad inter e intra-poblacional para el vigor de plantula y caracteres
vinculados a éste en poblaciones mejoradas (Colares et al., 1999) y naturales de L. tenuis (Ixtaina y
Mujica, 2003; Andrés 'y Rosso, 2007) e interaccion poblaciones x ambientes para el mismo caracter

(Ixtaina y Mujica, 2003; Ixtaina y Mujica, 2009).

En el presente estudio el vigor de planta promedio entre todas las FMH fue calificado como
bueno en la condicion de invernaculo (VO0), de regular a bueno en la condicién a campo en la
primera fecha (V1) y de malo a regular en la segunda y tercera fecha (V2 y V3) (Cuadro 6). Se

detectaron diferencias entre las FMH (Cuadro 7) en todos los casos.

En condicién de invernaculo (\V0) se observaron dos grupos de FMH, el primero con un vigor
bueno a muy bueno, y el segundo con un vigor regular a bueno (Figura 7). El vigor promedio de
todas las FMH fue de 3,01 y se detectaron diferencias altamente significativas (P<0,0001) entre

ellas (Cuadro 7). Las familias destacadas fueron la 1193, 1897, 691, 447 y 490.
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V0 (escala 1-4)

1193 1897 691 Testigp 447 490 685 2241
FMH

Figura 7. Vigor inicial promedio de los 8 materiales, medido en invernaculo. Letras distintas indican

diferencias significativas al 0,05 (Prueba LSD). Las barras verticales representan a las medias + D.E.

El vigor de planta promedio de todas las FMH medido a campo el 30/04 (V1) fue de 2,37,
detectandose diferencias altamente significativas (P<0,0001) entre ellas (Cuadro 7). La FMH de

mayor vigor en esta fecha fue la 1193 y la de menor vigor la 2241 (Figura 8).

V1 (escala 1-4)

1193 691 1897 Testigo 490 685 447 2241
FMH

Figura 8. Vigor promedio de los 8 materiales, medido a campo a los 14 dias del trasplante. Letras distintas

indican diferencias significativas al 0,05 (Prueba LSD). Las barras verticales representan a las medias + D.E.
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El vigor de planta promedio de todas las FMH medido a campo el 22/05 (V2) fue de 1,92,
detectandose diferencias altamente significativas (P<0,0001) entre ellas (Cuadro 7). Al igual que en

la primera fecha, la FMH de mayor vigor fue la 1193 y la de menor vigor la 2241 (Figura 9).

4,04

W2 (escala 1-4)

1193 447 Testigo 685 490 1897 691 2241
FMH

Figura 9. Vigor promedio de los 8 materiales, medido a campo a los 36 dias del trasplante. Letras distintas

indican diferencias significativas al 0,05 (Prueba LSD). Las barras verticales representan a las medias + D.E.

Para la tercera fecha (12/11), el vigor de planta (V3) promedio entre las FMH fue de 1,60,
detectandose diferencias significativas (P=0,033) entre ellas. La FMH de mayor vigor en esta fecha

fue la 1193 y la de menor vigor la 691 (Figura 10).
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4,0+

W3 (escala 1-4)

1193 Testigo 490 447 2241 685 1897 691
FMH

Figura 10. Vigor promedio de los 8 materiales, medido a campo a los 210 dias del trasplante. Letras distintas

indican diferencias significativas al 0,05 (Prueba LSD). Las barras verticales representan a las medias + D.E.

La variabilidad en el vigor de planta hallada coincide con lo encontrado por otros autores
(Colares et al., 1999; Ixtaina y Mujica, 2003; Andrés y Rosso, 2007; Ixtaina y Mujica, 2009;
Franco, 2014). En particular, el elevado vigor de la FMH 1193 comprobado en este estudio, es
coincidente con los resultados obtenidos por Franco (2014), tanto en hidroponia como en

condiciones de campo sin restricciones.

3.1-3.3.  Numero de tallos vegetativos

El ndmero de tallos en la corona es un componente estratégico en la ocupacion inicial del
espacio aéreo y por lo tanto esta intimamente asociado al vigor de las plantulas (Mujica y Rumi,
1998; Ixtaina y Mujica, 2009). Segun Busqué et al. (1999), la densidad de tallos asociada con
alguna variable indicadora de su tamafio promedio, puede considerarse como la medida mas
objetiva de vigor o persistencia de la especie en la pastura. Asimismo, Newman y Delgado (1999)
plantean que entre otros componentes de la arquitectura de especies forrajeras, el nimero de hojas y

numero de tallos dependen del genotipo y de los factores ecoldgicos a los cuales estan expuestas.
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El numero de tallos vegetativos promedio de todas las FMH medido a campo el 9/05 (NTV1)
fue de 8,19 (Rango 2 a 18), de 18,46 (Rango 1 a 63) el 14/8 (NTV2) y de 33,62 (Rango 1 a 148) el
12/11 (NTV3) (Cuadro 6), y se detectaron diferencias significativas (P<0,05) entre las FMH

(Cuadro 7) para todos los casos.

En la primera fecha (NTV1), se detectaron diferencias significativas (P=0,0217) entre las

FMH (Cuadro 7). La FMH de mayor NTV fue la 1193 y la de menor NTV la 2241 (Figura 11).

ab
2T ap abo

abc d
10,00 T

.00+

NTV1

6,00+

1193 69 B85 1897 490 Testigo 447 2241
FMH

Figura 11. NTV promedio de los 8 materiales, medido a campo a los 23 dias del trasplante. Letras distintas

indican diferencias significativas al 0,05 (Prueba LSD). Las barras verticales representan a las medias + D.E.

En la segunda fecha (NTV2), se detectaron diferencias significativas (P<0,0001) entre las
FMH (Cuadro 7). Coincidiendo con la primera fecha, la FMH de mayor NTV fue la 1193. Las de

menor NTV fueron la 1897 y la 2241 (Figura 12).
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364

ab

hc
28+ bc ¢

hc

1193 Testigo 490 691 685 447 1897 2241
FMH

Figura 12. NTV promedio de los 8 materiales, medido a campo a los 120 dias del trasplante. Letras distintas

indican diferencias significativas al 0,05 (Prueba LSD). Las barras verticales representan a las medias + D.E.

