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RESUMEN

Lotus tenuis es una leguminosa forrajera naturalizada en la Depresion del Salado.
Si bien su productividad disminuye en suelos salinos e inundados, el crecimiento
y la sobrevivencia de las plantas son mayores que en otras especies en estos
ambientes. El objetivo de este estudio fue evaluar, durante la fase juvenil, la
tolerancia a la salinidad e inundacién de 9 familias de medios hermanos (FMH)
gue provienen de poblaciones naturalizadas colectadas en campos bajos de la
provincia de Buenos Aires. Se realizO un ensayo en un invernaculo con
condiciones semi-controladas, en un DBCA con dos repeticiones y cuatro
tratamientos: riego con agua Yy libre drenaje (C), riego con NaCl 150 mM en
condicion de drenaje libre (S), sumersion de las plantas en agua hasta 2 cm sobre
el nivel del sustrato y sin drenaje (I) y sumersion de las plantas en agua con NacCl
150 mM hasta 2 cm sobre el nivel del sustrato y sin drenaje (SI). A los 16 dias de
iniciados los tratamientos (ddi) se evalud la longitud de tallo principal (LTP, cm) y
el niumero de ramificaciones (NR) y a los 29 ddi se evaluaron LTP, NR, longitud
de raiz (LR, cm), peso fresco aéreo (PFA, g), peso seco aéreo (PSA, g), peso
seco radicular (PSR, g) y peso seco total (PST, g). Se estimo la tolerancia a cada
condicion individual y a la combinacion de ambas para PSA y PST, como la

relacion entre el valor de cada planta en condicion de estrés y la media del control.

Para el analisis de los datos se utilizd el programa estadistico InfoStat en su
interfaz con R. Se ajustaron modelos con tres factores (FMH, tratamiento y fecha)
para NR y LTP y con dos factores (FMH y tratamiento) para el resto de las
variables, considerando correlacion entre los errores y heterogeneidad de
varianzas cuando fue necesario, y se realizd la prueba de comparaciones
multiples DGC en los casos en que se detectaron diferencias significativas
(p<0,05). Los indices de tolerancia, que no presentaron un buen ajuste al aplicar
un modelo general, se analizaron mediante un modelo lineal generalizado con
distribucion Gamma. Se estimaron los componentes de varianza y heredabilidad
(h?) por tratamiento en base a la media familiar para cada variable evaluada a los
29 dias de iniciados los tratamientos a partir de las esperanzas de los cuadrados
medios. Se estimaron los coeficientes de correlacién de Pearson y se realizé un
analisis de componentes principales (ACP).



Los resultados indicaron que, si bien todos los genotipos sobrevivieron al
experimento, evidenciando la tolerancia de la especie durante su fase juvenil a
salinidad e inundacién, las variables evaluadas presentaron valores promedio
inferiores a los del control en las tres condiciones de estrés, con excepcion de LTP
que no disminuy6é en el tratamiento | respecto al control. Esto evidencia la
existencia de una adaptacién a nivel morfolégico mediante la elongacion de los
organos aéreos, incrementando asi el area foliar por encima del nivel del agua.
Ademas, se encontrg interaccion significativa (p<0,05) entre FMH, tratamiento y
fecha para LTP y NR y entre FMH y tratamiento para el resto de las variables, con
excepcion de los indices de tolerancia que evidenciaron diferencias significativas
entre FMH. Al considerar la tolerancia y la productividad, las FMH 1 y 13
resultarian promisorias en las condiciones de estrés individual. Ademas, la FMH
1 presento un buen comportamiento en la situacion de estrés combinado. Las
FMH 2, 7, 10 y 11 también podrian resultar de interés por ser productivas bajo

estrés.

Se encontr6 alta h? para todas las variables estudiadas. Los valores hallados y el
importante componente genético aditivo de las variables resultan promisorios para
el programa de mejoramiento genético de L. tenuis en busqueda de lograr
cultivares de alta productividad para ambientes con limitantes por hidro-

halomorfismo.



INTRODUCCION

1. Problemética de la salinidad y la inundacion en la produccion
agropecuaria

En los ultimos tiempos a causa de la expansion agricola, y particularmente desde
la década del 90 con el proceso de “sojizacion”, la ganaderia bovina se ha
relocalizado a ambientes con mayores limitantes edafocliméaticas (Figura 1). Un
ejemplo de ello lo constituyen las zonas bajas de la Pampa Deprimida (Figura 2).
Esta zona es una extensa subregion de la provincia de Buenos Aires con
9.500.000 hectareas, en donde se encuentran suelos con limitantes edaficas tales
como: drenaje restringido, variaciones en la topografia, baja permeabilidad, napa
fredtica cerca de superficie y alta alcalinidad y salinidad. Esto reduce
significativamente el rendimiento de la mayoria de los cultivos (Coppi, 2010;
Munns & Gilliham, 2015; Pesqueira, 2008; Striker & Colmer, 2017).
Consecuentemente, estos suelos presentan dificultades para ser utilizados en la
agricultura y la mayor parte de la superficie se destina a la ganaderia,

principalmente la cria de ganado vacuno.
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Figura 1: Mapa de densidad de las existencias de ganado bovino (cabezas/hectareas) en Argentina,
2023. Fuente: Sistema de Gestion Sanitaria, Direccién Nacional de Sanidad Animal, SENASA, Argentina.
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Figura 2: Region de la Pampa Deprimida de la provincia de Buenos Aires, Argentina.

Los periodos de inundacion constituyen una perturbacion natural de importancia
creciente que afecta el rendimiento de cultivos y la produccion de forraje en
muchas regiones del mundo (Munns & Gilliham, 2015). La salinidad del suelo es
uno de los principales factores abidticos que afecta la productividad de los cultivos,
limitando su crecimiento y rendimiento (Yamaguchi & Blumwald, 2005, Ashraf,
2009). Si el origen de la salinidad es antropico, se pueden modificar las practicas
agricolas para mitigar el problema. En cambio, si la salinidad es de origen natural,
se debe recurrir al mejoramiento genético en busqueda de nuevas variedades

tolerantes a estas condiciones.

En el mundo, una gran parte de los suelos salinos se encuentran, ademas,
afectados por anegamiento. Ambas condiciones causan estrés en la vegetacion
(Barrett-Lennard, 2003; Bennett et al., 2009; Barrett-Lennard & Shabala, 2013). Al
estar combinadas, pueden interactuar afectando a las plantas mas severamente
gue la suma de ambos efectos en forma independiente (Barrett-Lennard, 2003;
Teakle et al., 2010). En la Pampa Deprimida al menos un 60 % de los suelos son
halo-hidromorficos con drenaje deficiente y un exceso de sales y sodio (Taboada
& Micucci, 2009).



2. Efecto de la salinidad del suelo en las plantas

Argentina, con 85 millones de hectéreas salinas o sddicas, es el tercer pais con
mayor superficie de suelos afectados por halomorfismo en el mundo, después de
la Federacion de Rusia y Australia (Abrol et al., 1988). La reduccion del
crecimiento y desarrollo vegetal producida por las sales es el resultado de la
accion combinada de varios factores que impactan, esencialmente, a través del
efecto osmdético y del efecto especifico (Greenway & Munns, 1980; Munns &
Tester, 2008). En primer lugar, ocurre el efecto osmoético causado por iones de la
solucién del suelo, principalmente Na* y CI~ que disminuyen la disponibilidad de
agua, y causan peérdida de turgencia, inhibicion de la extension celular y de la
acumulacion de clorofila en hojas, pérdida de regulacion estomatica e inhibicidon
del crecimiento. En relacion a las vias simplasticas y apoplasticas, la primera se
ve comprometida por la disminucion progresiva de la diferencia de potencial
hidrico entre el medio salino y el citosol. Cuando estos potenciales se igualan, se
detiene la absorcién neta de agua a través de esta via. Por otro lado, la via
apoplastica no es afectada directamente por el entorno salino, sino que es capaz
de funcionar hasta que se detenga la transpiracion. Sin embargo, en condiciones
salinas, la planta cierra los estomas para reducir la pérdida de agua, lo que
también limita la entrada de agua a través de la via apoplastica. Con las vias de
entrada de agua afectadas por la salinidad, las células pierden turgencia,
disminuyendo su tasa de elongacion, afectando asi su crecimiento y funcion
(Fricke & Peters, 2002; Passioura & Munns, 2000; Taiz & Zeiger, 2002; Yeo et al.,
1991). Luego del efecto osmético, se produce el efecto especifico debido a la
acumulacion de sales, generando toxicidad. Esto provoca clorosis marginal en las
hojas, se reduce el area fotosintética y disminuye la fotosintesis neta. Ademas, se
afecta negativamente la sintesis de proteinas, impactando en la fotosintesis,
metabolismo energético y produccién de lipidos. En consecuencia, se produce un
desbalance nutricional perjudicando asi la absorcién y transporte de nutrientes,
afectando su disponibilidad (Hasegawa et al., 2000; Munns, 2002; Munns &
Tester, 2008, Munns et al., 2016; Parida & Das, 2005; Shabala & Munns, 2017).

