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RESUMEN

“Variabilidad en el peso de semillas del género Trichloris (Poaceae) en Argentina y su

efecto en la respuesta al estrés hidrico y salino”

Las especies del género Trichloris son importantes gramineas nativas de alto valor forrajero
en los pastizales naturales de Argentina. Trichloris pluriflora crece en ambientes himedos
a semiaridos mientras que 7. crinita crece hasta ambientes aridos, tolerando condiciones de
salinidad. El peso de semillas es un factor condicionante en la implantacion de especies en
ambientes estresantes que caracterizan a los pastizales argentinos.

En el presente estudio se evaluo la variabilidad del peso de semillas en una coleccion de
germoplasma representativa de la distribucion del género en Argentina, y se investigo la
relacion entre el peso de semillas y el ambiente de origen de las poblaciones y su efecto en
la tolerancia a estrés abidtico durante la germinacion y crecimiento inicial.

Se cultivaron poblaciones de 7. crinita y T. pluriflora en ambiente comin y se analizo la
variabilidad observada en el peso de semillas y su relacion con el peso de semillas y
caracteristicas ecogeograficas del ambiente de origen. Se cultivaron poblaciones selectas
por peso de semillas y origen geografico en ambientes contrastantes y se evaluo el peso de
semillas. Se analiz¢ la tolerancia a estrés osmotico en la etapa germinativa asociada al peso
de semillas, y la tolerancia a salinidad en poblaciones selectas. Se evaluo el efecto del peso
de semillas en la tolerancia a estrés hidrico y salino en crecimiento inicial.

Se hall6 variabilidad intraespecifica en el peso de semillas asociada al ambiente de origen.
En T. crinita, dicha variabilidad estuvo asociada a la observada en su ambiente de origen,
presentando un claro patrén geografico de distribucion del peso de semillas. El ambiente de
cosecha condiciono el peso de semillas solo en 7. pluriflora. La tolerancia a estrés osmotico
y salino en la etapa germinativa se vio favorecida en 7. crinita por el peso de semillas,
semillas mas grandes generaron plantulas mas grandes en condiciones estresantes. Sin
embargo, en etapas posteriores, el peso de semillas ya no juega un rol importante sino que
la respuesta en dichas condiciones estresantes estd dada por caracteres ecofisiologicos
adaptativos desarrollados por las especies en su ambiente de origen y fijados
genéticamente.

PALABRAS CLAVES: Trichloris, peso de semillas, estrés hidrico, estrés salino,

adaptacion.

XIv



ABSTRACT

“Seed weight variability of the genus Trichloris (Poaceae) in Argentina and its effect

on responding to water and salt stress”.

Species of the genus Trichloris are important native forage resources in Argentinian
rangelands. 7. pluriflora grows in humid to semiarid environments whereas 7. crinita
grows also in arid and saline environments. The seed weight (SW) trait determines seedling
survival in stressful conditions, proper of Argentinian rangelands.

SW variability from a germplasm collection, representative of the distribution range of the
genus Trichloris in Argentina, was evaluated in the present study. Relationship between
SW and original environment of populations was analysed. Additionally, the SW effect on
abiotic stress tolerance during germination and later growth was evaluated.

Populations of 7. crinita and T. pluriflora were cultivated in a common garden. SW
variability at common and original environment and its correlation were analysed. Besides
correlations between SW and ecogeographical variables of original environment were
assessed. Populations selected for SW and geographical origin were cultivated in
contrasting environments and their SW variability was evaluated. Further, the effect of SW
in water and salt stress tolerance was analysed at germination and initial growth stages.

SW variability at intraspecific level was found and such variability was associated to
original environment revealing an adaptive pattern. In 7. crinita, SW variability was
correlated to SW from original environment showing a clearer geographical distribution
pattern of SW than T. pluriflora. The environment of harvest affected the SW obtained only
in T. pluriflora. The osmotic and salt stress tolerance during germination was favoured by
SW in T. crinita, heavier seeds produced bigger seedlings in stressful conditions. However,
the tolerance to drought and salinity in later stages was not associated to SW but adaptive
ecophysiological traits developed by populations in their original environment and

genetically fixed played an essential role.

KEYWORDS: Trichloris, seed weight, water stress, salt stress, adaptation.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION GENERAL




1. ANTECEDENTES Y DESCRIPCION DEL GENERO

Los ecosistemas aridos, semidridos y salinos cubren una gran superficie del planeta y de
nuestro pais (Abrol et al., 1988; Reynolds et al., 2007). Aproximadamente dos tercios del
territorio argentino estdn asociados con ecosistemas de pastizales aridos (60 %) y
semiaridos (15%) (Ferndndez & Busso, 1997), siendo el pais con la mayor cobertura de
suelos afectados por salinidad y sodicidad en Sudamérica (Abrol et al., 1988).
Adicionalmente, a esta condicion natural del territorio se ha sumado en los ultimos afios la
aceleracion de la degradacion y salinizacion de los suelos a causa de la actividad antropica
y el cambio climatico (Geist & Lambin, 2004; Reynolds et al., 2007; FAOSTAT, 2012),
por lo que la rehabilitacion y restauracion de los ecosistemas naturales han adquirido gran
relevancia desde el punto de vista productivo y ecoldgico (Maestre et al. 2001; Bradley St
Clair et al., 2013; Havens et al., 2015).

Es conocido el valor potencial de las especies vegetales nativas de ambientes aridos
(Gonzélez & Dodd, 1979; Passera et al., 1992; Blanco et al., 2005; Quiroga et al., 2009) y
salinos (Harlan, 1976; Aronson, 1985, Flowers & Flowers, 2005; Colmer et al., 2006) como
recursos genéticos para la rehabilitacion de ecosistemas degradados. Los recursos
fitogenéticos nativos son el producto de un largo proceso de seleccion natural y de
adaptacion a las variaciones propias del ambiente (Endler, 1986; Bradley St. Clair et al.,
2013). La domesticaciéon de dichas especies para su introduccion a cultivo y/o la
identificacion de genes relacionados con la tolerancia, requieren programas a largo plazo de
coleccion, conservacion y caracterizacion. Estas especies poseen mecanismos morfologicos
y fisiologicos que les permiten tolerar las adversidades de su habitat, los cuales pueden ser
fijos o plasticos (Couso & Fernandez, 2012) o, como los denomina Blum (2010),
constitutivos y en repuesta al estrés, respectivamente. Dichos mecanismos son utilizados
actualmente como criterios de seleccion en los programas de mejora vegetal para estreses
abidticos.

La identificacion de caracteres fijados evolutivamente, como el peso de semillas y la
conservacion de la variabilidad de dicho caracter asociada al ambiente, permite el
desarrollo de estrategias de manejo adaptables que pueden ayudar a reconstruir la
resiliencia de los ecosistemas y lo mas importante, identificar las poblaciones mas

adecuadas para su restauracion (Cochrane et al. 2015). Se ha hallado, en tales condiciones



estresantes, que el incremento del peso de semillas favorece la germinacion y
establecimiento de plantulas (Gross & Smith, 1991; Leishman & Westoby, 1994; Khurana
& Singh, 2000; Khan & Ungar, 2001; Daws et al., 2008; Easton & Kleindorfer, 2009). Esto
es importante en gramineas forrajeras estivales perennes, ya que la mayoria poseen semillas
pequenias. Por esto, el tamafio de semillas es un criterio de seleccion importante en
programas de mejoramiento de especies forrajeras (Casler & Van Santen, 2010).