En la tercera fecha de medicién, se detectaron diferencias significativas entre las FMH
(P=0,0003) para el numero de tallos vegetativos (NTV3) (Cuadro 7). Nuevamente, la FMH que

mayor NTV present6 fue la 1193. La FMH de menor NTV en esta fecha fue la 691 (Figura 13).

1101 d

ab
804 abc

bcd

bcd

49 cd

NTV3

cd

194

1193 Testigo 490 447 2241 685 1897 691
FMH

Figura 13. NTV promedio de los 8 materiales, medido a campo a los 210 dias del trasplante. Letras distintas

indican diferencias significativas al 0,05 (Prueba LSD). Las barras verticales representan a las medias + D.E.
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La variabilidad en el namero de tallos vegetativos hallada coincide con lo encontrado por
otros autores trabajando con poblaciones naturalizadas (Leon, 1975; Stoffella et al., 1998; Kade et
al., 2000; Andrés y Rosso, 2007; Ixtaina y Mujica, 2010) y familias de medios hermanos (Franco,

2014).

3.1-3.4.  Diémetro de planta

La estructura del canopeo en plantas forrajeras esta determinada por el habito de crecimiento
0 porte y por el didmetro de la planta y condiciona el manejo de las pasturas (Pearson e Ison, 1994).
En poblaciones bajo pastoreo la intensidad y frecuencia de defoliacion y la competencia (Snaydon,
1978), son factores que afectan la persistencia y/o fecundidad de individuos de distinto habito de

crecimiento.

El didmetro promedio de todas las FMH medido a campo el 22/05 (D1) fue de 19,31 (Rango
6 a 37,6), de 19,75 (Rango 2 a 54) el 6/9 (D2) y de 29,62 (Rango 2 a 120) el 12/11 (D3) (Cuadro
6), y se detectaron diferencias significativas (P<0,05) entre las FMH (Cuadro 7) para todos los

Casos.

En la primera fecha (D1), se detectaron diferencias significativas (P<0,0001) entre las FMH

(Cuadro 7). La FMH de mayor didmetro fue la 1193 y la de menor didmetro la 2241 (Figura 14).
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25+ b

204

D1 {cm)

15+

490 1897 447 2244
FMH

1193 Testigp 691 685

Figura 14. Didmetro (D) promedio de los 8 materiales, medido a campo a los 36 dias del trasplante. Letras
distintas indican diferencias significativas al 0,05 (Prueba LSD). Las barras verticales representan a las

medias = D.E.

En la segunda fecha (D2), se detectaron diferencias significativas (P<0,0001) entre las FMH

(Cuadro 7). En esta medicion, las FMH de mayor didmetro fueron la 1193 y la 490. La de menor

didmetro fue la 2241 (Figura 15).
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36+

D2 (cm)

47 B3 224

Testigo 1193 490 685 1897
FMH

Figura 15. Didmetro (D) promedio de los 8 materiales, medido a campo a los 143 dias del trasplante. Letras
distintas indican diferencias significativas al 0,05 (Prueba LSD). Las barras verticales representan a las

medias = D.E.

En la tercera fecha de medicion, se detectaron diferencias significativas entre las FMH

(P=0,0003) para el diametro (D3). La FMH que mayor diametro presentd fue la 1193. La FMH de

menor didmetro fue la 691 (Figura 16).
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D3 (cm)

1193 490 Testigo 2241 447 685 1897 691
FMH

Figura 16. Didmetro (D) promedio de los 8 materiales, medido a campo a los 210 dias del trasplante. Letras
distintas indican diferencias significativas al 0,05 (Prueba LSD). Las barras verticales representan a las

medias + D.E.

Trabajos realizados por Ixtaina y Mujica (2007) han determinado variabilidad en el didmetro
de planta entre poblaciones de Lotus tenuis naturalizadas en la Pampa Deprimida, lo que coincide
con los resultados de este trabajo.

El aumento del diametro de planta a lo largo del tiempo varid con la familia considerada. En
general las familias con mayor sobrevivencia tuvieron un mayor crecimiento en didmetro,
registrado hacia el final del estudio. Otras familias, con menor sobrevivencia de plantas detuvieron

el crecimiento en diametro en la tercera fecha de registro.

3.1-4. Correlaciones Fenotipicas

La asociacion entre dos caracteres puede explicarse tanto por efectos genéticos como por
efectos ambientales o por ambos. Las causas ambientales de la asociacion de los valores fenotipicos

pueden acentuar o atenuar los causales genéticos de la correlacion (Mariotti, 1986). En el presente
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estudio, se discuten aquellas correlaciones fenotipicas significativas (p<0,05) consideradas de

mayor importancia desde el punto de vista de un programa de mejoramiento (Cuadro 9).

NTV1 | V2 D1 |NTV2| D2 V3 NTV3 | D3

0,479

0.230
V2 | 0655
0,078
0,636
DL 1 5000
NTV2 | 0534
0173
oy | 0518 0,700 | 0381
0.189 | 0,053 | 0,352
va | 01920253 0,226 | 0,600 | 0410 | 0,641 | 0,697
0649 | 0546 | 0592 | 0116 | 0.313
Ty | 0384 | 0478 [ 0,016 | 0,667 | 0,550

0,347 | 0,231 | 0,970 | 0,071 | 0,157
D3 (0,111 | 0,200 | 0,215 | 0,449 | 0,329
0,794 1 0,635 | 0,609 | 0,264 | 0,427

0,047 | 0,103 | 0,176 | 0,415 | 0,360
0,913 | 0,808 | 0,677 | 0,306 | 0,380

*Sf: Sobrevivencia final (medida el 8/11)

St*

Cuadro 9. Coeficiente de correlacion de Pearson, Ho: r=0 (para el nimero de observaciones). En la primera
fila se observa el coeficiente de correlacion y en la segunda fila el nivel de significancia. En gris se observan

las correlaciones significativas.