Las plantas enfrentan la salinidad principalmente a través de las raices, siendo

este el 6érgano que se encuentra en contacto directo con el ambiente salino. El



sistema radicular es la primera barrera al movimiento de agua y solutos en el
interior de la planta. Como resultado, las concentraciones de iones que llegan a
la parte aérea son diferentes a las del medio externo. La toxicidad i6nica
provocada por el estrés salino comienza cuando las concentraciones de Na*y CI-
dentro de las células radicales sobrepasan los niveles normales y comienzan a
traslocarse y acumularse en las hojas (Munns, 1993). Para mantener bajas
concentraciones de Cl-y Na* en la parte aérea, es fundamental la capacidad de
la planta para regular la absorcion y el transporte de estos iones desde las raices
hasta el tallo.

3. Efecto de lainundacion en las plantas

Actualmente se estiman grandes areas con problemas de anegamiento e
inundaciones (>1700 Mha), y se predice un incremento de las mismas para las
proximas décadas debido al cambio climatico global (Voesenek & Bailey-Serres;
2015, Hirabayashi et al., 2017). La saturacion de los poros de un suelo anegado
inhibe el intercambio de gases entre las raices y la atmdsfera, generando hipoxia
0 anoxia en las raices. El crecimiento de estas se reduce al igual que su absorcién
de agua y nutrientes, lo que afecta el suministro de energia para el crecimiento de
la planta (Colmer & Greenway, 2011). Cuando la inundacién también genera la
sumersion de la parte aérea, se reduce la luz solar y el CO> para la fotosintesis
(Voesenek et al., 2006).

La primera limitante para el crecimiento de las plantas en situacion de
anegamiento es la falta de oxigeno, esencial para mantener la respiracion
aerobica en los tejidos sumergidos (Armstrong, 1980; Vartapetian & Jackson,
1997; Voesenek et al., 2004). La segunda limitante, es la disminucion del potencial
redox del suelo a medida que aumenta el tiempo de anegamiento (Pezeshki &
DelLaune, 1998; Pezeshki, 2001). Debido a esto aparecen compuestos
potencialmente téxicos como sulfuros, hierro y manganeso solubles, etanol, acido
lactico, acetaldehido y acido acético y férmico (Kozlowski,1997; Fiedler et al.,
2007).



4. Tolerancia a salinidad e inundaciéon

La tolerancia de las plantas al estrés es su capacidad de hacer frente a un
ambiente desfavorable (Taiz & Zeiger, 2002). Desde el punto de vista biolégico
puede definirse como la habilidad de una planta para crecer y completar su ciclo
de vida en condiciones estresantes. Desde el punto de vista agronémico involucra
la capacidad de las plantas de sobrevivir y producir rendimientos econémicos en

condiciones de estrés (Udovenko, 1977).

La tolerancia a la salinidad depende de distintos mecanismos. Uno de ellos es el
ajuste osmoético (Munns & Tester, 2008). Las plantas llevan a cabo un ajuste
celular osmatico para restablecer el equilibrio i6nico, efectuando una acumulacion
neta de solutos en respuesta al déficit hidrico que les permite disminuir el potencial
osmotico celular y mantener una relacion isotonica entre compartimentos sub-
celulares (Shabala & Munns, 2017). A nivel celular existen estrategias de
tolerancia a la acumulaciéon de Na* o, en algunas especies, de CI. Elevadas
concentraciones de estos iones en las hojas pueden ser toleradas por
adaptaciones anatémicas y particiones intracelulares. Para mantener bajas
concentraciones en el citoplasma, la célula puede excluir o compartimentalizar los
iones a nivel celular e intracelular para evitar concentraciones toxicas,
principalmente en las células del mesofilo de la hoja (Munns & Tester, 2008,
Munns et al., 2016).

Las plantas desarrollan un conjunto de respuestas anatémicas, morfologicas y
fisiolégicas para hacer frente a la inmersién impuesta por las inundaciones
(Armstrong, 1980; Kozlowski & Pallardy, 1984; Vartapetian & Jackson, 1997;
Striker et al., 2005; 2009). Las plantas tolerantes a la inundacién suelen presentar
mayor porosidad constitutiva en las raices, y la capacidad de realizar
modificaciones anatomicas que mejoran el intercambio gaseoso ante la
deficiencia de oxigeno (Mustroph, 2018). Una de ellas es la formacién de
aerénguima, un tejido vegetal con espacios largos e interconectados llenos de gas
(Justin & Armstrong, 1987; Seago et al., 2005). Su formacion es especifica de
algunas especies pudiendo diferir entre genotipos dentro de una misma especie

(Colmer, 2003). ElI aerénquima ofrece a la planta una via interna de baja



resistencia para el movimiento de oxigeno (Colmer et al., 2006, Aschi—Smiti et al.,
2003), facilitando su transporte desde la parte aérea hasta la raiz y mejorando el
estado energético de la planta (Aschi—Smiti et al., 2003, Kolb & Joly, 2009). A nivel
morfologico, las plantas incrementan su altura (Striker, 2012a). Ademas, las
plantas pueden presentar modificaciones en su metabolismo, como la formacion
de ATP mediante fermentacion (Mustroph, 2018), cambios en la fijacién de
carbono, cierre de estomas, reduccion de la transpiracion e inhibicion de la
fotosintesis (Bradford & Hsiao, 1982; Else et al.,, 1996; Insausti et al., 2001,
Striker et al., 2005).

5. La especie en estudio: Lotus tenuis

Lotus tenuis (Waldst. et Kit) (Figura 3), conocida vulgarmente como lotus, trébol
pata de pajaro o lotus de hoja angosta, es una especie originaria de Asia Menor y
Europa (Lambrechtsen et al., 1986). Introducida en Argentina en la década del 30
(Mifion et al., 1990), ha logrado naturalizarse en la Pampa Deprimida gracias a su
tolerancia a ciertos niveles de salinidad y anegamiento (Teakle et al., 2006). Es
una leguminosa perenne, de produccidon primavero-estivo-otofial, con posibilidad
de comenzar a producir a finales de invierno (Antonelli, 2010). Es una planta
herbacea, con reproduccion sexual alégama, sin érganos de propagacion
vegetativa aunque los tallos pueden generar raices adventicias (Rompani, 2016).
Su raiz es pivotante y ramificada, posee una corona bien desarrollada y no
presenta estolones (Berasain Gomes de Freitas et al., 2015). Los frutos son vainas
de color castafio oscuro, dehiscentes. Las semillas son pequefias (1,3 x 1 mm) y

livianas (peso de 1000 semillas: 1,2 g) (Mifidn et al., 1990).
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Figura 3: Dibujo botanico de Lotus tenuis (Watson & Dallwitz, 1992)

Lotus tenuis es de gran importancia por ser una leguminosa forrajera que puede
cultivarse en suelos con limitaciones edaficas. El aporte de leguminosas forrajeras
a los sistemas ganaderos genera un incremento del porcentaje de proteina a la
dieta y la digestibilidad del forraje en comparacion con pasturas basadas
Unicamente en gramineas. Por eso mismo, y debido a la adaptacién en areas
donde predominan las gramineas y no prosperan especies leguminosas, Lotus
tenuis es una buena alternativa (Buxton, 1996; Clua et al., 1997; Gimenez, &
Fernandez, 1997; Pesqueira, 2008; Teakle, 2008).

L. tenuis presenta capacidad de adaptarse a diversos ambientes. El habito de
crecimiento se modifica en ambientes con inundacién, pasando de ser postrado a
erecto bajo tales condiciones (Striker et al., 2005). También presenta una mayor
porosidad en las raices respecto de otras especies debido a la presencia de
aerénguima constitutivo, lo que genera una mejor aireacion (Striker & Colmer,
2017). Respecto a la salinidad, L. tenuis se considera una especie tolerante
(Teakle et al., 2010). La exclusion de CI- y Na* del xilema por medio de
mecanismos de transporte de iones en las raices, le permite a L. tenuis tolerar
mejor el estrés generando menor acumulacion de dichos iones en la parte aérea

(Teakle et al., 2010, Affinito, 2020). En comparacién con la especie relacionada



Lotus corniculatus, L. tenuis presenta mayor tolerancia a la salinidad y a la

combinacién de salinidad y anegamiento (Teakle et al., 2010).

6. Variabilidad genética de L. tenuis en la tolerancia a salinidad e inundacion

Numerosas evidencias demuestran la presencia de una alta variabilidad genética
a distintos niveles en el germoplasma de L. tenuis. Se encontré variabilidad en
caracteres morfofisiolégicos entre y dentro de poblaciones naturales provenientes
de distintos tipos de suelos de la provincia de Buenos Aires (Andrés & Ro0ssO,
2007; Entio & Mujica, 2014; Ixtaina & Mujica, 2004; Kade et al., 2003; Mendoza et
al., 2000; Stoffella et al., 1998).