Trichloris (Poaceae, Chloridoideae) es un género americano, representado por solo dos
especies: T. crinita (Lag.) Parodi y T. pluriflora E. Fourn (Peterson, 2001). En el continente
americano presentan una distribucion disyunta, hallandoselas en Norteamérica en el sur de
Estados Unidos y norte de México y luego en Sudamérica desde Ecuador hasta Argentina
(Lloyd-Reilley, 2011; Lloyd-Reilley & Kadin, 2011; Rugolo & Molina, 2012). En
Argentina se distribuyen ampliamente desde las provincias de Neuquén y Rio Negro hasta
Salta (Zuloaga et al., 1994; Molina, 2006; Rugolo & Molina, 2012). Trichloris crinita es
frecuente en ambientes semiaridos correspondientes a las provincias fitogeograficas del
Monte (Roig, 1971; Covas, 1978; Cabrera, 1994) y Chaquefia, en particular en el Distrito
Occidental o Chaco Seco (Ragonese, 1956). T. pluriflora, en cambio, se la encuentra
solamente en toda la provincia fitogeografica Chaquefia, en ambientes con alta
disponibilidad de luz, en bosques abiertos (Morello & Saravia Toledo, 1959; Bordén,
1981). Ambas especies son perennes, de ciclo primavero-estival, pastos C4 (Parodi, 1919),
valoradas como forrajeras (Bragadin, 1959; Diaz, 1965a y b; Wainstein & Gonzélez, 1971;
Kunst et al., 1986, 1987, 1995, Rugolo & Molina, 2012). Sin embargo, en términos
generales, 7. crinita ha sido mas estudiada que 7. pluriflora, 1o que podria deberse a que la
primera tolera ambientes mas extremos, y a que ha sido sefialada como una especie
tolerante a defoliacion, sequia y salinidad (Cavagnaro & Dalmasso, 1983; Aronson, 1989;
Lloyd-Reilley & Kadin, 2011; Greco & Cavagnaro, 2002). Por lo mencionado, se considera
que T. crinita es una especie halofita, ya que estd adaptada a crecer en ambientes salinos,
mientras que 7. pluriflora es considerada glicofita (Greenway & Munns, 1980; Flowers et
al, 1986).

Ambas especies del género Trichloris son preferentemente autdogamas (Gutiérrez et al.,
2016). La principal diferencia morfoldgica que separa a las especies es el numero de

antecios fértiles por espiguilla. Trichloris crinita posee el antecio inferior hermafrodita,



fructifero y 1-2 antecios superiores estériles, mientras que 7. pluriflora posee 2-4 antecios
inferiores hermafroditas y fructiferos y 1-3 antecios superiores estériles. Si bien el tamafio
de las semillas de ambas especies varia, las de 7. crinita alcanzan 1,5-2 mm de largo,
mientras que las de 7. pluriflora son algo mayores, de 2-2,5 mm de largo. Para esta ultima
especie se ha reconocido, ademds de la forma tipo (7. pluriflora f. pluriflora), la forma
macra (T. pluriflora f. macra Hack.), endémica de la provincia de Cérdoba, la que se
diferencia por presentar solo 2 antecios fructiferos en vez de los 3 0 4 que presenta la forma
tipo (Rugolo y Molina, 2012).

Otra caracteristica morfoldgica que permite diferenciar ambas especies esta relacionada con
la arista que presenta la lemma, en particular de los antecios basales. En este género, la
lemma es 3-aristada lo que permite diferenciarlo, entre otros caracteres, del género Chloris
cuya lemma posee 1 arista. En 7. crinita las aristas laterales son iguales o brevemente
menores que la central, mientras que en 7. pluriflora las aristas laterales son notablemente
menores que la central. En ambas especies, la inflorescencia esta formada por racimos
espiciformes fasciculados en varios verticilos sobre un eje abreviado. Por otra parte, las
especies se diferencian por sus portes, tallos y hojas. Trichloris crinita puede alcanzar 30-
80 cm de altura, sus tallos son erectos, comprimidos, con rizomas cortos y estolones; las
vainas de sus hojas son aquilladas y poseen pelos cerca de la ligula o en toda su superficie;
sus laminas son de 15-25 cm de largo por 2-10 mm de ancho, y poseen pelos en ambas
caras, siendo abundantes en algunos casos. Trichloris pluriflora son plantas mas robustas,
pudiendo alcanzar hasta 1.5 m de altura, sus tallos son erectos, cilindricos, a menudo
ramificados en los nudos; las vainas de sus hojas son redondeadas en su dorso, pudiendo
ser glabras o escabrosas; sus ldminas de 10-30 cm de largo por 5 a 12 mm de ancho, con
pelos solo en la cara adaxial, cerca de la ligula (Molina, 2006; Rugolo & Molina, 2012)
(Figura 1).

Ambas especies son poliploides y poseen el mismo niimero cromosémico basico (n=x=10)
(Fedorov, 1969), caracteristico de algunas especies de Chloridoideas (Roodt & Spies,
2003), pero difieren en el nivel de ploidia. 7. crinita es una especie tetraploide (2n=4x=40)

mientras que 7. pluriflora es hexaploide (2n=6x=60) (Fedorov, 1969).



Figura 1: Morfologia de Trichloris crinita (Lag.) Parodi y T. pluriflora E. Fourn. Trichloris crinita: A, antecios de la espiguilla; B, cariopsis; C,

planta. T. pluriflora: D, espiguilla con sus antecios; E, cariopsis; F, macolla de la planta. Adaptado de Molina (2006) y Rugolo y Molina (2012).



En el Banco de Germoplasma de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional del Litoral (FCA-UNL), se conservan 54 poblaciones de 7. crinita y 29 de T.
pluriflora colectadas en ambientes aridos, semiaridos y hiimedos de Argentina, la mayor
parte de las cuales se estudian en la presente Tesis. Con la finalidad de lograr una mejora
significativa de la representatividad ecogeografica de la coleccion de Trichloris del Banco
de Germoplasma de la FCA-UNL, se implementé una estrategia de colecta basada en la
utilizacion de mapas de caracterizacion ecogeografica del territorio (ELC), segin la
metodologia propuesta por Parra-Quijano et al. (2012 b). Zabala et al. (2011 b) han
encontrado, en algunas poblaciones de ambas especies, una significativa variacion en el
peso de semillas. Sin embargo, no existen estudios sobre la variacion en el peso de semillas
de ambas especies abarcando toda el area de distribucion en Argentina, ni su efecto sobre la

respuesta al estrés hidrico o salino.

2. HIPOTESIS GENERALES
- Existe variacion inter e intraespecifica en el género Trichloris para el peso de semillas.
- La variacion en el peso de semillas en el género Trichloris esta relacionada con la

respuesta al estrés hidrico y salino.

3. OBJETIVOS GENERALES

- Analizar la variacion para el peso de semillas en el género Trichloris en Argentina, entre
especies y entre poblaciones dentro de las especies.

- Evaluar el efecto de la variacion en el peso de semillas en poblaciones argentinas del

género Trichloris en relacion con su respuesta al estrés hidrico y salino.

4. LUGAR DE TRABAJO Y FUENTES DE FINANCIAMIENTO

El presente trabajo se llevo a cabo en las instalaciones de la Facultad de Ciencias Agrarias
(UNL), correspondientes al Campo Experimental Juan Donnet (Esperanza, latitud -
31.4424, longitud -60.9410) y al Laboratorio de Biologia Aplicada y Biotecnologia. El plan
propuesto se desarrolld en el marco de: a) Proyecto CAI+D-UNL convocatoria 2009:
“Coleccion y caracterizacion agrondmica de germoplasma de los géneros Trichloris y

Sporobolus”, b) Proyecto CAI+D-UNL convocatoria 2011: “Estudios en gramineas nativas



con potencial forrajero para zonas semiaridas y de suelos salinos, ¢) PIP CONICET
convocatoria 2012-2014: “Estudios agrondémicos en Trichloris crinita y Trichloris
pluriflora que permitan la identificacion de materiales para su domesticacion e introduccion
a cultivo”, d) Programa de Interés Institucional de la UNL sobre Documentacion,

Conservacion y Valoracion de la Flora Nativa.