Segun Busqué et al. (1999), la densidad de tallos asociada con alguna variable indicadora de
su tamafio promedio puede considerarse como la medida mas objetiva de vigor o persistencia de la
especie en la pastura. Coincidiendo con esto, en este estudio podemos observar correlaciones
significativas entre el vigor, el nimero de tallos y el diametro de planta (Cuadro 9). En las dos
primeras fechas, si bien el ordenamiento de las familias no fue el mismo, se observé consistencia en
el comportamiento, destacandose la familia 1193 por presentar los valores de media mas elevados,

y contrariamente la familia 2241 evidenci6 la menor media para todos los caracteres.
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La correlacion significativa y positiva existente entre el vigor y el nimero de tallos
vegetativos, coincide con la encontrada por Franco (2014) para estos caracteres y a su vez coincide
con lo remarcado por otros autores (Mujica y Rumi, 1998; Busqueé et al., 1999; Ixtaina y Mujica,

2009, 2010).

En cuanto a los caracteres evaluados posteriormente a la mortandad, mostraron correlacion
positiva significativa entre ellos, incluyendo la sobrevivencia final medida en porcentaje de plantas

vivas al 8/11.

3.1-5. Estimacion de los componentes de variancia fenotipica

La variabilidad natural es una caracteristica fundamental de las especies, que les permite
sobrevivir y reproducirse mejor en un mayor rango ambiental. Por otra parte, la existencia de
variabilidad, que previamente debe ser cuantificada, es un requisito indispensable para todo

programa de mejoramiento (Abbott y Pistorale, 2010).

La idea basica del estudio de la variacion es su particion en componentes atribuibles a
diferentes causas. La magnitud relativa de estas componentes determina las propiedades genéticas
de la poblacion, en particular el grado de parecido entre parientes. La cantidad de variacion se mide

y se expresa como la variancia (Falconer y Mackay, 1996).

La varianza total o fenotipica es una medida de la variabilidad fenotipica entre los individuos
de la poblacién, y sus componentes son la varianza genotipica, la varianza ambiental y la varianza
de la interaccion genotipo-ambiente. La varianza genotipica se origina por las diferencias que
existen entre genotipos, por lo que mientras sea mayor el nimero de loci segregantes, mayor seré el
nimero de genotipos diferentes en la poblacion (Molina, 1992). A su vez, la variancia genética se
compone de varianza aditiva (VA), dominante (VD) (o de dominancia) y de interaccién (o
epistatica) (VI). De éstas la mas importante es la varianza aditiva (varianza de los valores

reproductivos), ya que es la causa principal del parecido entre parientes y determinante de las
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propiedades genéticas observables de la poblacién (heredabilidad y correlacion genética aditiva) y
de la respuesta positiva a la seleccion (Falconer y Mackay, 1996). La varianza ambiental comprende
toda la variacion de origen no genético, y gran parte de ésta se encuentra fuera del control del
investigador; la varianza de la interaccioén genotipo-ambiente mide el comportamiento diferencial

de los genotipos segun el ambiente en el que se desarrollan.

La heredabilidad de un caracter cuantitativo expresa la proporcion de la variancia total que es
atribuible a los efectos medios de los genes y esto es lo que determina el grado de parecido entre
parientes (Falconer y Mackay, 1996), es decir, expresa la confiabilidad del valor fenotipico como
indicador del valor genotipico. Representa también una medida de la importancia relativa de la

variacion heredable respecto a la variacion fenotipica.

Los valores de heredabilidad en sentido estricto fueron calculados en base de la media
fenotipica familiar, obtenidas de diferentes repeticiones del experimento, con el propésito de

disminuir el efecto ambiental (Nguyen y Sleper, 1983) (Cuadro 10).

De acuerdo con Stanfield (1971), los caracteres se consideran de heredabilidad alta cuando
ésta es mayor que 0,50, de heredabilidad media entre 0,20 y 0,50 y de heredabilidad baja si es
menor a 0,20. Los valores de heredabilidad estimados resultaron ser altos para siete caracteres
estudiados (V1, D1, V2, NTV2, D2, NTV3 y D3), media para dos (NTV1 y V3) y baja para uno

(VO0) (Cuadro 10).
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Caracteres | Media| o c’g c’f h?
VO (escala 1-4) | 3,01 0,50 0,12 0,62 0,19
V1 (escala1-4) | 2,37 0,91 2,43 3,34 0,73

NTV1 8,19 6,77 3,12 9,89 10,32

D1 (cm) 19,31 | 30,40 | 53,71 84,11 10,64

V2 (escala1-4) | 1,92 0,42 1,12 1,54 10,73

NTV2 18,46 | 67,28 | 186,23 | 253,51 | 0,73

D2 (cm) 19,75 | 59,31 | 149,22 | 208,53 | 0,72

V3 (escala 1-4) | 1,60 0,75 0,48 1,23 10,39

NTV3 33,62 | 882,8 | 1443,14 | 2325,94 | 0,62

D3 (cm) 29,62 | 309,48 | 511,45 | 820,96 | 0,62

Cuadro 10. Estimacion de los componentes de la variancia fenotipica y heredabilidad en sentido estricto
(h?).

Con excepcion de VO, las heredabilidades estimadas mostraron valores medios a altos
indicando una importante variabilidad genética heredable. Franco (2014) encontro valores altos de
heredabilidad en sentido estricto para el vigor y el nimero de tallos vegetativos en FMH de Lotus
tenuis y Andrés y Rosso (2007) hallaron altos valores de GDG (grado de determinacion genética)
para el caracter vigor inicial en poblaciones de Lotus tenuis provenientes de la Provincia de Bs. As.
Esto es de suma importancia en el mejoramiento de la especie ya que caracteres como el vigor
inicial o el nimero de tallos en fases de desarrollo tempranas determinan en forma indirecta la
velocidad de crecimiento de las plantulas y con ello el éxito de implantacion y a su vez esta
asociado a la acumulacion de materia seca posterior (Franco, 2014). La elevada variabilidad y un
componente genético alto para los caracteres evaluados, resultan promisorios para su aplicacion en
programas de seleccién orientados a la mejora genética de Lotus tenuis de las FMH mas

promisorias a través de una combinacion optima o indice de seleccion.