Por otra parte, existe un niamero apreciable de trabajos que destacan la existencia
de variabilidad en la tolerancia a la salinidad de L. tenuis en las etapas de
germinacion y crecimiento vegetativo (Affinito, 2020; Franco, 2014; Ixtaina &
Mujica, 2004; Paz et al., 2005; Pesqueira, 2008; Schachtman & Kelman, 1991;
Teakle et al., 2006; Teakle et al., 2010). En general, los trabajos mencionados
hallaron una disminucién en el crecimiento en condiciones salinas respecto al
control y variabilidad en el crecimiento y en la sobrevivencia a nivel de genotipo,

poblaciones naturales, poblaciones mejoradas y cultivares.

Respecto a la tolerancia al anegamiento o inundacion se encontro variabilidad
entre cinco poblaciones provenientes de la Pampa Deprimida (Vignolio et al.,
1999) y también entre cultivares (Real et al., 2008). En otro estudio que también
incluyo otras especies del género Lotus, se evaluaron 10 accesiones de L. tenuis
y se encontré variabilidad intraespecifica en la tasa de elongacion del tallo

principal como respuesta a la inundacion (Di Bella et al., 2020).

Si bien existen trabajos en los que se evalud la tolerancia a la combinacién de
salinidad e inundacion de la especie respecto a otras especies del género, son
escasos los estudios sobre su variabilidad intraespecifica. Teakle et al. (2006)
hallaron variabilidad entre los cultivares Chaja, Larraflaga, Matrero y Angostura
para la reduccion del peso seco aéreo y de raices cuando se impuso un estrés

combinado de salinidad y anegamiento.

10



Las investigaciones realizadas en L. tenuis en la unidad integrada UNNOBA-INTA
han permitido seleccionar familias de medios hermanos (FMH) tolerantes y
susceptibles a salinidad (Andrés & Rosso, 2007; Franco, 2014; Franco Elisei,
2018; Affinito, 2020). En consecuencia, y considerando que el ambiente objetivo
de la especie suele presentar combinacion de limitantes, en el presente trabajo se
inicié el estudio de la tolerancia del germoplasma a un efecto combinado del estrés
salino y la inundacién. La obtencién de germoplasma con tolerancia a estreses
abidticos como salinidad e inundacion es un objetivo central para el programa de

mejoramiento genético de la especie.
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HIPOTESIS

Existe comportamiento diferencial entre familias de medios hermanos (FMH) de

Lotus tenuis frente a la salinidad e inundacién en fase vegetativa juvenil.

OBJETIVOS

1. Objetivo general

Estudiar el comportamiento de familias de medios hermanos (FMH) de Lotus
tenuis en condiciones de salinidad e inundacion durante su fase juvenil, para

seleccionar germoplasma tolerante a dichos estreses.

2. Objetivos especificos

e Caracterizar fenotipicamente el crecimiento juvenil de FMH de L. tenuis en
condiciones de salinidad, inundacion y su combinacion.

e Estimar componentes de varianza fenotipica y heredabilidad en sentido
estricto en las FMH.

e Identificar FMH tolerantes y susceptibles a los estreses individuales y

combinados para realizar seleccion.
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MATERIALES Y METODOS

1. Lugar

El presente trabajo se desarroll6 en la Unidad Integrada UNNOBA-INTA, en el
invernaculo y en el Laboratorio de Biotecnologia, ambos de la EEA INTA

Pergamino.

2. Material vegetal

Se evaluaron 9 familias de medios hermanos (FMH) de L. tenuis obtenidas por el
programa de mejoramiento genético de la especie de la Unidad Integrada
UNNOBA-INTA, que provienen de poblaciones naturalizadas colectadas entre los
afios 2004 y 2006 en campos bajos de la provincia de Buenos Aires (Andrés &
Rosso, 2007). Algunas de estas poblaciones fueron evaluadas y luego
seleccionadas por su respuesta al estrés salino, con el propoésito de detectar
germoplasma tolerante, de elevada productividad de forraje y de semilla
(Pesqueira et al., 2007). A partir de dichos estudios se conformaron lotes de
policruzamiento de poblaciones tolerantes y susceptibles a la salinidad y se
obtuvieron FMH. Se seleccionaron 23 FMH por su produccion de semilla que
fueron evaluadas posteriormente en un estudio del comportamiento frente al
estrés salino en fase vegetativa inicial y en germinacion (Franco, 2014; Franco
Elisei, 2018; Affinito, 2020). En el presente trabajo, se estudiaron 9 FMH de L.
tenuis (Tabla 1), con el propdsito de determinar su comportamiento en condiciones

de salinidad e inundacion.
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Tabla 1. Nueve FMH de L. tenuis, seleccionadas de las 23 originales, comportamiento previo en relacion a

la tolerancia a salinidad y poblacion que le dio origen.

N° de campo FMH Comportamiento previo frente a NaCl* ORIGEN
- Poblacion 4
1 447 No concluyente, de buena productividad (Ruta 30)
- Poblacion 4
2 490 No concluyente, de buena productividad (Ruta 30)
. . - Poblacién 6
3 685 Susceptible, de baja productividad (Chacabuco)
. - Poblacién 6
5 691 No concluyente, de baja productividad (Chacabuco)
7 1193 Tolerante, de buena productividad Poblaplon 1
(Riva)
8 1195 No concluyente, baja productividad Poblaqon 1
(Riva)
10 1897 Tolerante, baja productividad Poblaqon 1
(Riva)
11 2241 Susceptible, de buena productividad Cultivar Gapp
13 2297 No concluyente, baja productividad Cultivar Gapp

*Segln Franco (2014), Franco Elisei (2018) y Affinito (2020). No concluyente: de tolerancia a NaCl variable
entre los distintos ensayos realizados.

3. Evaluacion en invernaculo

El germoplasma se evalué en invernaculo sin calefaccionar durante 29 dias

(Figura 4). La temperatura media durante el ensayo fue de 19 °C, con una minima
de 10,8 °C y una maxima de 26,6 °C.

Figura 4. Ensayo de evaluacion de la respuesta de FMH de L. tenuis en condiciones de salinidad e
inundacion. Imagenes a los 0, 16 y 29 dias de iniciados los tratamientos (ddi).
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Previamente, las semillas fueron sometidas a escarificacion fisica y luego se
sembraron en macetas de polietileno de 100 ml con una mezcla de tierra y arena
(1:1). Durante un periodo de 30 dias las plantas fueron regadas con solucion
nutritiva (Hoagland & Arnon, 1950). Cuando las plantas alcanzaron un promedio
de cuatro ramificaciones, se dio inicio al ensayo. Se colocaron seis macetas con
plantas individuales de cada FMH en contenedores de plastico de 14 cm x 19 cm
x 40 cm. Cada contenedor constituyé una unidad experimental. Se utiliz6 un
disefio en bloques completos al azar (DBCA) con dos repeticiones y cuatro

tratamientos:

- Control (C): riego con agua y libre drenaje, capacidad de campo.

- Salinidad (S): riego con NaCl 150 mM en condicion de drenaje libre, a
capacidad de campo.

- Inundacion (I): sumersion de las plantas en agua hasta 2 cm sobre el nivel del
sustrato y sin drenaje.

- Salinidad e inundacién (Sl): se combinaron los dos tratamientos anteriores,
sumergiendo las plantas en agua con NaCl 150 mM hasta 2 cm sobre el nivel

de sustrato y sin drenaje.

Es oportuno aclarar que la concentracion salina se incrementd gradualmente para

evitar shock osmoético, a razén de 50 mM por dia.

Al inicio del ensayo se midié la longitud de tallo principal (LTP, cm). A los 16 dias
de iniciados los tratamientos salinos (ddi) se midieron la longitud de tallo principal
(LTP, cm) y el numero de ramificaciones (NR). A los 29 ddi, se separo la parte
aérea y radicular de cada planta y se determind: longitud de tallo principal (LTP,
cm), numero de ramificaciones (NR), longitud de raiz (LR, cm), peso fresco aéreo
(PFA, g), peso seco aéreo (PSA, g), peso seco radicular (PSR, g) y peso seco
total (PST, g). Para la determinacion del peso seco, las muestras se secaron en
estufa a 70 °C durante 3 dias hasta peso constante. Una vez secas, fueron

pesadas utilizando una balanza analitica.

Se estimé la tolerancia a la salinidad para PSA y PST a partir de la siguiente
relacion:

indice de tolerancia = xi/Xc
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Donde xi= valor de cada plantula sometida a estrés; y Xc= media del control.

Estimado el indice de tolerancia, las variables mencionadas fueron definidas
como: indice de tolerancia del peso seco aéreo (ITPSA) e indice de tolerancia del
peso seco total (ITPST). El listado de variables evaluadas asi como el momento y
unidad de medicion se encuentra en la tabla 2.

Tabla 2. Variables evaluadas en las 9 FMH de L. tenuis con sus respectivas unidades de medicion y

momento de evaluacién de las mismas.

Variable Unidad Momento de evaluacién

16 ddi

LTP cm 29 ddi
16 ddi

(o]

NR N 29 ddi
PFA g 29 ddi
PSA g 29 ddi
PSR g 29 ddi
PST g 29 ddi
ITPFA - 29 ddi
ITPSA - 29 ddi

4. Analisis de los datos

Se utilizé el programa estadistico InfoStat (Di Rienzo et al., 2017) en su interfaz

con R.