CAPITULO 11

VARIACION INTER E INTRA ESPECIFICA EN EL PESO DE
SEMILLAS EN EL GENERO TRICHLORIS




1. INTRODUCCION

La adaptacion vegetal puede ser definida como el grado en que un individuo o poblacién es
capaz de sobrevivir y reproducirse en un ambiente determinado con una inica combinacion
de estreses bioticos y abidticos (Allard, 1988; Pérez de la Vega, 1996), y se la considera un
factor importante en el mantenimiento del polimorfismo genético (Korona, 1996). Es
conocido que el peso de semillas es un caracter relevante en el proceso adaptativo que
interviene en el fitness de un individuo o poblacidon bajo ciertas condiciones ambientales
(Cohen, 1966; Venable & Brown, 1988). El peso de semillas, dormicion y dispersion son
rasgos que han permitido a las plantas adaptarse a ambientes temporal y espacialmente
heterogéneos (Venable, 2007). Numerosos estudios, desde diferentes enfoques, han sido
llevados a cabo para comprender como el peso de semilla afecta distintos aspectos de la
ecologia vegetal (Leishmann et al., 2000; Moles et al., 2005). A pesar que en condiciones
experimentales existe una correlacion positiva entre tamafio de semilla y tolerancia a
diversos estreses ambientales, la variacion en poblaciones naturales para el tamafio de las
semillas en relacion con el estrés abiodtico en el ambiente de origen depende de la especie
analizada (Baker, 1972; Guo et al., 2000; Leishman et al., 2000). Es conocida la estrategia
de algunas especies de producir semillas mas pesadas para soportar el estrés abidtico, ya
que estas poseen mas reservas metabolicas en endosperma y embrion lo que da lugar a
plantulas mas grandes que afrontan mejor las adversidades en etapas tempranas del
establecimiento (Leishman et al., 2000; Westoby et al., 2002; Rodriguez-Pérez & Traveset,
2007; Metz et al., 2010).

El peso de semillas varia enormemente entre especies (Westoby et al., 1992; Moles et al.,
2005), dentro de la especie (Cochrane et al., 2015) e incluso en la misma planta (Michaels
et al.,, 1988), y se considera que esta variabilidad refleja la adaptacion de las plantas y
poblaciones a diferentes condiciones ambientales (Westoby et al., 1992), con consecuencias
en la germinacion, crecimiento, supervivencia y capacidad de competencia (Susko &
Lovett-Doust, 2000; Violle et al., 2009).

Si bien el peso de semilla ha sido historicamente relacionado a la adaptacion vegetal, su uso
generalizado ha sido cuestionado (Silvertown, 1989). Sin embargo, la diferenciacion

genética documentada para el peso de semillas enfatiza la posibilidad de que dicho caracter


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1439179112000643#bib0200
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1439179112000643#bib0200
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1439179112000643#bib0215

sea adaptativo, ya que dicha variabilidad esta asociada a la adaptacion local en respuesta al
ambiente (Silvertown, 1989; Metz et al., 2010; Nicotra et al., 2010).

El efecto materno, resultante tanto del ambiente como del genotipo de los progenitores,
condiciona la expresion de los rasgos de la planta madre en la descendencia (Roach &
Wulff, 1987; Donohue & Schmitt, 1998). Hay abundante evidencia de variacion genética
en especies vegetales por efecto materno (interaccion genotipo materno- ambiente materno)
(Donohue & Schmitt, 1998), que podria proporcionar la plasticidad adaptativa a través de
generaciones (Mousseau & Fox, 1998). Las diferencias ambientales en una escala espacial
suficientemente grande, proporcionan las condiciones adecuadas para la evolucion de
efectos maternos que dan lugar a la adaptacion fenotipica (Galloway, 2005). Varios
estudios sugieren que los efectos maternos sirven como una fuente de adaptacion fenotipica
a los ambientes locales (Donohue & Schmitt, 1998; Hangelbroek et al., 2003; Galloway,
2005). Por lo tanto, si existe un efecto materno adaptativo, con base genética en
poblaciones naturales, los estudios en jardin comun podrian detectar una diferenciacion
genética aparente debido a las diferencias ambientales experimentadas por las poblaciones
naturales originales (Baskin & Baskin, 1973; Roach & Wulff, 1987), como respuesta
evolutiva a la seleccion natural (Schmitt et al., 1992). Asi como la estrategia de algunas
especies es la adaptacion local, otras utilizan la plasticidad fenotipica transgeneracional en
respuesta al ambiente materno (Roach & Wulff, 1987; Donohue & Schmitt, 1998; Lacey &
Herr, 2000; Donohue et al., 2005).

Existe evidencia de un fuerte control genético para el tamafio de semilla en especies
vegetales silvestres y cultivadas (Sadras, 2007). Estudios en gramineas cultivadas han
reportado valores elevados de heredabilidad para tamafio de semillas, que varian entre 0,72
y 0,91 en sentido amplio (Belay et al., 1993; Lamadji et al., 1995; Moghaddam et al., 1997;
Holland & Munkvold, 2001; Cisse & Ejeta, 2003) y entre 0,58 y 0,92 en sentido estricto
(Oram, 1982; Boe, 2003; Mihaljevic et al., 2004; Peighambari et al., 2005). Doebley et al.
(1994) y Tang et al. (2006) hallaron QTLs asociados en el control del peso de semilla que
explican en menor o mayor medida la variacion fenotipica para dicho caracter. Por otra
parte, Luo et al. (2005) han identificado genes que controlan el tamafio de semilla a través

de sus efectos en el tegumento, embrion y endosperma en varias especies.
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Las especies vegetales nativas son el producto de un largo proceso de seleccion natural y de
adaptacion a las variaciones propias del ambiente, y es conocido su valor potencial como
recursos genéticos para la introduccion a cultivos, rehabilitacion de ecosistemas degradados
(Greco & Cavagnaro, 2005; Quiroga et al., 2009) o para la identificacion de genes
asociados a la tolerancia y/o resistencia a estrés bidticos y/o abidticos (Rao & Hodgkin,
2002; Bhullar et al., 2009; FAO 2010), por lo que su conservacion y uso sostenible
adquiere gran relevancia. Las plantas no se distribuyen al azar en el ambiente, su
distribucion esta relacionada con el desarrollo de caracteres que les permiten adaptarse a
distintas condiciones ecoldgicas (Halloy & Mark, 1996), por lo cual, la identificacion de
éstos caracteres adaptativos, en particular para las especies de importancia agronémica,
resulta fundamental para la incorporacion en programas de mejoramiento o para fines de
restauracion. Mas aun, el incremento en el peso de semilla es un caracter prioritario en
programas de domesticacion de diversas especies (Casler & Van Santen, 2010),