3.1-6. Analisis Multivariado

Con el objeto de resumir y agrupar toda la informacion previamente analizada se llevo a cabo
un andlisis de componentes principales para todos los caracteres analizados en esta fase de estudio.
El 87% de la variacion total fue explicada por las dos primeras componentes generadas y el 92%
por las tres primeras componentes (Cuadro 11).
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La figura muestra la distribucion de las familias a traves de las componentes 1y 2 (87% de la
variacion). La primera componente explica el 61% de la variacion y la segunda componente explica
el 26% de la variacion. Las variables obtenidas luego de que se produjera la mayor disminucion en
el porcentaje de plantas vivas mostraron una ponderacion positiva para la primera componente y

negativa para la segunda componente (Cuadro 17).

Lambda | Valor | Proporcion | Prop. Acumulada
1 6,68 0,61 0,61
2 2,84 0,26 0,87
3 0,63 0,06 0,92
4 0,28 0,03 0,95
5 0,24 0,02 0,97
6 0,18 0,02 0,99
7 0,15 0,01 1,00
8 0,00 0,00 1,00
9 0,00 0,00 1,00

10 0,00 0,00 1,00
11 0,00 0,00 1,00

Cuadro 11. Autovalores de la matriz de correlacién, proporcion que explica cada autovalor y proporcion

acumulada.

Variables | el e2
VO 0,241 0,33
Vi1 0,30] 0,36

NTVv1l [0,14| 0,48
V2 0,34] 0,14
D1 0,33] 0,22

NTV2 10,37 | 0,03
D2 0,36 | 0,01
V3 0,301-0,35

NTV3 10,33]-0,23
D3 0,28 1-0,39
Sf 0,26 | -0,38

Cuadro 12. Autovectores (e) correspondientes a la CP1 (el) y a la CP2 (e2) para las variables analizadas.
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Figura 17. Analisis de componentes principales para las 11 variables analizadas y los 8 materiales en
estudio.

El agrupamiento de las familias varié de acuerdo al momento de registro de las variables
consideradas. Posterior a la mayor mortandad de plantas, se observd comportamiento diferencial
entre las familias. Las familias de mejor comportamiento fueron la 1193 y la 490 y las de peor

comportamiento fueron la 691 y la 1897.

3.2- Caracterizaciéon molecular

Las técnicas moleculares proporcionan a los investigadores una nueva fuente de informacion,
que conjuntamente con la informacion morfoldgica y agrondmica contribuye a incrementar la

eficacia del programa de mejoramiento (Faleiro, 2007).

Los primers probados en este estudio amplificaron, demostrando la capacidad de transferir
primers de Lotus japonicus y Trifolium repens a Lotus tenuis, coincidiendo con Acufa et al. (2012),

que habian logrado la transferencia de 4 de los marcadores microsatélites de Lotus japonicus a esta
58



especie. La ventaja de la utilizacion de marcadores de otras especies, es que se evita el elevado
costo de desarrollo de primers especificos cuando estos no estan disponibles para la especie

estudiada.

Si bien se han realizado varios trabajos relacionados con el estudio de la diversidad genética
en poblaciones naturales y cultivares de distintas especies con la técnica de microsatélites, no se han
encontrado trabajos que utilicen microsatélites para determinar la variabilidad genética en Lotus
tenuis. Sin embargo, se han realizado trabajos en especies relacionadas como, Lotus corniculatus
(Savo Sardaro et al., 2008; Alem et al., 2011; Dos Santos et al., 2011) y otras forrajeras como,

Medicago sativa (Flajoulout et al., 2005) y Lolium perenne (Kubik et al., 2001; Acufia, 2008).

Los 7 marcadores microsatélites generaron un total de 84 alelos en los 69 genotipos
analizados. Para el andlisis molecular de la varianza, cluster jerarquico y analisis de coordenadas
principales se utilizaron 50 genotipos y 6 marcadores microsatélites (se descartd el microsatatélite
PRS612) porque en esa combinacion se determinaron todas las alternativas posibles de variacion
alélica (ver Cuadro 1 del Anexo). EI nimero de alelos por locus a través de todas las FMH fue en
promedio de 12 alelos/locus (Cuadro 13) y vari6 entre 8 y 18 alelos/locus. EI nimero de alelos por

FMH vari6 entre 3y 11 alelos por locus.

Las especies del género Lotus muestran una gran variabilidad genética, tanto intra como
interespecificas, y es necesario comprenderla mejor y utilizarla en los programas de mejoramiento,
para prevenir los cuellos de botella genéticos (Steiner, 1999). En este trabajo, el elevado promedio
de alelos por locus, sumado al alto nimero de alelos por FMH, sugieren que las mismas cuentan

con una amplia base genética.
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FMH
Estadistico 447 | 490 | 1193 | 691 | 1897
Loci polimorficos(95) 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 1,000
Heterocigosis promedio 0,657 | 0,691 | 0,521 | 0,549 | 0,417 | 0,580
# promedio de alelos 6,429 | 7,143 | 4,429 | 7,143 | 5,429 | 12,000

Total

Cuadro 13. Estadisticos de variabilidad genética calculados a través de todos los loci analizados para cada

FMH.

Las Figuras 18 a 20 muestran geles escaneados que contienen patrones de bandas de algunos

loci.

Figura 18: Patron de bandas del microsatélite TM0083 para 32 individuos analizados.

Figura 19: Patron de bandas del microsatélite TM0203 para la totalidad de los individuos analizados.

Figura 20: Patrén de bandas del microsatélite TM0046 para la totalidad de los individuos analizados.