4.1 Andlisis de la variabilidad fenotipica

Para conocer y determinar la variacion presente entre las familias de L. tenuis se
realiz6 el andlisis de variancia (ANOVA) para todas las variables evaluadas y los
indices de tolerancia. Previamente, se determiné si las variables presentaban

distribucion normal mediante la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y mediante
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Q-Q plots de los residuos. También se realizaron graficos de dispersion de los
residuos versus los valores predichos. Se ajustaron modelos para heterogeneidad
de variancias y/o datos correlacionados mediante el médulo de modelos lineales
generales y mixtos (MLM). Las variables ITPSA e ITPST que no presentaron un
buen ajuste, se analizaron mediante un modelo lineal generalizado con

distribucion Gamma en el médulo MLGM de Infostat.

El modelo estadistico lineal utilizado para las variables LTP y NR que se evaluaron
en dos fechas fue:

Yik =l + §iji + B+ Ti+ Oj+ yk+ (10)ij + (TY)ik + (dY)ik + (TOY)ijk + €ijki

Donde: Yies la observacion debido a la i-ésima familia del I-ésimo bloque, en el
j-ésimo tratamiento y en la k-ésima fecha; | representa la media poblacional; i
es la covariable LTP evaluada al inicio del ensayo; pi es el efecto del I-ésimo
bloque; Ties el efecto de la i-ésima familia; d;jes el efecto del j-ésimo tratamiento;
vk es el efecto de la k-ésima fecha; (1) es el efecto de la interaccion entre la i-
eésima familia y el j-ésimo tratamiento; (Ty)ik es el efecto de la interaccion entre la
i-ésima familia y la k-ésima fecha; (dy)ik es el efecto de la interaccion entre el |-

ésimo tratamiento y la k-ésima fecha; (10y)ik es el efecto de la interaccion entre la
i-ésima familia, el j-ésimo tratamiento y la k-ésima fecha; yeik es el término de
error de la ijkl observacion debido a la variacion ambiental.

El modelo estadistico lineal utilizado para las variables evaluadas Uunicamente al

final del ensayo fue:

Yil= W+ ¢ijl + Pir+ 1i+ OjF (10)ij + €ijk

Donde: Yijes la observacion debido a la i-ésima familia del I-ésimo bloque, en el j-
ésimo tratamiento; u representa la media poblacional; ¢ii es la covariable LTP
evaluada al inicio del ensayo; Bies el efecto del I-ésimo bloque; Ties el efecto de

la i-ésima familia; ;j es el efecto del j-ésimo tratamiento; (10)j es el efecto de la

interaccién entre la i-ésima familia y el j-ésimo tratamiento; yeix es el término de
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error de la ijl observacion debido a la variacion ambiental.

En los casos en que se detectaron diferencias significativas (p<0,05), se realizé la
prueba de comparaciones multiples DGC, con el objetivo de detectar cuéles
familias, tratamientos o fechas difirieron significativamente en la media de los

caracteres evaluados.

4.2 Estimacion de los componentes de variancia y parametros genéticos

Las estimaciones de los componentes de variancia son empleadas para
determinar la proporcién de la variancia fenotipica explicada por efectos genéticos
y la proporcion de la variancia genética total explicada por efectos genéticos
aditivos. La heredabilidad expresa la proporcién 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 (Franco, 2014).

Los componentes de variancia (varianza familiar, ambiental y fenotipica) se
estimaron a partir de las esperanzas de los cuadrados medios obtenidas en los
analisis de variancia de cada variable para cada tratamiento a los 29 dias de

iniciados los mismos.

Se estimo6 la heredabilidad en sentido estricto en base a la media familiar (h?prm)
para cada variable evaluada a los 29 dias de iniciados los tratamientos y para
cada tratamiento a partir de las esperanzas de los cuadrados medios utilizando la

siguiente formula (Nguyen y Sleper, 1983):

2 f

h?pem= —S————
o2f+o?/r

Donde

e o°f es la variancia genética existente entre las FMH y surge de:
o’f = (CMF — CME)/r
e o2es lavariancia del error que expresa la variacion ambiental y es igual al CME

e I son las repeticiones
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4.3 Asociacion lineal

La asociacion entre dos caracteres que pueden ser directamente observados es
la correlacion de valores fenotipicos o correlacion fenotipica. Se estimaron los
coeficientes de correlacidén de Pearson utilizando Infostat. Se trata de una medida
de la magnitud de la asociacion lineal entre dos variables que no depende de las
unidades de medida de las mismas.

4.4 Analisis de componentes principales

Con los datos obtenidos, se aplicé analisis de componentes principales (ACP).
Este anadlisis se basa en la transformacion de un conjunto de variables
cuantitativas originales en otro conjunto de variables independientes no
correlacionadas, llamadas componentes principales. El objetivo de este andlisis
es poder condensar la informacion obtenida, en unas pocas componentes
principales que expliquen la mayor variabilidad posible. EI mismo se realiz6
mediante Analisis de Componentes Principales del paquete estadistico Infostat

utilizando la matriz de correlaciéon de las variables.
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RESULTADOS

En la Tabla 3 se presentan los indicadores estadisticos y p-values promedio de
todas las FMH para las variables estudiadas. La triple interaccion
(FMH*Fecha*Tratamiento) resultd significativa para las variables NR y LTP.
Existi6 interaccién entre FMH y tratamiento para las variables LR, PFA, PSA, PSR

y PST. Los indices de tolerancia fueron afectados por los tratamientos y las FMH.
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Tabla 3. Comportamiento promedio de las FMH de Lotus tenuis para todas las variables estudiadas. Media, coeficiente de variacion (C.V.), desvio estandar
(D.E.), valores minimo y méximo y p-valor para FMH, tratamiento, interaccion FMH y Tratamiento e interaccién FMH, tratamiento y Fecha.

Xjar:ilggclje) Media CV. D.E. Minimo | Maximo Trgt-(:\/rili(;;to pl-zvl\jll:—?r FMH*?'}\;?;%iento FMH*TraEa;\r;Eilleonrto*Fecha
e 712 | 2289 | 163 2,00 | 11,00
<0,0001 | <0,0001 0,0001 <0,0001
o | 1257 | 3467 | 436 1,00 | 34,00
LIE é‘iﬂ“) 15,95 | 30,37 4,84 2,00 30,50
<0,0001 | <0,0001 0,0052 0,0126
LIEEM | 181 | 3230 | 609 2,00 | 41,00
PFA(g) | 294 | 51,25 | 150 0,02 8,69 <0,0001 | <0,0001 <0,0001 :
LR(cm) | 996 | 228 | 184 250 | 14,50 <0,0001 | <0,0001 0,0007 :
PSA(g) | 052 | 5461 | 028 0,01 1,58 <0,0001 | <0,0001 <0,0001 :
PSR(g) | 015 | 7409 | 011 | 0004 | 1,23 <0,0001 | <0,0001 <0,0001 :
PST(g) | 067 | 5617 | 037 0,01 2,17 <0,0001 | <0,0001 <0,0001 :
ITPSA 068 | 67,19 | 045 0,03 3,54 <0,0001 | <0,0001 0,4117 :
TPST 064 | 6423 | 041 0,02 2,66 0,0035 <0,0001 0,4452 i

En color gris se indican los casos con diferencias significativas (p<0,05). NR: Nimero de ramificaciones; LTP: Longitud del tallo principal; PFA: Peso fresco total; LR:

Longitud de raiz; PSA: Peso seco aéreo; PST: Peso seco total; ITPSA: indice de tolerancia del peso seco aéreo; ITPST: indice de tolerancia del peso seco total. ddi:

dias desde el inicio de los tratamientos.
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1. Efectos de los tratamientos salino, inundado y salino-inundado

En la tabla 4 se observa el comportamiento promedio de todos los genotipos
evaluados en cada tratamiento para cada una de las variables. En el caso de NR
y LTP que se evaluaron en dos fechas, se observa que las plantas no detuvieron
Su crecimiento en ninguno de los tratamientos, presentando medias mayores en
la segunda fecha respecto a la primera. En la primera fecha de medicién hubo una
reduccion de NR respecto al control Unicamente en el tratamiento I. En la segunda
fecha, existi6 una disminucién en el numero de ramificaciones con respecto al
control sin diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos S, | y S-I. Para
la variable LTP, en la primera fecha, se observé una disminucion respecto al
control para los tratamientos Sy S-I, sin diferencias significativas entre si, mientras
gue no se detecto efecto del tratamiento I. En la segunda fecha no existieron
diferencias significativas entre el control y el tratamiento |, pero si existio una
reduccion de la longitud del tallo principal en los tratamientos S y S-I , siendo el
estrés salino el que generd una mayor reduccién. Las variables relacionadas con
las raices (LR y PSR) presentaron una tendencia similar entre si, reduciéndose en
las tres condiciones de estrés con respecto al control, pero mas notablemente en
los tratamientos | y S- | . Tanto en la variable PFA como PSA los cuatro
tratamientos tuvieron diferencias significativas siendo el tratamiento S el que
presentd menor peso fresco aéreo promedio, mientras que la combinacion S-I ,
mostré mayor reduccion del peso seco aéreo. Por ultimo, hubo una reduccion del
PST en condiciones de estrés respecto al control, siendo el tratamiento S-I el que
mas afectd el peso seco total, mientras los tratamientos S e | no presentaron

diferencias significativas entre si.
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Tabla 4: Efecto de los tratamientos salinos sobre las variables evaluadas en 9 FMH de Lotus tenuis. Medias + errores
estandar y porcentajes de reduccion de las variables respecto del control por efecto de la concentracion salina, inundacion y salino-

inundado.