Los principios de la ecogeografia se fundamentan en la prediccion de patrones de variacion
genética en poblaciones naturales conforme a su origen ecogeografico que podrian ser
utilizados para la evaluacion de patrones adaptativos (Peeters et al., 1990). La ecogeografia
es la combinacion de informacion climatica, ecoldgica y geografica que brinda beneficios
potenciales para diversos estudios de recursos fitogenéticos para la agricultura o
conservacion biologica (Castafieda Alvarez et al, 2011). Su definicién cambia
continuamente, pero la esencia es la misma: se trata de la adaptacion de las plantas a su
entorno (Parra-Quijano et al., 2012 a). Esto es factible debido a la relacion entre
condiciones ambientales, genes y expresiones fenotipicas como consecuencia de la
seleccion natural y la adaptacion local (Greene & Hart, 1999). Pero ;Qué atributos del
ambiente materno se espera que influyan en la adaptacion fenotipica al entorno local? Se
sabe que variables como nutrientes del suelo, salinidad, sodicidad, entre otras, pueden
variar en pequeia escala y no se espera un efecto materno adaptativo en tal sentido ya que
las diferentes generaciones no seran expuesta a las mismas condiciones, como para que se
genere una adaptacion local (Galloway, 2005). Por lo cual, una escala espacial
suficientemente grande en espacio debe ser evaluada para obtener resultados concluyentes a

nivel de adaptacion al ambiente materno.
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Cochrane et al. (2015) consideran que la amplitud o rango del gradiente climatico a través
del cual una especie se distribuye podria explicar las diferencias entre poblaciones. En este
sentido, numerosos estudios han sido llevados a cabo para demostrar la variabilidad inter e
intra especifica del peso de semillas en respuesta a gradientes ambientales naturales. Pluess
et al. (2005) hallaron mayor presion de seleccidon en especies con mayor peso de semilla a
medida que se incrementa la altitud, contrariamente a lo reportado por Baker (1972). Parra-
Quijano et al. (2012 b) y Voller et al. (2012) registraron un fuerte componente geografico
en la variacion del peso de semillas. Moles et al. (2007) y Pakeman et al. (2008), al estudiar
diversos habitats, hallaron una correlacion negativa entre peso de semillas y latitud.

La literatura consultada muestra al respecto del peso de semillas algunos antecedentes
coincidentes, mientras otros demuestran una respuesta opuesta. En definitiva, cada especie
posee su propia estrategia para garantizar el establecimiento a través de un elevado peso de
semillas o produciendo mas semillas de menor peso que favorezcan su supervivencia. Es
posible que la estrategia de compensacion entre peso y nimero de semillas sea particular
para cada especie o condiciones ambientales, ya que semillas mas grandes reflejan un
equilibrio entre la reduccion a corto plazo del éxito reproductivo (e.g. reduccion en el
nimero de semillas) en favor de la reduccion de riesgos a largo plazo (Venable, 2007).
Segin Smith y Fretwell (1974) existe una variaciéon genética en el peso de semilla en
respuesta a la cual se ajusta el nimero de las mismas. Adicionalmente, la seleccion natural
funciona como un proceso de optimizacion, que determina un niimero y tamafio 6ptimo de
la descendencia (semillas) para una combinacion particular de especie y ambiente (Messina
& Fox, 2001).

En relacion con el género Trichloris, Zabala et al. (2011 b) hallaron diferencias
significativas en el peso de semillas de 6 poblaciones de cada especie provenientes de las
provincias fitogeograficas Chaquenia y del Monte, no asi entre especies. Estas diferencias
no estuvieron asociadas al ambiente de origen de cada poblacion. Las diferencias de peso
de semillas entre dichas poblaciones fueron consistentes entre el ambiente de origen y el

ambiente comun.
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2. HIPOTESIS ESPECIFICAS

En el género Trichloris:

1- La variacion en el peso de semillas es explicada en mayor medida por las diferencias
entre poblaciones (intraespecificas).

2- La variacion en el peso de semillas esta asociada a la adaptacion local en respuesta al
ambiente de origen.

3- El nimero de semillas por inflorescencia tienen un efecto compensatorio en el peso de
semillas.

4- La diferencia para el peso de semillas entre poblaciones se mantiene en diferentes
ambientes de cultivo.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analizar la variacion del peso de semillas de poblaciones de 7. crinita y T. pluriflora
colectadas en distintos escenarios ecogeograficos de Argentina.

b) Analizar la variacion del peso de semillas de poblaciones de T. crinita y T. pluriflora en
ambiente comun y su asociacion con variables ecogeograficas del ambiente materno.

c) Evaluar la existencia de efecto compensatorio del nimero de semillas por inflorescencia
en poblaciones selectas de T. crinita 'y T. pluriflora con diferente peso de semillas.

d) Evaluar la variacion del peso de semillas en poblaciones selectas de 7. crinita y T.

pluriflora con diferente peso de semillas, cultivadas en ambientes diferentes.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Germoplasma utilizado

En el Banco de Germoplasma “José M. Alonso” de la FCA-UNL, se conservan 54 entradas
de T. crinita y 29 de T. pluriflora, correspondientes a poblaciones colectadas a lo largo del
rango de distribucion de ambas especies en Argentina (Fig. 2 a y b), producto de 8
expediciones de colecta realizadas durante 10 afios (2004-2014) (Ver Anexo 1). Ejemplares
representativos de cada poblacion colectada fueron herborizados y conservados en el
Herbario “Arturo E. Ragonese” (SF) de la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional del Litoral.

La coleccion de T. crinita posee poblaciones colectada en 15 categorias ecogeograficas

diferentes, mientras que la coleccion de 7. pluriflora contiene poblaciones de 10 categorias
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ecogeograficas, segiin el mapa de Caracterizacion Ecogeografica del Territorio (ELC, por
sus siglas en inglés) elaborado para el género Trichloris, disenado a partir de la
metodologia empleada por Parra-Quijano et al. (2012 b) (Ver Anexo 2). Cada poblacion se

compone de 30 a 50 genotipos, colectados a una distancia minima de 15 metros entre si.

4.2. Evaluacion de la variabilidad del peso de semillas en el ambiente materno
(Hipétesis 1, objetivo a)

Se evaluo6 el peso de semillas del total de accesos de la coleccion de Trichloris. Para cada
poblacion se utilizd una muestra masal de semillas de todos sus genotipos. Las semillas
fueron trilladas para separar sus envolturas (glumas y glumelas) y se pesaron 3 repeticiones
de 100 semillas desnudas (cariopsis) por poblacion. El peso de semillas (g/100 semillas) se
determind con una balanza de precision de 0.0001 g debido al reducido tamafo de las
semillas. Para una mejor comprension del analisis, se estimo el peso de 1000 semillas. Si
bien la variabilidad asociada al peso de semilla en el ambiente materno puede ser tanto
genética como ambiental, existe evidencia de un fuerte control genético para el peso de
semillas en diversas especies, por lo que conocer la variacion del peso de semillas dara
indicios de la diversidad contenida el material estudiado.

Debido a que T. pluriflora posee 2 o mas semillas por espiguilla, y el tamafio de semillas es
diferente entre antecios, al momento de separar las 100 semillas se tomaron al azar
descartandose aquellas semillas muy pequefias (~1 mm).

Un analisis de la varianza (ANVA) anidado fue realizado para evaluar la variacion del peso
de semillas (p<0.05) entre especies (2) y poblaciones dentro de especie (54 para T. crinita'y
29 para T. pluriflora), previo chequeo de los supuestos de normalidad y homocedasticidad.
En todos los casos la normalidad se evalud con el test de Shapiro-Wilks modificado y la
homocedasticidad a partir del test de homogeneidad de varianzas. El error del factor especie
fue especie>poblaciones, ya que la recoleccion de las accesiones fueron al azar y se
consideran representativas de la distribucion conocida de las especies. Adicionalmente, se
calcularon los componentes de la varianza para estimar la variacion explicada por cada
factor (Tabla 1). En todos los casos, los andlisis estadisticos fueron realizados con el

paquete estadistico InfoStat (D1 Rienzo et al., 2011). El modelo estadistico es el siguiente:

Yie =+ @t By + e
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Yii es el peso de semillas correspondiente a la k-ésima repeticion, al i-ésimo nivel del factor
especie (E) y al j-ésimo nivel del factor poblacion (P) anidado en el i-ésimo nivel del factor
E.