M: Marker

60



Las frecuencias alélicas medias de cada alelo se detallan en la Cuadro 14.

Locus |Alelos| Frecuencia alélica media| Locus |Alelos | Frecuencia alélica media
TMO0046| a 0,246 TMO0083| a 0,031
b 0,008 b 0,131
c 0,046 c 0,177
d 0,223 d 0,069
e 0,146 e 0,131
f 0,069 f 0,138
g 0,131 g 0,077
h 0,023 h 0,015
i 0,015 i 0,015
J 0,054 j 0,046
k 0,031 k 0,015
I 0,008 I 0,008
m 0,008
n 0,031
0 0,04
p 0,031
q 0,015
r 0,015
TMO0203| a 0,187 BM1397| a 0,010
b 0,037 b 0,020
c 0,007 c 0,049
d 0,194 d 0,039
e 0,336 e 0,078
f 0,127 f 0,069
g 0,037 g 0,157
h 0,030 h 0,127
i 0,007 i 0,029
j 0,022 i 0,108
k 0,015 k 0,147
| 0,078
m 0,059
n 0,029
TMO0208| a 0,246 PRS612 a 0,306
b 0,115 b 0,032
c 0,246 Cc 0,177
d 0,300 d 0,032
e 0,015 e 0,016
f 0,031 f 0,226
g 0,038 g 0,081
h 0,008 h 0,032
i 0,016
i 0,081

Cuadro 14. Frecuencia alélica media para cada alelo.
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Todos los marcadores son polimorficos. El contenido de informacién polimorfica (PIC)
promedio del material analizado fue de 0,789. El rango de los PIC para los microsatélites analizados
vario entre 0,645 y 0,885, para PRS612 y TMO0083 respectivamente, lo que demuestra el alto poder

discriminatorio de los marcadores utilizados, por lo que son altamente informativos y por lo tanto

Locus

Alelos

Frecuencia alélica media

TMO0212

RNe— = TQ D QO T QD

0,016
0,365
0,143
0,127
0,119
0,016
0,103
0,016
0,056
0,016
0,024

Cuadro 14 (continuacion). Frecuencia alélica media para cada alelo.

de utilidad para futuros estudios de caracterizacion molecular (Cuadro 15).

FMH Total

Locus Estadistico 447 | 490 | 1193 691 1897
Heterocigosis 0,700 | 0,818 | 0,545 | 0,722 0,333 0,594
TMO0046 PIC _ 0,544 10,759 | 0,742 | 0,774 0,546 0,813
Alelos efectivos | 2,410 | 4,654 | 4,481 | 4,985 2,632 5,996
Numero de alelos | 5,000 | 8,000 | 6,000 | 8,000 6,000 12,000
Heterocigosis 0,400 | 0,818 | 0,273 | 0,706 0,444 0,536
TM0203 PIC _ 0,709 | 0,747 | 0,701 | 0,783 0,682 0,768
Alelos efectivos | 3,922 | 4,566 | 3,967 | 5,026 3,682 4,881
Numero de alelos | 6,000 | 6,000 | 4,000 | 9,000 5,000 11,000
Heterocigosis 0,200 | 0,545 | 0,455 | 0,263 0,143 0,290
TM00208 PIC _ 0,634 (0,436 | 0,720 | 0,635 0,711 0,747
Alelos efectivos | 3,077 | 2,180 | 4,172 | 3,297 3,960 4,569
Numero de alelos | 5,000 | 3,000 | 5,000 | 4,000 5,000 8,000
Heterocigosis 0,900 | 0,636 | 0,455 | 0,250 0,333 0,464
TM0212 PIC _ 0,737 (0,767 | 0,419 | 0,714 0,602 0,786
Alelos efectivos | 4,348 | 4,840 | 1,906 | 3,879 2,961 5,181
Numero de alelos | 6,000 | 8,000 | 3,000 | 7,000 5,000 11,000
Heterocigosis 0,800 | 0,818 | 0,727 | 0,889 1,000 0,855
TMO083 PIC 0,765 (0,826 | 0,691 | 0,829 0,807 0,885
Alelos efectivos | 4,651 | 6,368 | 3,723 | 6,480 5,769 9,437
Numero de alelos | 8,000 | 9,000 | 5,000 | 11,000 | 10,000 18,000

Cuadro 15. Estadisticos de variabilidad genética por locus, calculados para cada FMH.




FMH

Total

Locus Estadistico 447 | 490 | 1193 691 1897
Heterocigosis 0,800 | 0,400 | 0,375 | 0,467 0,250 0,406
BM1397 PIC 0,790 | 0,808 | 0,547 | 0,844 0,815 0,880

Alelos efectivos 5,263 5,882 | 2,510 | 7,031 6,095 9,103
NUmero de alelos | 8,000 | 8,000 | 4,000 | 11,000 7,000 14,000

Heterocigosis 0,800 | 0,800 | 0,818 sd* sd 0,913
PRS612 PIC 0,730 | 0,790 | 0,539 sd sd 0,645
Alelos efectivos | 4,167 | 5,263 | 2,602 sd sd 3,279

Numero de alelos | 7,000 | 8,000 | 4,000 | 0,000 0,000 10,000

*sd: sin datos
Cuadro 15 (Continuacién). Estadisticos de variabilidad genética por locus, calculados para cada FMH.
En la Figura 21 se muestran los graficos de los promedios por FMH con sus errores estandar
para cada una de las medidas seleccionadas por FMH para facilitar su comparacién. La FMH 490
fue la que presentd mayor heterocigosis observada y numero de alelos, y la 691 fue la que presentd

mayor PIC y Alelos efectivos.