Tratamientos

Variable (unidad) Fecha
C I S Sl

16 ddi 750+0,12C 6,69+ 0,10 D 7,18+0,12C 7,20+ 0,12 C
NR (n°)

29 ddi 14,75+ 0,35 A 12,18+ 0,30 B 11,32+ 0,28 B 11,55+0,27B

16 ddi 17,43+0,28 B 17,55+ 0,29 B 14,30+ 0,28 D 14,62 + 0,29 D
LTP (cm)

29 ddi 20,82+ 0,35 A 2197 +0,32 A 15,17+0,22C 16,94 + 0,32 B
LR (cm) 29 ddi 10,67 £ 0,13 A 9,53+0,18C 10,22 + 0,10 B 954+0,14C
PFA (9) 29 ddi 3,99+0,11 A 3,27+0,10B 2,04 +£0,04D 2,46 £0,07 C
PSA (g9) 29 ddi 0,74 +£0,02 A 0,52+0,02B 0,45+0,01C 0,38+0,01D
PSR (9) 29 ddi 0,23+0,01 A 0,11+49E-03C | 0,14+ 4,4E-03B | 0,10 +4,0E-03C
PST (9) 29 ddi 0.96 £+ 0,03 A 0,63+0,02B 0,58+0,01B 0,47+0,01C

Letras distintas entre filas y entre columnas en cada variable indican diferencias significativas (p<0,05). NR: Numero de
ramificaciones; LTP: Longitud del tallo principal; PFA: Peso fresco total; LR: Longitud de raiz; PSA: Peso seco aéreo; PST: Peso
seco total. ddi: dias desde el inicio de los tratamientos.
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2. Comportamiento de las FMH a 16 y 29 dias de iniciados los tratamientos

Se presentan los resultados del comportamiento de las 9 FMH para cada variable
per se evaluada a los 16 y 29 ddi.

2.1 Caracteres relacionados con la estructura de planta

Las variables NR, LTP, y LR estan relacionadas a la estructura de la planta y su
habilidad de establecimiento.

2.1.1 Nimero de ramificaciones

En la primera fecha de evaluaciéon (Figura 5), las FMH 1, 2 y 10 no presentaron
diferencias significativas entre ellas ni entre los tratamientos. Lo mismo ocurrio
con las FMH 3y 5 pero estas presentaron menores NR en todos los tratamientos
gue las tres FMH mencionadas con anterioridad. Las familias 8 y 11 mostraron

una reduccion del NR en condiciones de estrés respecto al control.

En la segunda fecha (Figura 6), las FMH 1 y 2 resultaron las de mayor NR, sin
presentar diferencias entre si, y siendo las de mayor niumero de ramificaciones en
las tres condiciones de estrés, a pesar de presentar reduccion respecto al control.
Las FMH 7, 8, 10y 11 presentaron una reducciéon del NR en condiciones de estrés
respecto al control en esta fecha y medias inferiores a las FMH 1 y 2, excepto el
control de la familia 7 que no presentd diferencias con las familias antes
mencionadas. Las familias 3 y 13 no presentaron diferencias entre los
tratamientos y la familia 5 presentd menor NR en el tratamiento salino. Ademas
estas tres FMH presentaron menor numero de ramificaciones que las demas en

el control.
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Figura 5. Nimero de ramificaciones promedio de las 9 FMH de L. tenuis a los 16 ddi para cada
tratamiento. Las barras verticales representan a las medias + E.E. C: Control; I: Inundado; S: Salino; SI:
Salino-Inundado. Letras distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segln el test de
comparaciones multiples DGC.
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Figura 6. Nimero de ramificaciones promedio de las 9 FMH de L. tenuis a los 29 ddi para cada
tratamiento. Las barras verticales representan a las medias + E.E. C: Control; I: Inundado; S: Salino; SI:
Salino-Inundado. Letras distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segun el test de
comparaciones multiples DGC.
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2.1.2 Longitud del tallo principal

En la primera fecha de evaluacién (Figura 7), la mayor parte de las familias no
presentd diferencias entre el control y el tratamiento de I. La familia 13 fue la que
mayor longitud presentd en esa condicion. Las FMH 8, 10, 11 y 13 presentaron
mayor LTP que las demas en el tratamiento S-1. Se puede observar que las FMH
3 y 5 fueron las de menor longitud en todos los tratamientos, con una media
significativamente mayor en el tratamiento de | que en los demas. Esta tendencia
se acentla en la segunda fecha de evaluacion (Figura 8), en la que estas familias
mantuvieron una baja longitud. En esta fecha, la FMH 13 fue la de mayor longitud
en el tratamiento | y en el S-1, mientras que, en el tratamiento S, todas las familias,

excepto la 3y la 5, presentaron medias similares para la variable.

16 ddi
30,0 4
25,0 1 B B
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. cc 2 e CC Lc
c mC
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Figura 7. Longitud del tallo principal promedio de las 9 FMH de L. tenuis a los 16 ddi para cada
tratamiento. Las barras verticales representan a las medias + E.E. C: Control; I: Inundado; S: Salino; Sl:
Salino-Inundado. Letras distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segun el test de
comparaciones multiples DGC.
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Figura 8. Longitud del tallo principal promedio de las 9 FMH a de L. tenuis los 29 ddi para cada
tratamiento. Las barras verticales representan a las medias + E.E. C: Control; I: Inundado; S: Salino; SI:
Salino-Inundado. Letras distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segun el test de
comparaciones mltiples DGC.

2.1.3 Longitud de raiz

La familia 1 tuvo una longitud de raiz significativamente mayor bajo el tratamiento
S, con diferencias notables respecto a los demas tratamientos (Figura 9). Las
familias 2, 3 y 5 no tuvieron diferencias entre el control y el tratamiento de S,
mientras que en los tratamientos de |y S-I presentaron menor longitud de raiz. Es
destacable que la familia 2 presentdé mayor longitud que las demas en el
tratamiento S, sin diferencias significativas respecto al control. Las familias 7, 10
y 11 presentaron medias similares para la variable en todos los tratamientos, sin
diferencias entre ellos. Las familias 8 y 13, tuvieron diferencias en los tratamientos
de S, | y S-1 comparacién con el control, pero no se observaron diferencias

significativas entre los mismos.
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Figura 9. Longitud raiz promedio de las 9 FMH de L. tenuis a los 29 ddi para cada tratamiento. Las
barras verticales representan a las medias + E.E. C: Control; S: Salino; I: Inundado; Sl: Salino-Inundado.

Letras distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segun el test de comparaciones
multiples DGC.

c
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2.2 Caracteres relacionados con la produccién de biomasa

Las variables PFA, PSA, PSR y PST estan relacionadas con la produccion de
materia seca de la planta y resultan de importancia en la productividad de L.

tenuis.
2.2.1 Peso fresco aéreo

La mayor parte de las FMH presentaron mayor PFA en el control que en los demas
tratamientos y se vieron mas afectadas en los tratamientos Sy S-1 que en el de |
(Figura 10). Las tres excepciones son las FMH que menor peso fresco
presentaron en el control. De ellas, la FMH 13 no presentd diferencias entre el
control y el tratamiento |, pero si con el Sy el S-I. Las FMH 3 y 5 presentaron un
peso fresco en el control inferior a los de todos los tratamientos de las demas
familias, sin diferencias con los tratamientos S y S-l y con un PFA
significativamente superior en el tratamiento I. Las familias 1 y 2 presentaron
mayor PFA en el tratamiento combinado que las demés. No existieron diferencias
entre FMH en los tratamientos | y S, a excepcién de la 3 y la 5 que como ya se

menciono presentaron PFA inferior en todos los casos.
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Figura 10. Peso fresco aéreo de las 9 FMH de L. tenuis a los 29 ddi para cada tratamiento. Las barras
verticales representan a las medias + E.E. C: Control; S: Salino; I: Inundado; SlI: Salino-Inundado. Letras
distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segln el test de comparaciones miltiples DGC.

2.2.2 Peso seco aéreo

En todas las familias excepto en la 3 y la 5 existi6 una reduccién del PSA en

condiciones de estrés respecto al control (Figura 11). En las FMH 8 y 13 el

tratamiento de S-l presentd menor peso seco aéreo que los otros dos y que el

mismo tratamiento en las demas FMH. La FMH 1 se destaco en el tratamiento |.

Para esta variable también las medias del control de las FMH 3 y 5 resultaron

bajas, y el tratamiento mas destacado para ellas fue el de I.
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Figura 11. Peso seco aéreo de las 9 FMH de L. tenuis a los 29 ddi para cada tratamiento. Las barras
verticales representan a las medias = E.E. C: Control; S: Salino; I: Inundado; Sl: Salino-Inundado. Letras
distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segln el test de comparaciones miltiples DGC.