u es el efecto medio verdadero

7; es el efecto del i-ésimo nivel del factor E

B es el efecto del j-ésimo nivel del factor P anidado en el i-ésimo nivel del factor E

gk es el error aleatorio correspondiente a la repeticion k-ésima y los niveles 1 del factor E

y J del factor P anidado en el i-ésimo nivel de E, &gj ~ N (0, o°)

Tabla 1: Componentes de varianza a partir de las esperanzas de los cuadrados medios (ECM) del
ANVA para los factores especie (E) y poblacion anidada dentro de especie (P(g)), con p (2) especies,
q (20/21) poblaciones y n (3) repeticiones por poblacion

Factor M ECM Cv

E CME Oe T NOp) + qnog CVE = CME - CMPy/ qn
P &) CMPg, O¢ + NOp(p) CVPE = CMPgE — CMe/n
Error CMe Op CVe =CMe

Total

Conjuntamente a lo anterior se realizd un mapa de distribucion espacial del peso de

semillas con el programa DIVAGIS (http://www.diva-gis.org) para evaluar la existencia de

patrones de distribucién geografica. Se cre6 un mapa de puntos (shapefile vectorial), para
cada especie, con las poblaciones georeferenciadas y el valor promedio del peso de 1000
semillas (g). A partir de la herramienta “point to grid/Statistics/mean” se generd un mapa
de una resolucion de 50x50 km del valor promedio del peso semillas asignando una
vecindad circular de 200 km. Estos valores de resolucion y vecindad circular fueron
elegidos en funcion de la amplia distribucion de las especies y la extension del pais.

Adicionalmente, se compar6 el peso de semillas entre poblaciones de ambas especies
colectadas en el mismo sitio (poblaciones simpatricas). Se identificaron 11 sitios comunes
de colecta. Se realiz6 la prueba F (p<0.05) para corroborar la igualdad de varianzas de las

poblaciones de cada sitio, para que los valores de peso de semillas sean comparables entre
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especies. Se realiz6 un ANVA (p<0.05) para cada sitio con la finalidad de evaluar la
diferencia de peso de semillas entre las especies. Las diferencias de medias se evaluaron a
través del test de Tukey (p<0.05). El modelo estadistico se describe como:

Yj=u+t+e
Y;; es el peso de semillas correspondiente a la j-€sima repeticion y al i-ésimo nivel del factor
poblacion (P)
u es el efecto medio verdadero
7; es el efecto del i-ésimo nivel del factor P
g;j es el error aleatorio correspondiente a la repeticion j-ésima y los niveles i del factor P, g;;
~N (0, 6%)
Se generd un mapa con una resolucion de 50x50 km, con la diferencia de peso de semillas
entre las poblaciones simpatricas. En todos los sitios se realizo la diferencia entre el peso de
la poblacion de 7. crinita menos el peso de semillas de la poblacion de T. pluriflora
(diferencia del peso de semillas = peso de semillas de la poblacion de T. crinita — peso de

semillas de la poblacion de 7. pluriflora).

4.3. Evaluacion de la variabilidad del peso de semillas en el ambiente comin y su
correlacion con el peso de semillas en el ambiente materno (Hipotesis 2, objetivo b)

De las poblaciones evaluadas en el punto anterior, se escogieron 21 poblaciones de T.
crinita 'y 20 de T. pluriflora (Fig. 2 a y b) (Anexo 1), pertenecientes a 8 categorias
ecogeograficas diferentes, de acuerdo al mapa ELC de Trichloris. El criterio de seleccion
fue representar diferentes escenarios ecogeograficos, eliminando de la evaluacion
poblaciones cercanas entre si o que sobre-representen un determinado ambiente y que
cuenten un minimo de 20 genotipos por poblacion.

Dichas poblaciones fueron cultivadas en el Campo Experimental “Juan Donnet” de la FCA-
UNL, en la ciudad de Esperanza (31° 27" 04.7 S, 60° 56" 57.9 W) en diciembre de 2012.
Cada poblacion fue representada por una planta por progenie de 20 tomadas aleatoriamente
(cada planta representa un genotipo), las que se dispusieron en un disefio completamente
aleatorizado (DCA) y separadas a 50 cm entre si. Los genotipos fueron sembrados en
macetas de 5 litros con una mezcla de mitad tierra y mitad de arena. Las macetas fueron

raleadas hasta dejar 2 a 3 plantas por maceta. Cuando las plantas alcanzaron el estadio de 3
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a 4 hojas fueron trasplantadas a campo experimental y fueron fertilizadas y regadas para
asegurar una correcta implantacion. Posteriormente, se efectud un raleo a campo para dejar
solo una planta que represente a cada genotipo.

A la madurez se realizd la cosecha de semillas por genotipo. Se muestrearon al azar 5
inflorescencias por planta y se registrd el nimero total de inflorescencias por planta. Las
inflorescencias muestreadas individualmente fueron trilladas para separar las envolturas
seminales (glumas y glumelas) y se pesaron 100 semillas desnudas. Se pesaron 3
repeticiones de 100 semillas por genotipo. El peso de semillas (g/100 semillas) se
determind con balanza de precision de 0.0001 g. Para una mejor comprension del analisis,
se estimo el peso de 1000 semillas.

Las variables numero de inflorescencias y peso de semillas (g/1000 semillas) se evaluaron a
través de un ANVA anidado (p<0.05) para los factores especie (2) y poblacion dentro de
especie (21 para T. crinita y 20 para T. pluriflora), previo test de normalidad y
homogeneidad de varianzas. Los datos fueron transformados por el Logo del valor para
asegurar la distribucion normal de los datos, pero a los fines de ilustrar los resultados se
utilizaron los valores reales. A partir del ANVA se determinaron los componentes de
varianza, para estimar el porcentaje de la variacion explicado por cada factor (Tabla 2). Las
diferencias de medias se analizaron mediante el test de Tukey (p<0.05). El modelo
estadistico es para peso de semillas y nimero de inflorescencias es el mismo del ANVA
anidado del experimento 4.2. Adicionalmente, se evalud la capacidad compensatoria de
cada poblacion a través de un andlisis de correlacion de Pearson (p<0.05) entre peso de
semillas y nimero de inflorescencias por planta.

Por otra parte, se efectudé un andlisis de correlacion de Pearson (p<0.05) entre el peso de
semillas de las poblaciones cosechadas en su ambiente de origen y en ambiente comun. En
ambiente comln se utilizd, para cada poblacion, el peso de semillas promedio de los

genotipos.
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Tabla 2: Componentes de varianza a partir de las esperanzas de los cuadrados medios (ECM) del
ANVA para los factores especie (E) y poblacion anidada dentro de especie (Pg)), con p (2) especies,

q (20/21) poblaciones y n (15-20) genotipos por poblacion

Factor CM ECM Cv

E CME O + NOpgp) + qNog CVE = CME - CMPy/qn
P & CMP, Oe + NOp(p) CVPE = CMPgE — CMe/n
Error CMe Oe CVe=CMe

Total

Adicionalmente, se evalud la relacion entre el peso de semillas de cada poblacion con las
variables ecogeograficas del sitio de colecta. Esto fue posible debido a que cada entrada de
la coleccion cuenta con el dato georreferenciado del sitio de colecta (tomado con GPS). Se
evaluaron 13 variables ecogeograficas contenidas en las herramientas CAPFITOGEN
(Parra-Quijano et al., 2014), programa desarrollado por la FAO en el marco del Tratado
Internacional sobre los Recursos Fitogenéticos para la Alimentacion y la Agricultura
(http://www.planttreaty.org/capfitogen). Se seleccionaron variables claves, debido a que
algunas variables derivan de otras, estando altamente correlacionadas. Para la extraccion de
los valores de las variables ecogeograficas correspondientes a cada sitio de colecta se
utiliz6 la herramienta ECOGEQ, la que permite realizar una caracterizacion ecogeografica
de las entradas de interés. Se evaluaron 6 variables bioclimaticas, 4 edéficas y 3 geofisicas,
de una resolucion de celda de 2.5 arc-minutos (~5x5 km en el ecuador) (ver Anexo 3).
Dentro de las variables bioclimaticas se incluyeron: temperatura media anual, maxima
temperatura del mes mas calido, minima temperatura del mes més frio, precipitacion media
anual, méaxima precipitacion del mes mas himedo y minima precipitacion del mes mas
seco. Variables edéficas utilizadas: contenido superficial de limo, arcilla y carbon organico
y capacidad de intercambio catiénico (CIC) del suelo. Finalmente, las variables geofisicas
fueron: latitud, longitud y elevacion del terreno.