Heterocigosis
=
R
————
FIC
=
@
@
[ —]

T T T T T d T T T T T
447 480 1183 651 1887 447 430 1193 691 1897
Grupos Grupos

8871
7511 l =0
5354 { 2324
5,001 3,58

1

383

Alelos efectivos

Mimero de alelos

T T T T T T T T T T T
447 490 1193 691 1897 447 450 1193 851 1897
Grupos Grupos

Figura 21. Gréficos de promedios con errores estdndar por FMH para las medidas de variabilidad genética.
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El promedio de los valores de distancias genéticas de Jaccard entre los pares de FMH fue
0,923, con valores extremos de 0,88 y 0,97. Las FMH que presentan mayor similitud a través de
todos los loci son la 1193 con la 447 y la 691 con la 1897. Las FMH que presentan mayor distancia

son la 1193 y 691, que presentaron comportamiento contrastante a campo (Cuadro 16).

447 490 691 1193 1897
447 0,00
490 0,93 0,00
691 0,92 0,94 0,00
1193 0,88 |0,95| 0,97 | 0,00
1897 0,91|0,92|0,88| 0,93 | 0,00

Cuadro 16. Distancias genéticas de Jaccard (sgrt(1-S)) entre FMH.

El Andlisis de la Variancia Molecular (AMOVA) exhibe que existe variabilidad genética
entre las FMH en las frecuencias moleculares promedios (p<0,0001). También existe variabilidad
genética estadisticamente significativa dentro de cada una de las FMH (p<0.0001). Por otra parte, la
diferencia entre la variabilidad de frecuencias alélicas en familias tolerantes y susceptibles no
resultd estadisticamente significativa. EI 92,13% de la variancia genética molecular se encontr6
dentro de las FMH vy el 6,25% entre las FMH que presentan un mismo comportamiento frente a

estrés salino. (Cuadro 17).

F.V. SC gl | CM | p-valor | Iter.# | Porcentaje
Seleccion 0,89 | 1]10,89]0,2425 |[400 |1,63
Seleccion>FMH | 1,99 | 3] 0,66 | <0,0001 | 400 |6,25
Dentro 18,24 | 45| 0,41 | <0,0001 | 400 | 92,13
Total 21,12149|0,43 100,00

Cuadro 17. Andlisis de la variancia molecular de las 5 FMH analizadas, incluyendo la seleccion por

salinidad.

Se realizé otro AMOVA sin tener en cuenta la seleccion por estrés, en el que tanto la

variabilidad genética entre FMH como dentro de las mismas resultaron estadisticamente
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significativas. En este AMOVA, el 97,48% de la variancia genética molecular se encontrd dentro de

las FMH y el 2,52% entre las mismas. (Cuadro 18).

F.V. SC | gl | CM | p-valor | Iter.# | Porcentaje
FMH | 2,36 | 4 | 0,59 | <0,0001| 400 2,52
Dentro | 21,18 | 45| 0,47 | <0,0001 | 400 97,48
Total | 23,54|49]0,48 100,00

Cuadro 18. Andlisis de la variancia molecular de las 5 FMH analizadas

La existencia de diferencias moleculares entre y dentro de las FMH de acuerdo al AMOVA
evidencia una amplia base genética y variabilidad de los materiales evaluados y estd de acuerdo con
lo encontrado en otros estudios de plantas alégamas (Thillai Rajasekar et al., 2005) y otras especies

del género Lotus (Savo Sardaro et al., 2008; Alem et al., 2011).

En el Analisis de Coordenadas Principales (ACoorP) basado en las estimaciones de las
distancias genéticas de Jaccard, las primeras tres coordenadas principales explicaron 29,7; 26,2 y

24,0% de la variacion total, respectivamente (Figura 22).
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Figura 22. Grafico del Anélisis de Coordenadas Principales de las 5 FMH basado en la distancia genética de

Jaccard. CP1y CP2 son la primera y segunda coordenadas principales.

A nivel de la primera coordenada, las FMH 691, 1897 y 490 se diferencian de las FMH 447 y
1193. A nivel de la segunda, se diferencian las FMH 691, 1897, 447 y 1193 de la FMH 490. La
FMH 691 se ubico cercana a la 1897, mientras que la 447 y la 1193 también mostraron cercania. A
su vez, en el Analisis de Cluster jerarquico (Figura 23), obtenido a partir de la matriz de distancias
genéticas de Jaccard, se pueden observar dos grupos. En uno de ellos encontramos que las FMH
691 y 1897 se unen a menor distancia que la FMH 490, que pertenece al mismo grupo. Las FMH

447y 1193 conforman el otro grupo.
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447
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Figura 23. Andlisis de Cluster jerarquico con criterio de encadenamiento UPGMA de las 5 FMH analizadas

per se a partir de la matriz de distancias genéticas de Jaccard.

3.3- Andlisis de Procrustes Generalizados

Se obtuvo una configuracion consenso a partir del Analisis de Procrustes Generalizados
(Gower 1975) de los dos tipos de caracterizaciones, con el fin de determinar si las FMH de las
cuales se tomd material del ensayo a campo para el estudio molecular (FMH 447, 490 y 1193),
expresan la misma o diferente variabilidad intraespecifica (Faccioli et al., 1995).

El anélisis, indica que la variabilidad explicada a través del Eje 1 de la descomposicién de la
matriz de consenso es 55,8%. Con los dos primeros ejes se explica el 100% de la variabilidad

contenida en el total de los marcadores. El consenso fue del 98,8% entre ambas caracterizaciones.

En la figura 24 se observa representada la matriz de consenso entre los datos moleculares y
agronémicos. El punto de consenso se representa con un triangulo y los datos agronémicos y
moleculares se representan con un rombo. Cada punto de consenso se encuentra a una distancia

equidistante de los parametros moleculares y agronémicos. Cuanto menor es la distancia entre los
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rombos, mayor es el grado de consenso entre ambas caracterizaciones. Las tres FMH presentan un

gran consenso.

0,631

CP 2 (44,2%)
[}
2

4a0

1193

063
072

Figura 24. Configuracion consenso a partir del Andlisis de Procrustes Generalizados entre distancias

genéticas de las poblaciones y similitudes estimadas a partir de los parametros biométricos.

036 0,00 036
CP 1 (55,8%)
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CONCLUSIONES

Los ensayos realizados en este trabajo permitieron detectar una elevada variabilidad genética
a nivel morfo-fisioldgico y molecular entre familias de medios hermanos de Lotus tenuis tolerantes

a salinidad.