2.2.3 Peso seco de raiz

Las familias 2, 7 y 11 presentaron mayor peso seco de raiz que las demas en el
control (Figura 12). Todas ellas presentaron diferencias entre el control y las
condiciones de estrés. En el caso de la familia 2, presentdé mayor PSR en el
tratamiento S que en los otros dos tratamientos, mientras las familias 7y 11 no
presentaron diferencias entre los tres tratamientos de estrés. La FMH 8 tampoco
presenté diferencias entre dichos tratamientos. Las familias 3 y 5 fueron las de
menor PSR en todos los tratamientos, sin presentar diferencias significativas entre
ellos. Las familias 1 y 10 no mostraron diferencias significativas entre el
tratamiento S y el control, pero presentaron una reduccion del peso de raiz en los
otros dos tratamientos. Por ultimo, el tratamiento que mas afecté a la FMH 13 en
cuanto al peso seco de raiz fue el de S-1, en el que no presento diferencias con

las familias 3 y 5.
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Figura 12. Peso seco raiz de las 9 FMH de L. tenuis a los 29 ddi para cada tratamiento. Las barras
verticales representan a las medias + E.E. C: Control; S: Salino; I: Inundado; SlI: Salino-Inundado. Letras
distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segln el test de comparaciones miltiples DGC.

2.2.4 Peso seco total

Todas las familias excepto la 3 y la 5 presentaron una reduccion significativa del

peso seco total en condiciones de estrés respecto al control (Figura 13). Las

familias 1, 2, 7, 8, 10 y 11 no presentaron diferencias entre los tratamientos de S,

|y S-I. Las familias 3 y 5 tuvieron bajo PST con respecto a las demas FMH, aunque

el tratamiento de | presentdé mayor PST incluso que el control. Sin considerar a las

familias 3 y 5, la familia 13 presentd menor PST bajo la condicion de salinidad e

inundacién que las demas.
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Figura 13. Peso seco total de las 9 FMH de L. tenuis a los 29 ddi para cada tratamiento. Las barras
verticales representan a las medias + E.E. C: Control; S: Salino; I: Inundado; Sl: Salino-Inundado. Letras
distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segln el test de comparaciones miltiples DGC.

3. Indices de tolerancia

Se presentan los resultados obtenidos a partir de la estimacién de los indices de
tolerancia para PSA y PST a los 29 ddi. En estas variables no existi6 interaccion

familia*tratamiento (Tabla 3).
3.1 indice de tolerancia del peso seco aéreo

Para el ITPSA, se observaron diferencias entre las familias (Figura 14). Las
familias 2, 7, 8, 10y 11 fueron las de menor tolerancia, aunque no hubo diferencias
significativas entre ellas. Al contrario, las familias 3 y 5 fueron las de mayor
tolerancia. Por otro lado, las familias 1 y 13, fueron de tolerancia intermedia con

respecto a las otras FMH.
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Figura 14. indice de tolerancia del peso seco aéreo de las 9 FMH de L. tenuis. Las barras verticales
representan a las medias * E.E. Letras distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segun
el test de comparaciones multiples DGC.

3.2 Iindice de tolerancia del peso seco total

Para el ITPST, se observaron diferencias significativas entre las FMH (Figura 15).
Las familias 2, 7, 8 y 11 presentaron un comportamiento similar sin diferencias,
con un ITPST bajo. Las familias, 1, 10 y 13 tuvieron un indice de tolerancia
intermedio, sin diferencias entre ellas. Por ultimo, las familias 3 y 5 presentaron el

mayor indice de tolerancia.
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Figura 15. indice de tolerancia del peso seco total de las 9 FMH de L. tenuis. Las barras verticales
representan a las medias * E.E. Letras distintas indican diferencias significativas entre FMH (p<0,05) segun
el test de comparaciones multiples DGC.

4. Relacion entre productividad y tolerancia

Se construyeron graficos de dispersion para identificar familias con alta
productividad en etapa juvenil y buena tolerancia. En el tratamiento |, puede
observarse que las FMH 1 y 13 superan la media tanto para PSA como para
ITPSA ubicandose en el cuadrante superior derecho (Figura 16). Mientras que las
FMH 11 y 8 pueden considerarse de baja productividad y tolerancia a la

inundacion.
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Figura 16. Identificacion de FMH promisorias de L. tenuis segln su tolerancia a la inundacién y la
produccion de materia seca. PSA: peso seco aéreo; ITPSA: indice de tolerancia del peso seco aéreo.
Las lineas vertical y horizontal corresponden alas medias de ITPSA y PSA.

En la figura 17 puede considerarse a las familias 1 y 13 como propicias para
combinar tolerancia a la salinidad y productividad superior a la media en el
tratamiento S, mientras que las familias 11 y 8 fueron de baja tolerancia y

productividad.
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Figura 17. Identificaciéon de FMH promisorias de L. tenuis segun su tolerancia a la salinidad y la
produccion de materia seca. PSA: peso seco aéreo; ITPSA: indice de tolerancia del peso seco aéreo.
Las lineas vertical y horizontal corresponden alas medias de ITPSA y PSA.

En el tratamiento combinado de salinidad e inundacion, las familias 1, 2, 7, 10 y
11 presentaron PSA superior a la media (Figura 18), pero solo la familia 1 se ubico
en el cuadrante superior derecho. La familia 13, que presentd una alta
productividad y tolerancia en los tratamientos individuales, presentd baja
productividad y tolerancia cuando ambos tratamientos se combinaron. La familia

8 también tuvo baja productividad y tolerancia en esta combinacion.
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Figura 18. Identificacion de FMH promisorias de L. tenuis segln su tolerancia a la salinidad-
inundacion y la produccidén de materia seca. PSA: peso seco aéreo; ITPSA: indice de tolerancia del
peso seco aéreo. Las lineas vertical y horizontal corresponden a las medias de ITPSA y PSA.

En las tres figuras puede observarse que las familias 3 y 5 son las de mayor
tolerancia, pero también las de menor productividad. Esta elevada tolerancia se
debid a que no presentaron diferencias entre el control y las condiciones de estrés,

e incluso en el tratamiento de inundacion su peso seco fue superior al control.
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5. Estimacion de los componentes de variancia y parametros genéticos-

Heredabilidad en sentido estricto

Para cada una de las variables estudiadas y para cada tratamiento, se detallan en
la tabla 5 los valores de los componentes de varianza, asi como también los
valores de h? en sentido estricto calculados en base al andlisis de la media familiar
(h?eme). De acuerdo con Stanfield (1971), los caracteres se consideran de
heredabilidad alta cuando ésta es mayor que 0,50, de heredabilidad media entre
0,20y 0,50 y de heredabilidad baja si es menor a 0,20. Los resultados muestran
gue para todas las variables estudiadas (NR, ALT, LR, PFA, PSA, PSRy PST) la
heredabilidad es alta para todos los tratamientos.
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Tabla 5. Estimacion de los componentes de variancia y de la heredabilidad en sentido estricto (h?) para cada variable y tratamiento.

Varia?c’z;amji\)miliar Varianz(aof;g biental Varian(zgziir:)otipica h2oye
Variable
C S I SI C S I SI C S I SI C S I SI
NR 16 ddi 6,266 7,236 5,617 4,033 1,900 1,716 1,704 1,527 7,216 8,094 6,469 4,796 0,868 0,893 0,868 0,840
NR 29 ddi 42,594 26,716 26,419 20,140 | 21,167 | 10,201 | 10,328 | 7,553 53,178 31,817 31,583 23,916 0,800 0,839 0,836 0,842
LTP 16 ddi 97,955 39,913 45,400 62,145 12,566 | 9,787 | 15,864 | 11,406 104,238 44,806 53,332 67,848 0,939 0,890 0,851 0,915
LTP 29 ddi 187,508 51,958 43,248 72,564 | 23,730 | 9,917 | 22,632 | 14,783 199,373 56,916 54,564 79,955 0,940 0,912 0,792 0,907
PFA 13,754 1,751 1,976 2,531 1,544 0,286 1,406 0,698 14,526 1,894 2,679 2,880 0,946 0,924 0,737 0,878
PSA 0,451 0,099 0,087 0,090 0,059 0,019 0,049 0,026 0,481 0,109 0,112 0,103 0,938 0,912 0,781 0,874
PSR 0,039 0,014 0,004 0,006 0,019 0,003 0,003 0,003 0,048 0,015 0,006 0,007 0,804 0,903 0,750 0,800
PST 0,788 0,191 0,131 0,145 0,116 0,033 0,067 0,039 0,846 0,207 0,164 0,164 0,931 0,920 0,796 0,881
LR 3,973 4,867 3,209 5,498 2,966 1,273 3,608 2,498 5,456 5,504 5,013 6,747 0,728 0,884 0,640 0,814

NR: Numero de ramificaciones; LTP: Longitud del tallo principal; PFA: Peso fresco total; LR: Longitud de raiz; PSA: Peso seco aéreo; PST: Peso seco total; ITPSA: indice de tolerancia del peso
seco aéreo; ITPST: indice de tolerancia del peso seco total. ddi: dias desde el inicio de los tratamientos. C: Control; S: tratamiento salino; I: tratamiento de inundacion; Sl: tratamiento salino-
inundado.
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6. Correlaciones fenotipicas

Las correlaciones fenotipicas de Pearson entre caracteres fueron significativas
(p<0,05) y positivas, excepto entre el nimero de ramificaciones y la longitud de
raiz, que no presentaron correlacion. En la tabla 6 se observa una alta correlacion
entre PFA PSA y PST con LTP a los 29 ddi y entre PFA y NR a los 29 ddi. Las
variables de produccién de materia seca se encuentran altamente correlacionadas

entre si.