De este modo, se elabor6 para cada especie una tabla con el peso de semillas promedio de
cada poblacion y las variables extraidas para cada sitio de colecta. Para evaluar la relacion

entre peso de semillas y variables ecogeograficas del ambiente de origen, se realizd un
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analisis de correlacion de Pearson (p<0.05), a partir del cual se descartaron variables
altamente correlacionadas entre si (r>0.9 segin Hair et al.,, 1999). En estos casos, se
retuvieron aquellas variables con un mayor valor de r con la variable peso de semillas.
Previamente se validaron los supuestos de normalidad y homocedasticidad. En el analisis
de las poblaciones de 7. crinita, fue necesario transformar mediante Log;, la elevacion del
terreno, la minima precipitacion del mes mas seco y el contenido de arcilla y carbon
organico del suelo. En el andlisis de 7. pluriflora debieron transformarse del mismo modo
la precipitaciéon media anual y el contenido de arcilla y carbon organico del suelo.
Adicionalmente, para evaluar la capacidad predictiva del peso de semilla en respuesta al
ambiente materno se realizd un analisis de regresion lineal multiple (p<0.05). Se
excluyeron del andlisis las variables descartadas por elevada correlacion. El procedimiento
de eliminacién Backward fue utilizado en este caso, con un p<0.05 para permitir el ingreso
de la variable al analisis. El modelo de regresion multiple se sintetiza de la siguiente
manera:

Yi=Po+ Brxip + Baxip+ ot Buxin T &
que indica la dependencia del peso de semillas y; de la variable ecogeografica x;;, x> xin y
del conjunto de parametros f con un error asociado &;.
Adicionalmente, se calculd el Factor de inflacion de la Varianza (FIV) y el Criterio de
Informacién Bayesiano (CIB), para evaluar la contribucion relativa de las variables al
ajuste del modelo y el supuesto de colinearidad. Acorde a Kleinbaum et al. (1988) y Hair et
al. (1999), valores de 1 a 10 de FIV revelan ausencia de dependencia linear o colinearidad
entre variable regresoras.
El andlisis de correlacion se realizd para evaluar la relacion particular de cada variable
ecogeografica con el peso de semillas, ya que algunas de ellas estdn asociadas a algun
estrés. Mientras que, en el andlisis de regresion lineal multiple cada variable es ponderada
de forma que esta ponderacion indica su contribucion relativa a la prediccion en conjunto
del peso de semillas, permitiendo la maxima prediccion a partir del conjunto de variables
independientes (Hair et al., 1999). Si bien el andlisis revela aquellas variables que mayor
peso tienen en la prediccion, asociaciones importantes entre peso de semillas y alguna
variable en particular (causante de estrés) podria perderse, de no realizarse un analisis de

correlacion.
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4.4. Evaluacion de la estrategia de compensacion entre numero y peso de semillas en
poblaciones selectas de 7. crinita y T. pluriflora. (Hipotesis 3, objetivo c)

Se escogieron 6 poblaciones por especie, selectas por ambiente de origen (i.e. ambientes
secos, humedos y salinos en caso de 7. crinita) y por peso de semillas (alto y bajo peso de
semillas dentro de cada ambiente) (Tabla 3). Del mismo experimento del punto 4.3., se
cosecharon individualmente 3 inflorescencias por genotipo de cada poblacion. Cada
inflorescencia fue trillada individualmente para separar las envolturas seminales,
registrandose el peso total de semillas por inflorescencia y el peso de 100 semillas. A partir
de ambos datos se estim6 el nimero de semillas por inflorescencia (n° de semillas por
inflorescencia = [peso de semillas (g) por inflorescencia /peso de 100 semillas (g)]*100).
Nuevamente, para un mejor analisis, se trabajo con la estimacion del peso de 1000 semillas.
El niimero de semillas por inflorescencia y el peso de 1000 semillas por genotipo se
calcularon como el promedio de las 3 inflorescencias cosechadas. Adicionalmente se
calculd el total de semillas producidas por cada planta (n° de semillas/planta = n° de
semillas/ inflorescencia * n° de inflorescencias/planta).

La variacion entre numero de semillas por inflorescencia, por planta y peso de 1000
semillas (g) se evalud a través de un ANVA anidado (p<0.05), para los factores especies (2)
y poblaciones dentro de especies (6), previo test de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Para el presente analisis fue necesario transformar las variables por el Log;, del
valor, para asegurar la distribucion normal de los errores. Las diferencias de medias se
analizaron por el test de Tukey (p<0,05). El modelo estadistico es para peso de semillas y
numero de semillas por inflorescencia es el mismo del ANVA anidado del experimento 4.2.
Adicionalmente, se realizd para cada especie un analisis de correlacion de Pearson (p<0.05)
entre peso de semillas y las variables nimero de semillas por inflorescencia y nimero de

semillas por planta.
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Tabla 3: Poblaciones de 7. crinita 'y T. pluriflora seleccionadas por ambiente de origen y peso de

semillas.
Ambiente Peso de 1000
Especie Provincia ID*

de origen semillas (g)**

Santa Fe 8608 0.242 b
Humedo
Formosa 8492 0.197 a
Mendoza 7320 0.353 b
T. crinita Seco
San Juan 7390 0.186 a
San Luis 8297 0.205 b
Salino
Coérdoba 7602 0.168 a
Santiago del Estero 8419 0.244 b
Humedo
Chaco 8466 0.196 a
Salta 7000 0.250 b
T. pluriflora Intermedio
San Luis 7967 0.225 a
San Luis 7958 0.250 b
Seco

Catamarca 7491 0.186 a

* E1 ID de las poblaciones corresponde al n° de catalogo de coleccion del ejemplar de herbario conservado en
el herbario “Arturo E. Ragonese” de la FCA-UNL. ** Peso de semillas registrado en el ensayo en ambiente

comun en 2013. Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada ambiente (Tukey, p<0.05).

4.5. Evaluacion de la variacion del peso de semillas en poblaciones selectas de T7.
crinita 'y T. pluriflora cultivadas en ambientes diferentes. (Hipotesis 4, objetivo d)

Se evaluaron las poblaciones seleccionadas para el experimento 4.4., en dos ambientes
contrastantes durante dos afos consecutivos. Se seleccionaron 10 genotipos por poblacion y
se utilizo la semilla cosechada en marzo-abril de 2013 del experimento del punto 4.3. para
regenerar las poblaciones. Se sembraron 4 macetas (de 1 litro) por genotipo (2 macetas para
trasplantar una en cada sitio y otras 2 como resguardo en caso de que se la planta se pierda
a campo, para poder reemplazarla). Cuando las plantas alcanzaron el estadio de 3 a 4 hojas
fueron trasplantadas en los sitios de cultivo contrastantes. Las plantas fueron llevadas a

campo en diciembre de 2013 en el campo experimental de la Estacion Experimental
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Agropecuaria del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (EEA INTA) en Sumalao,
Catamarca y en el campo experimental Juan Donnet de la FCA-UNL (Tabla 4). Los
genotipos de cada poblacion y especie, distanciados 50 cm entre si, fueron dispuestos en un
DCA diferente para cada sitio. Las plantas fueron cosechadas durante febrero-marzo de
2014 y 2015. Los ambientes quedaron definidos por el sitio y afio de cosecha. Para cada
genotipo se evaluo el peso de semillas y el nimero de inflorescencias. Se pesaron 3
repeticiones de 100 semillas por genotipo. Para el andlisis se estimd el peso de 1000

semillas.