En la busqueda de validar los resultados obtenidos en condiciones de hidroponia por Franco
(2014) para 7 de las 24 familias de medios hermanos de Lotus tenuis evaluadas anteriormente, se
encontré que las familias presentaron variabilidad genética heredable para los caracteres morfo-

fisiolégicos evaluados.

Coincidiendo con Franco, la familia 1193 que se habia mostrado altamente auspiciosa al
combinar tolerancia incrementada a la salinidad en estado de crecimiento inicial y en germinacion,
y por su productividad superior, fue la mas destacada. La familia 490 que presentaba menor nivel de
tolerancia pero con mayor productividad en hidroponia, también resulta interesante, al haber sido la
que presentd un mayor porcentaje de plantas vivas hacia el final del ensayo. Las familias 691 y
1897, si bien mostraron tolerancia a salinidad en el ensayo hidroponico, evidenciaron un mal
comportamiento agrondémico hacia el final del ensayo a campo, con bajos niveles de sobrevivencia
y detencion en su crecimiento; en tanto que la familia 2241 considerada susceptible en hidroponia
fue la de peor comportamiento a lo largo del ensayo y previo a la mortandad registrada. Cabe
destacar que esta familia se habia seleccionado por su tolerancia en fase de germinacion y por

destacarse en condiciones ambientales sin restricciones por sus buenas caracteristicas agrondmicas.

Por otra parte, se logro transferir marcadores moleculares microsatélites de Lotus japonicus y
Trifolium repens a Lotus tenuis, encontrando variabilidad genética entre y dentro de las familias de
medios hermanos evaluadas. No se encontraron diferencias entre la variabilidad de frecuencias

alélicas en familias consideradas tolerantes y susceptibles luego del estudio a campo.
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La caracterizacion morfo-fisiolégica y molecular de las familias de medios hermanos de Lotus
tenuis tolerantes a salinidad, estudiadas en condiciones experimentales cercanas a las condiciones
reales de uso de la especie, permitié validar resultados obtenidos en condiciones de hidroponia, y

detectar elevada variabilidad genética para aplicar seleccion.
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RESUMEN

La creciente expansion agricola en areas no tradicionales, ocupadas historicamente por la
explotacion ganadera, crea la necesidad de incrementar la produccion de especies forrajeras
adaptadas a condiciones edaficas cada vez mas estresantes. Entre las especies de mayor relevancia
en dichos ambientes marginales se destaca Lotus tenuis Waldst. et Kit, una leguminosa naturalizada
en los campos bajos de la Pampa Deprimida Argentina, que coloniza los bajos salinos alcalinos y es

muy valorada por su aporte a la oferta forrajera de los sistemas ganaderos de la region.

El objetivo general del presente trabajo fue determinar la variabilidad genética a nivel
morfo-fisioldgico y molecular entre familias de medios hermanos (FMH) de Lotus tenuis tolerantes

a salinidad.

El estudio se realiz6 cubriendo diferentes etapas: una etapa de invernaculo, un estudio a
campo en suelo sddico bajo un disefio DBCA con 3 repeticiones y una etapa de laboratorio en la
que se realizd la caracterizacion molecular. En las dos primeras etapas, se evaluaron 7 FMH
provenientes del programa de mejoramiento de forrajeras INTA Pergamino que habian sido
estudiadas previamente en fases de germinacion y crecimiento vegetativo temprano en hidroponia.
En la tercera etapa se evaluaron 5 FMH que habian mostrado un comportamiento contrastante en el

estudio a campo.

Los ensayos realizados en este trabajo sobre Lotus tenuis permitieron detectar variabilidad
genética para todos los caracteres morfo-fisiologicos evaluados a campo; y variabilidad entre y
dentro de las FMH, en el estudio molecular. No se encontraron diferencias entre la variabilidad de

frecuencias alélicas en familias consideradas tolerantes y susceptibles luego del estudio a campo.

La caracterizacion morfo-fisioldgica y molecular de las familias de medios hermanos de Lotus

tenuis tolerantes a salinidad, estudiadas en condiciones experimentales cercanas a las condiciones
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reales de uso de la especie, permitio validar resultados obtenidos en condiciones de hidroponia, y

detectar elevada variabilidad genética para aplicar seleccion.
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ANEXQOS

RIN 2753|4816

RII|4|6 8| 7|1]|3]|5]2

RI[1(2|3|(4|5|6]|7]38

1: Testigo; 2: FMH 447; 3: FMH 490; 4: FMH 685; 5: FMH 691; 6: FMH 1193; 7: FMH 1897; 8: FMH 2241

Esquema 1. Disefio a campo en bloques completamente aleatorizados de las familias evaluadas.

Figura 1A. Plantulas que luego fueron utilizadas como material fresco para la extraccion de ADN.
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Figura 2A. Planta de Lotus tenuis en el ensayo a campo

88



Planta FMH | TM0046 | TM0203 | TM00208 | TM0212 | TM0083 | BM1397 | PRS612
1 447 aa af df bg af kn aa
2 447 aa aa aa bi an jn ah
3 447 dk af dd be fn km ac
4 447 ac ei cc kk bh gl il
5 447 ad be dd be ff km ac
6 447 ah ee cc bg ce gk af
7 447 ad dd dd ik ff il gj
8 447 aa dd dd bg fo Kk af
9 447 ad ee ad o] fo ff fi
10 447 ac ee bb bg be gk af
11 490 ad af ad fh ce ] dg
12 490 fi eh dd bb ee ch dg
13 490 gg af aa ee ef ee ccC
14 490 el ee ad dd bc jn bb
15 490 bg eg ad bf eg ee ae
16 490 ag af aa be ap dd ac
17 490 af af ad eh fn cc cg
18 490 af dd ad ej pp ff Cj
19 490 ai eg dd bg en Cj
20 490 aa af dd bb co Cj
21 490 af af ag ei cd el ch
22 1193 dd af ac bg eo Kk aa
23 1193 ad dd dd bb bf ag ff
24 1193 dd dd bh bb bb a9 af
25 1193 ak dd ad bg af g9 af
26 1193 af af cc bb bf gk af
27 1193 cg ff ac dd af bg af
28 1193 cc af bb bb bb af
29 1193 ff ee bb bg be gk fg
30 1193 dd aa bb bb ee hh cf
31 1193 ac ee dd bg bf af
32 1193 af ee ac bg bo ac
33 691 dg bk ad ab Ci o]s]

34 691 dg ej ad ad cc g9
35 691 dg ag aa ee el bf

Para el analisis molecular de la varianza, cluster jerarquico y andlisis de coordenadas principales se descarto el
microsatatélite PRS612 y las plantas 20, 28, 31y 32.