Tabla 6. Coeficiente de Correlacién de Pearson entre las variables evaluadas. Se indican los coeficientes de
Correlacion de Pearson que resultaron significativos. En gris se observan las correlaciones mayores a 0,70.

NR16ddi | NR29ddi | LTP 16 ddi | LTP 29 ddi PFA PSA PSR PST
NR 29 ddi 0,70
LTP 16 ddi 0,39 0,37
LTP 29 ddi 0,35 0,41 0,92
PFA 0,57 0,71 0,70 0,75
PSA 0,60 0,69 0,72 0,74 0,93
PSR 0,50 0,57 0,52 0,52 0,69 0,75
PST 0,61 0,69 0,70 0,72 0,91 0,98 0,87
LR 0,39 0,38 0,37 0,43 0,43 0,45

NR: Numero de ramificaciones; LTP: Longitud del tallo principal; PFA: Peso fresco total; LR: Longitud de raiz; PSA: Peso
seco aéreo; PST: Peso seco total; ITPSA: indice de tolerancia del peso seco aéreo; ddi: dias desde el inicio de los
tratamientos.

7. Analisis de Componentes Principales

Con el fin de sintetizar y agrupar toda la informacion previamente analizada, se
realiz6 un analisis de componentes principales (ACP) para todos los caracteres
evaluados, a excepcion de los indices de tolerancia (IT). La mayor parte de la
variabilidad esta explicada por la CP 1 (76,2 %) y todas las variables contribuyen
positivamente a la misma (Tabla 7). La CP 2 explica el 9,9 % de la variabilidad y

las variables que mas contribuyen a la misma son LTP (positivamente) y NR
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(negativamente) en las dos fechas. La CP 1 separa a las familias en el control
respecto de las condiciones de estrés ubicandolas a la derecha del gréafico por
presentar mayores valores para las variables analizadas (Figura 19).

Como ya se mencion6 al analizar cada variable en forma individual, las familias 3
y 5 presentaron bajo crecimiento en todos los tratamientos, incluso en el control,
y el tratamiento en el que presentaron mayores medias fue en el de inundacion,
es por eso que se ubican a la izquierda. No se ve un agrupamiento claro por
condicién de estrés, aunque las familias sometidas a inundacion se ubican hacia

arriba, en relacion a las variables relacionadas con la longitud del tallo.

Tabla 7. Autovectores (e) correspondientes ala CP1 (el) y ala CP2 (e2) paralas variables incluidas

en el andlisis de componentes principales.

Variables el e2
NR 16 ddi 0,285 -0,486
LTP 29 ddi 0,323 0,513
NR 16 ddi 0,327 -0,429
LTP 29 ddi 0,328 0,509
PFA 0,359 0,052
LR 0,264 0,103
PSA 0,376 -0,015
PSR 0,346 -0,202
PST 0,375 -0,063

En negrita se indican los autovectores de las variables que mas aportan a los ejes. NR: NUmero de
ramificaciones; LTP: Longitud del tallo principal; PFA: Peso fresco total; LR: Longitud de raiz; PSA:
Peso seco aéreo; PST: Peso seco total; ITPSA: indice de tolerancia del peso seco aéreo; ddi: dias
desde el inicio de los tratamientos.
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Figura 19. Andlisis de componentes principales de las variables per se utilizando como criterios de clasificacion las FMH de L. tenuis y los tratamientos. NR: Nimero de

ramificaciones; LTP: Longitud del tallo principal; PFA: Peso fresco total; LR: Longitud de raiz; PSA: Peso seco aéreo; PST: Peso seco total; ITPSA: indice de tolerancia

del peso seco aéreo. C: Control; S: tratamiento salino; I: tratamiento de inundacion; Sl: tratamiento salino-inundado.
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DISCUSION

La salinidad del suelo es uno de los principales factores que afecta a la produccion
agricola, limitando el crecimiento, el rendimiento y la calidad de los cultivos
(Ashraf, 2009; FAO, s. f.; Munns & Gilliham, 2015; Yamaguchi & Blumwald, 2005).
A su vez, las inundaciones afectan el establecimiento de las leguminosas
forrajeras y, por lo tanto, la produccion del forraje (Radovi¢, Sokolovi¢ &
Markovic, 2009; Striker & Colmer, 2017). L. tenuis es una de las especies de
leguminosas forrajeras mas tolerantes a las condiciones restrictivas de la Pampa
Inundable (Striker et al., 2005). En este trabajo, se estudié el comportamiento de
9 FMH de L. tenuis en respuesta a la salinidad, inundacion y la combinacion de
ambas condiciones durante la fase juvenil, evaluando caracteristicas relacionadas
con la estructura y produccion de biomasa, con el objetivo de identificar y

seleccionar germoplasma tolerante a estas condiciones.

Todos los individuos sobrevivieron a los tratamientos, lo cual indica la notable
tolerancia de la especie a la salinidad y la inundacion, reportada por numerosos
estudios previos (Affinito, 2020; Antonelli, 2010; Mendoza et al., 2005; Pesqueira,
2008; Striker et al., 2005; Striker, 2012b). Sin embargo, se observaron diferencias
entre los tratamientos, lo que llevé a que la salinidad, inundacion y la combinacion
de ambos no tuviera el mismo impacto en las plantas. Las tres condiciones de
estrés afectaron las variables de crecimiento evaluadas con excepcion de la
longitud del tallo principal promedio, que en el tratamiento de inundacién no
presenté diferencias significativas con el control, e incluso en algunas FMH fue
mayor en el tratamiento inundacion. Esto evidencia la existencia de una
adaptaciéon a nivel morfolégico mediante la elongacion de los 6rganos aéreos,
incrementando asi el area foliar por encima del nivel del agua (Striker, 2012b). Las
plantas inundadas de especies tolerantes suelen ser mas altas que sus
contrapartes no inundadas como resultado de aumentos en los angulos de
insercidn y la longitud de sus érganos aéreos. Esta respuesta facilita la fotosintesis
y captacion de oxigeno en los 6rganos aéreos, y se corresponde con lo hallado
en otras investigaciones sobre la especie en estudio (Di Bella et al., 2020). Por

otra parte, los tratamientos con NaCl (salinidad y la combinacion de salinidad e
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inundacion) generaron una disminucion significativa de la longitud del tallo
principal. En condiciones salinas se produce una reduccion de la capacidad de la
planta para absorber agua debido a la disminucion progresiva de la diferencia de
potencial hidrico entre el medio salino y el citosol y al cierre de los estomas para
limitar esta pérdida. Con las vias de entrada de agua a la planta afectadas por la
salinidad, las células pierden turgencia, disminuyendo su tasa de elongacion, lo
cual afecta su crecimiento y funcion (Fricke & Peters, 2002; Passioura & Munns,
2000; Taiz & Zeiger, 2002; Yeo et al., 1991). En este trabajo, esta situacion se
pudo observar para todas las variables evaluadas en condiciones salinas.

A su vez, la inundacion del suelo no solo afecta a las raices, sino que también
altera la morfologia de los brotes debido a la estrecha interdependencia funcional
entre ambos (Striker, 2012b). Todas las variables excepto LTP presentaron
valores promedio inferiores al control en el tratamiento inundacion. Es destacable
gue el tratamiento mixto salinidad/inundacion presentdé mayores LTP y PFA que
cuando el estrés estuvo provocado Unicamente por la salinidad. Esto mostraria
gue la inundacion podria tener un efecto atenuante sobre el estrés salino en la
especie y coincide con lo reportado por Antonelli (2010). Sin embargo, en este
trabajo no se observo la misma situacion al evaluar el peso seco aéreo y total, a
pesar de que PFA esta altamente correlacionado con PSA 'y PST. Es posible que
el mayor PFA en el tratamiento combinado se debiera a una mayor hidratacion y
turgencia de los tejidos debido a la inundacién, y no a un mayor peso de materia

Seca.