Tabla 4: Caracterizacion de los sitios contrastantes de cultivo de poblaciones selectas de Trichloris

crinita 'y T. pluriflora.

CARACTERISTICA FCA-UNL ESPERANZA EEA-INTA CATAMARCA
Latitud -31.4424 -28.4724

Longitud -60.9410 -65.7297
Precipitacion media anual (mm) 953 392
Temperatura media anual (°C) 18.9 20

Altitud (msnm) 38.8 518.4

Tipo de suelo Argiudol tipico Ustifluvent tipico
Textura de suelo Franco limosa Arenosa

La diferencia en el peso de semillas (g/1000 semillas) se evalu6 para cada especie a través
de un ANVA (p<0.05) para los factores poblaciones (6), ambiente de cosecha (4) y la
interaccion correspondiente. Previamente se validaron los supuestos del analisis. La
variable nimero de inflorescencias fue transformada mediante el logaritmo (Log;o) para
asegurar la distribucion normal. Las diferencias de medias fueron analizadas mediante el

test de Tukey (p<0,05). El modelo estadistico para cada especie queda definido:

Yi=ptoty+@)te
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Y es el peso de semillas correspondiente al i-ésimo nivel del factor poblacion (P) y al j-
¢simo nivel del factor ambiente de cosecha (A)

u es el efecto medio verdadero

7; es el efecto del i-ésimo nivel del factor P

y; es el efecto del j-ésimo nivel del factor A

(ty); es la interaccion entre el i-ésimo nivel del factor E y el j-ésimo de A

g;j es el error asociado a las observaciones correspondiente a los niveles 1 del factor P y k
del factor A, &;; ~ N (0, 6?)

Adicionalmente, se realizd para cada especie un Andlisis de Componentes Principales
(ACP) con las variables peso de 1000 semillas (g), numero de inflorescencias y variables
asociadas al ambiente de origen tales como precipitacion y temperatura media anual. Para
T. crinita se incluyd, ademas, la variable salinidad, ya que fue un criterio de seleccion de

las poblaciones utilizadas en el presente experimento.

5. RESULTADOS

5.1. Evaluacion de la variabilidad del peso de semillas en el ambiente materno

La variacion del peso de semillas (g/1000 semillas) estd explicada por las diferencias entre
poblaciones dentro de especies (p<0.0001), no hallandose diferencias significativas entre
especies (Fig. 3). La contribucion de la variacion interpoblacional en la variacion de peso
de semillas sustenta esto. El andlisis de componentes de la varianza reveldo que la
contribucion de la variacion interpoblacional (92.8%) explica la variacion de peso de
semillas, mientras que la variacion interespecifica (2.1%) y del error (5.1%) fueron muy
bajas.

El rango de peso de semillas para 7. crinita fue de 0.113 a 0.297 g/1000 semillas (0.184
2/1000 semillas), resultando mucho mayor al hallado para 7. pluriflora de 0.132 a 0.234
2/1000 (0.102 g/1000 semillas).
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Figura 2: Entradas de la coleccion de Trichloris del Banco de Germoplasma de la FCA-UNL a) T.
crinita, b) T. pluriflora (los cuadrados rojos corresponden a las poblaciones utilizadas en el ensayo
en ambiente comun). Distribucion espacial del peso de semillas (g/1000 semillas) de las entradas de
la coleccion: c) T. crinita 'y d) T. pluriflora. Tonos de verde indican bajo peso de semillas,

aumentando hacia las tonalidades de rojo.

El mapa de distribucion espacial del peso de semillas revela patrones claros de distribucion
en 7. crinita, observandose un mayor peso de semillas en el limite sur-oeste de distribucion
de la especie, coincidente con ambientes mas aridos y frios, mientras que en 7. pluriflora
no existe un patron definido, aunque se ve un aumento en el peso de semillas hacia el limite

sur de la distribucion (Fig. 2 c y d).

24



DMS =0.0245

o
[+
(8]

—_
o
2
0
]
E 0.2
Q
(7]
3
S 015
2
Q
o
)
2 0.1
o
005
commvm%l.nN|.n-—omeoocomzommqnommvmhmmmhvmmhomv‘—fmvsmvo
I —M~Wwo — O~ O W~ h—NDﬁ‘ﬁ‘wﬁ‘N\—v-v-CDQC)thv-NCDDI*-Z(DOv-NNCDr-IﬂChlD oo
OO TONOTOOWN ——MTONT CDDV‘—O)(‘)VOOOOOthOm(')O’)ﬁ‘OU’J‘—NF(‘)DNVNl")
OO OO ~RODODOOODORDOOM~OMMN~MNS® O~ OO~~~ OMOMOMO~ M ~NM~OO~ROODOOWOS~WS~SOOS~
2 22 =
) Poblaciones
0.25 -
_
{=]
2
0w 02 -
8
@ L
w
o 015
(=1
o
-
@
o
o 4
2 0.1
a
pos (M M = N N &N & = = = - . :
o) @ uwn ™ ~ [0} w
BESmmﬁIEEBtBSEE%q%@&mEmB‘-.‘Zﬁ?’-
o = = wn o o wn = — — = [=2] o = wn < o [=2] ~ (=] [=2] o (=) - <
o e} ~ ~ @ ~ @ ~ o w ~ ~ D @ ~ [-e] o M~ [e)] @ M~ @ @ w L=
=4 = 2

Poblaciones

Figura 3: Variacion interpoblacional del peso de semillas en los accesos evaluados de la coleccion
de Trichloris del Banco de Germoplasma de la FCA-UNL. a) T. crinita y b) T. pluriflora. (E1 ID de
las poblaciones corresponde al n° de coleccion del ejemplar de herbario que documenta cada
poblacion, conservado en el Herbario SF de la FCA-UNL). La linea continua horizontal indica el
valor promedio del peso de semillas para la especie. DMS: Diferencia minima significativa (Tukey;

p<0.05).

La evaluacion de la diferencia en el peso de semillas entre poblaciones simpatricas de
ambas especies, indica que en 8 de los 11 sitios testeados se encontraron diferencias
significativas. En 7 de los 8 sitios las semillas de 7. crinita fueron mas pesadas que las de

T. pluriflora (Tabla 5).
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Tabla 5: Peso de semillas (PS) (media + DE) y diferencias de peso de semillas en poblaciones

simpatricas de T. crinita y T. pluriflora.

o PS en poblaciones de 7. PS en poblaciones de 7. Diferencia de PS entre p valor
crinita (g/1000 semillas)  pluriflora (g/1000 semillas) poblaciones (g/1000 semillas) (prueba F)
1 0.198 + 0.005 0.234 =+ 0.007 -0.036 * 0.62
2 0.189 + 0.005 0.201 =+ 0.006 -0.011 0.54
3 0.157 + 0.003 0.161 =+ 0.005 -0.004 0.70
4 0.147 + 0.009 0.147 + 0.014 0 0.15
5 0.157 =+ 0.001 0.143 =+ 0.005 0.014* 0.09
6 0.177 =+ 0.009 0.157 = 0.011 0.020* 0.10
7 0.200 =+ 0.002 0.163 =+ 0.007 0.037* 0.97
8 0.193 =+ 0.009 0.150 £+ 0.002 0.043* 0.80
9 0.198 =+ 0.001 0.159 = 0.011 0.043** 0.08
10 0.189 =+ 0.006 0.143 =+ 0.001 0.046** 0.71
11 0.205 + 0.009 0.151 =+ 0.007 0.054* 0.07

* Indica diferencias significativas (p<0.05). **Indica diferencias altamente significativas

(p<0.0001). p valor (prueba F) indica los valores de probabilidad para el andlisis F de

homogeneidad de varianzas entre dos muestras (p<0.05). Varianzas homogéneas es un requisito

para el andlisis de comparacion de medias.