Cuadro 1A. Datos genotipicos de cada planta evaluada. Cada locus corresponde a una columnay
cada letra representa un alelo diferente para dicho locus.
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Planta FMH | TM0046 | TM0203 | TM00208 | TM0212 | TM0083 | BM1397 | PRS612
36 691 hk ee cc bb bq jl
37 691 ae ej cc g9 bc ac
38 691 df bd aa bb or hh
39 691 gj ee dd bb de hh
40 691 ee bf ad be dg hj
41 691 aj cg ee ee cl ij
42 691 aj ee cc bb cc hl
43 691 gj eg ad bb

44 691 aj ej ad ii dj Il
45 691 dd Cj

46 691 aj ee dd cC cd dd
47 691 ee af dd bb Cj ij
48 691 gg ak cc ccC dj hh
49 691 gg be cc ci br kk
50 691 gg dd cc dj

51 691 ag aa fj

52 1897 ee eh bb cd cg mm
53 1897 dd aa cc de gk mm
54 1897 ek af gg dd bg hh
55 1897 de ee aa di gm ee
56 1897 dh ae cc dd ce Kk
57 1897 dd ae cc bd ck ej
58 1897 dj eh ac bb ef jl
59 1897 dd ad cc

60 1897 dd dd cc cd ff
61 1897 ee cg

62 1897 dd ] cc ce

63 1897 ee ee af gp

64 1897 ee eh bb de gh

65 1897 ae ee gg dd

66 1897 ee dd cc cd

67 1897 ee dd cc

68 1897 dd af bb cc cg

69 1897 dd cc cc bf

Para el analisis molecular de la varianza, cluster jerarquico y andlisis de coordenadas principales se descarto el

microsatatélite PRS612 y las plantas 43, 45, 50, 51, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69.

Cuadro 1A (Continuacion). Datos genotipicos de cada planta evaluada. Cada locus corresponde a una
columna ycada letra representa un alelo diferente para dicho locus
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Cuadros de Analisis de la VVariancia para las variables estudiadas

VO

E.V. GL SC CM = Pr>F
Modelo 7 20.27500000 2.89642857  5.82 <.0001
FMH 7 20.27500000 2.89642857  5.82 <.0001
Error 152 75.70000000  0.49802632

Total 159  95.97500000

V1

E.V. GL SC CM E Pr>F
Modelo 9 76.4722222  8.4969136 9.30 <.0001
Bloque 2 19.10555556  9.55277778  10.46 <.0001
FMH 7 57.36666667  8.19523810  8.97 <.0001
Error 350 319.6500000  0.9132857

Total 359  396.1222222

NTV1

F.V. GL SC CM F Pr>F
Modelo 9 199.302778  22.144753  3.27 0.0008
Bloque 2 86.3722222 43.1861111  6.37 0.0019
FMH 7 112.9305556 16.1329365  2.38 0.0217
Error 350 2371.227778  6.774937

Total 359 2570.530556
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D1

EF.V. GL SC CM F Pr>F
Modelo 9 152355794  169.28422 557 <.0001
Bloque 2 182799389  91.399694  3.01 0.0507
FMH 7 1340.758556 191.536937 6.30 <.0001
Error 350 10639.36994  30.39820

Total 359 12162.92789

V2

E.V. GL SC CM E Pr>F
Modelo 9 28.8388889  3.2043210 7.65 <.0001
Bloque 2 2.31666667 1.15833333 2.76 0.0644
FMH 7 26.52222222  3.78888889  9.04 <.0001
Error 350 146.6611111  0.4190317

Total 359 175.5000000

NTV2

E.V. GL SC cM = Pr>F
Modelo 9 5149.65323  572.18369  8.50 <.0001
Bloque 2 767927442 383.963721  5.71 0.0037
FMH 7 4381.725784 625.960826  9.30 <.0001
Error 309 20789.68220 67.28052

Total 318 25939.33542
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D2

F.V. GL SC CM F Pr>F
Modelo 9  4422.37998 491.37555 8.28 <.0001
Bloque 2 873.619103 436.809551  7.36 0.0008
FMH 7 3548.760873  506.965839  8.55 <.0001
Error 293 17378.29686 59.31159

Total 302 21800.67683

V3

F.V. GL SC CM F Pr>F
Modelo 8 12.24103106  1.53012888 2.03 0.0487
Bloque 1 0.20491803 0.20491803 0.27 0.6029
FMH 7 12.03611303  1.71944472 2.28 0.0326
Error 113 85.07864107  0.75290833

Total 121  97.31967213

NTV3

F.V. GL SC CM F Pr>F
Modelo 8 26384.2871  3298.0359  3.74 0.0007
Bloque 1 0.81967 0.81967  0.00 0.9757
FMH 7 26383.46738 3769.06677 4.27 0.0003
Error 113 99756.3687 882.7997

Total 121 126140.6557
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D3

F.V. GL SC CM F Pr>F
Modelo 8 10241.54782  1280.19348  4.14 0.0002
Bloque 1 914393443 914.393443  2.95 0.0884

FMH 7 9327.154381 1332.450626  4.31 0.0003

Error 113 34971.10791  309.47883

Total 121 45212.65574
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