Es de importancia analizar las diferentes asociaciones fenotipicas entre los
caracteres evaluados en etapa juvenil, ya que se encuentran asociados con la
capacidad de establecimiento de la especie. Segun Busqué et al. (2007), la
densidad de tallos junto 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 altas entre el numero de ramificaciones a los 29 dias con el peso
fresco y seco aéreo y el peso seco total. Franco (2014), Franco Elisei (2018) y
Affinito (2014) en trabajos realizados con FMH derivadas de las mismas

poblaciones que las FMH de este estudio, habian encontrado correlacion positiva
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y significativa entre el vigor de crecimiento inicial y el nUmero de tallos vegetativos,
lo cual también coincide con lo hallado por otros autores (Mujica & Rumi, 1998;
Busqué et al., 1999; Ixtaina & Mujica, 2010). Ixtaina y Mujica (2010) también
hallaron una correlacion significativa entre el nimero de tallos vegetativos y el
peso seco aéreo en L. tenuis, lo que los llevé a considerar que el nimero de tallos
podria utilizarse como carécter confiable para la seleccién indirecta del
rendimiento de materia seca, ademas de que resulta un rasgo importante en la
determinacién de la ocupacion inicial del tapiz y la habilidad competitiva de las
plantulas. En cuanto a la longitud del tallo principal, también presenté asociacion
con la produccion de materia seca en las dos fechas de evaluacion de la variable,
aunque la alta asociacion a los 16 ddi es destacable ya que podria permitir

también la seleccion indirecta temprana.

El andlisis de componentes principales muestra también la asociacion existente
entre todas las variables consideradas en este estudio, ya que todas presentan
autovectores positivos en la primera componente principal, que es la que explica
el 76,2 % de la variabilidad. La segunda componente principal mostraria que la
longitud y el numero de tallos podrian tener una asociacion negativa, pero la
misma explica solo el 9,9 % de la variabilidad. Podria pensarse que, en
condiciones de inundacién, en las que las plantas priorizan la supervivencia a
partir de la elongacion, se daria antagonismo entre estas dos variables, sin
embargo, en este estudio la correlacion entre estos caracteres resulté significativa
y positiva incluso al considerar unicamente los datos del tratamiento | (resultados

no presentados).

Las variables relacionadas con la raiz (longitud y peso seco), disminuyeron para
los tres tratamientos respecto al control, pero esta reduccion fue mas marcada en
inundacién e inundacion con salinidad. En especies tolerantes a la inundacion, se
ha reportado una reduccion en la biomasa de las raices en condiciones de exceso
hidrico mientras se favorece el desarrollo de la parte aérea lo que lleva a un
aumento en la relacion vastago/raiz para facilitar las tasas de transpiracion (citas

contenidas en Garcia & Mendoza, 2014).
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Diversos estudios muestran que la variabilidad genética presente en forrajeras
ofrece la posibilidad de desarrollar genotipos con mayor nivel de tolerancia a
estrés (Francois, 1988, Lauchi & Epstein, 1984, Smith et al., 1981). Al comparar
el comportamiento de las 9 FMH de L. tenuis se encontrd variabilidad fenotipica
entre las mismas bajo las condiciones de estudio para los parametros de
crecimiento evaluados y en la tolerancia, siendo coincidente con la afirmacién de
Kirkbride (1999) de que por ser una especie albgama y presentar una importante
variabilidad morfo-fisiol6gica, puede suponerse que, durante el proceso de
naturalizacion en Argentina, se han generado genotipos y poblaciones con
diferentes niveles de tolerancia a variadas condiciones adversas. La variabilidad
entre germoplasma de la especie encontrada coincide con la reportada en
trabajos previos tanto en condiciones de salinidad (Ixtaina & Mujica, 2004;
Pesqueira, 2008; Schachtman & Kelman, 1991; Teakle et al., 2010), inundacion
(Di Bella et al., 2020), y en el estrés combinado (Teakle et al., 2006). En
evaluaciones previas del grupo de trabajo, se habia hallado variabilidad entre
FMH en condiciones salinas (Affinito, 2020; Franco, 2014; Franco Elisei, 2018).

En el presente estudio, al comparar la tolerancia a estreses a partir de los indices
ITPSA e ITPST no se encontrd interaccion entre FMH y tratamiento, pero si
existieron diferencias entre FMH. Las FMH 3 y 5 fueron las de mayor tolerancia y
las familias 2, 7, 8 y 11 las de menor tolerancia. Si bien es importante considerar
estos indices porque dan idea de la plasticidad de cada familia frente a cambios
en el ambiente, es de importancia en etapas juveniles que la familia presente
buena productividad en peso seco aéreo bajo las condiciones estudiadas ya que
esto repercute en la capacidad de establecimiento y competitividad inicial. El
estado que comprende el periodo desde que la semilla germina hasta que la
plantula esta desarrollada es considerado el mas critico dentro del ciclo de vida
de las plantas y durante la cual es mas susceptible a sufrir dafios fisicos por
factores bibticos y abiodticos, con la consecuente pérdida de individuos
(Scheneiter, 2022). La tasa de crecimiento inicial y el vigor de las plantulas de las
especies forrajeras afecta su capacidad para competir con malezas y con otras
especies de la pastura, afectando su establecimiento y la composicion de las

mezclas (Cooper, 1977). Los cultivares de una misma especie pueden diferir en
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el vigor de crecimiento inicial, por lo que es una caracteristica importante para el
mejoramiento (Beuselinck et al., 1994; Cooper, 1977), sobre todo para lograr un
establecimiento temprano en condiciones adversas del suelo (como la salinidad y
el anegamiento) que les permita mayor persistencia (Garcia & Mendoza, 2014).
Si se tiene esto en cuenta, las familias 3 y 5 no son recomendables en ningun
caso ya que fueron las de menor productividad inicial. Las familias 1 y 13 tuvieron
un buen desempefio en tratamientos individuales con salinidad e inundacion, pero
la familia 13 presenté baja productividad y tolerancia cuando se combinaron estos
tratamientos. En este sentido, en suelos con salinidad, pero sin anegamiento, asi
como en suelos anegados sin salinidad, las familias 1 y 13 serian las familias mas
propicias. En condiciones donde tanto la salinidad como el anegamiento estan
presentes simultaneamente, que es la situacion mas comun en los bajos de la
pampa hameda, la familia 1 demuestra ser conveniente, generando buena
productividad y tolerancia. Es importante destacar que, si bien los resultados
hallados en el presente estudio permiten detectar FMH promisorias, deberian
validarse en condiciones de uso de la especie, ya que en dichos ambientes
ocurren procesos biolégicos, quimicos y fisicos, que podrian modificar estos
resultados. Ademas, la tolerancia a estrés suele variar segun el estadio de
desarrollo de la planta (Shah et al., 2018), por lo que deberian evaluarse las
plantas adultas de estas familias y su persistencia. También seria interesante
evaluar la recuperacion post-inundacion, ya que se ha encontrado que las
respuestas de las plantas durante el periodo de inundacién, no siempre
concuerdan con las respuestas que muestran una vez finalizada la exposicion al
estrés (Striker, 2012a, 2012b, Parad et al., 2013). Esto se debe a que puede
ocurrir que una mala performance durante la inundacién implique que la planta
prioriza reservas y energia para un posterior periodo de recuperacion, y que post-
estrés su comportamiento sea mejor en dichas plantas que en otras con mejor

crecimiento durante el estrés (Striker, 2012b).

La heredabilidad representa una medida de la importancia relativa de la variacion
heredable respecto a la variacion fenotipica (Falconer & Mackay, 1996), y en este
trabajo se calculé en base a la media fenotipica familiar por tratamiento (Nguyen

& Sleper, 1983). Se encontré alta heredabilidad para todas las variables
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estudiadas, bajo estrés salino, inundacion y la combinacién de ambos. Franco
(2014) y Andrés & Rosso (2007) habian hallado altos valores de heredabilidad
para caracteres relacionados con el crecimiento inicial de plantulas de L. tenuis.
Estos valores podrian deberse a la presencia de una alta varianza genética aditiva
0 a unreducido efecto del ambiente. La alta varianza genética heredable resultaria
auspiciosa para futuros programas de mejoramiento de la especie, ya que estos
caracteres determinan la velocidad de crecimiento de las plantulas y con ello el
éxito de implantacion, y a su vez estan asociado a la acumulacién de materia seca
posterior (Franco, 2014).
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CONCLUSIONES

> A partir de este trabajo se acepta la hipotesis de que existe comportamiento
diferencial entre familias de medios hermanos (FMH) de Lotus tenuis frente
a la salinidad e inundacion en fase vegetativa juvenil.

> Todos los individuos sobrevivieron a los tratamientos, indicando una
notable tolerancia de la especie a la salinidad e inundacién durante, aunque
las tres condiciones de estrés afectaron los parametros de crecimiento
evaluados. En general, la estrategia de la especie frente a la sumersion
parcial seria el escape, elongando sus tallos.

> Se observo variabilidad fenotipica entre las familias en las variables de
crecimiento y en los indices de tolerancia bajo las condiciones estudiadas.
Al considerar la relacion entre la tolerancia a los estreses y la productividad,
en condiciones de salinas o en inundacion en forma individual, las familias
1 y 13 serian las mas propicias para ser seleccionadas en futuros
programas de mejoramiento. En situaciones de salinidad e inundacion en
conjunto, la familia 1 seria una opcion favorable. Estos resultados, deberian
validarse en condiciones reales de uso de la especie, en otras etapas del
desarrollo y deberia tenerse en cuenta la capacidad de recuperacion de las
FMH.

> Se encontrg alta heredabilidad para todas las variables estudiadas bajo
estrés salino, inundacion y la combinacion de ambos, lo cual es propicio

para futuros programas de mejoramiento de la especie.
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