En la Figura 4 se muestra la distribucion de las poblaciones simpatricas, indicando las

diferencias en peso de semillas entre ambas especies. En la medida que nos acercamos al

limite sur-oeste de distribucion de las especies, el peso de semillas va en aumento en

poblaciones de 7. crinita, mientras que ningun patron se observa en 7. pluriflora, por lo

cual en dichos ambientes la diferencia de peso de semillas en poblaciones simpatricas es a

favor de las poblaciones de 7. crinita.
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Figura 4: Ubicacion geografica donde se colectaron poblaciones de ambas especies del género
Trichloris. La diferencia de tonalidades indican la diferencia en el peso de semillas de las
poblaciones (diferencia en peso de semillas (g/1000 semillas = peso de 1000 semillas (g) en 7.
crinita — peso de 1000 semillas (g) en 7. pluriflora). Tonalidad rojiza indica diferencias a favor de
T. crinita y tonalidades verdes a favor de 7. pluriflora. Los nimeros se corresponden a los sitios de

la Tabla 5.

5.2. Evaluacion de la variabilidad del peso de semillas en el ambiente comin y su
correlacion con el peso de semillas en el ambiente materno

Se hall¢ diferencias significativas para peso de semillas (g/1000 semillas) entre poblaciones
(p<0.0001), aunque no entre especies (p=0.28). Mientras que el nimero de inflorescencias
por planta vari6 significativamente entre especies (p<0.0001) y poblaciones dentro de
especies (p<0.0001) (Fig. 5). Poblaciones de T. pluriflora producen mayor nimero de
inflorescencias por planta, siendo en promedio 76 + 36 vs. 27 = 17 en T. pluriflora y T.
crinita, respectivamente.

El analisis de componentes de la varianza revela que la variacion para peso de semillas esta
explicada en un 50 % por la variacion interpoblacional, el 49 % por la variacion
intrapoblacional y aquella asociada al error y el 1 % restante por la variacion

interespecifica. Mientras que el andlisis para el nimero de inflorescencias por planta
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determind que el 65 % de la variacion observada es explicada por la variacion a nivel
interespecifico, el 6 % a nivel interpoblacional y el 29 % a nivel intrapoblacional y asociada
al error.

No obstante los resultados de los componentes de la varianza, los coeficientes de variacion
(CV) intrapoblacionales oscilaron de 4.7 a 20.3 y 6.8 a 19 para T. pluriflora y T. crinita,
respectivamente, lo que revela leve variabilidad del peso de semillas a nivel
intrapoblacional. Mientras que los CV hallados para el numero de inflorescencias por
planta fueron de 25.7 a 64.8 y 34 a 72.7, para T. pluriflora y T. crinita, respectivamente lo
que implica una amplia variabilidad intrapoblacional para dicho rasgo.

El andlisis de correlacion revela que existe capacidad compensatoria del peso de semillas
con el niimero de inflorescencias por planta solo en 7. crinita (r=-0.64; p=0.002) (Fig. 6 a
y b).

El andlisis de correlacion entre el peso de semillas de poblaciones cultivadas en ambiente
comun respecto al peso de semillas de dichas poblaciones cosechadas en el ambiente de

origen, indica que solamente existe una relacion significativa y positiva en 7. crinita

(r=0.85; p<0.0001) (Fig. 6 c y d).
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Figura 6: Correlacion entre peso de semillas de poblaciones cultivadas en ambiente comun y
numero de inflorescencias por planta para: a) 7. crinita y b) T. pluriflora. Relacion entre peso de
semillas de poblaciones cosechadas en ambiente comin y en ambiente de origen en: ¢) T. crinita y

d) T. pluriflora. En cada grafico se observa la recta de regresion y el valor de ajuste (R?).

El analisis de correlacion entre peso de semillas y variables ecogeograficas del ambiente de
origen arrojo resultados diferentes para cada especie. Para T. crinita, se halld una relacion
lineal significativa entre peso de semillas y elevacion del terreno (p=0.03), latitud
(p=0.0009) y longitud (p=0.04). Esta ultima fue descartada por estar altamente
correlacionada (r>0.9) con elevacion del terreno. En cuanto a las variables bioclimaticas, el
peso de semillas se correlaciond con la temperatura media anual (p=0.0001), méaxima
temperatura del mes mas calido (p=0.0004), minima temperatura del mes mas frio
(p=0.0047) y precipitacion del mes mas himedo (p=0.01). La variable minima temperatura
del mes mas frio se correlacion6 con la temperatura media anual por lo que fue descartada.
Ninguna correlacion se halld para las variables edéficas (p>0.05). Para T. pluriflora, se
observo correlacion lineal significativa entre peso de semillas y elevacion del terreno

(p=0.04), temperatura media anual (p=0.04) y maxima temperatura del mes mas célido

(p=0.01). (Fig. 7).
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Figura 7: Correlaciones entre peso de semilla y variables ecogeograficas del ambiente de origen.

En cada diagrama de dispersion se muestra la linea de tendencia y el coeficiente de determinacion

(R?). Para T. crinita: a) latitud, b) elevacion del terreno, ¢) temperatura maxima del mes mas célido,

d) temperatura media anual y e) precipitacion del mes mas humedo. Para 7. pluriflora: f) elevacion

del terreno, g) temperatura maxima del mes mas calido y h) temperatura media anual.
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En el andlisis de regresion linear multiple para 7. crinita, el modelo retuvo 3 variables de
las 10 variables regresoras incluidas en el analisis con un R* de 0.74. La ecuacion de

regresion que predice el peso de semillas quedo definida del siguiente modo:
PS =0.5-0.00084 MTMC - 0.00076 PMH + 0.06 Log;o PMS

Donde PS es el peso de 1000 semillas (g), MTMC la méaxima temperatura del mes mas
calido, PMH Ila precipitacion del mes mas humedo y PMS la precipitaciéon del mes mas
seco.

En el caso de T. pluriflora, el modelo también retuvo 3 variables de un total de 13 variables

regresoras con un R* de 0.57. El modelo se define del siguiente modo:
SW =-0.13 - 0.00056 MTMC - 0.0018 PMS + 0.13 Log;o PMA

Siendo PS el peso de 1000 semillas (g), MTMC la méaxima temperatura del mes mas
calido, PMS la precipitacion del mes mas seco y PMA la precipitacion media anual. En
ambos casos el FIV fue menor a 3, y los modelos se seleccionaron en funcidon de tener un

valor bajo de CIB.

5.3. Evaluacion de la estrategia de compensacion entre numero y peso de semillas en
poblaciones selectas de 7. crinita 'y T. pluriflora.

La variacion del peso de semillas (g/1000 semillas), nimero de semillas por inflorescencia
y por planta fue significativa entre especies y poblaciones dentro de especies (p<0.0001). El
peso de semillas promedio para 7. crinita fue de 0.210 £+ 0.057 g/1000 semillas vs 0.193 +
0.027 g/1000 semillas para 7. pluriflora. El n° de semillas por inflorescencia fue mayor en
T. pluriflora que en T. crinita (859 + 240 vs 581 £ 252 semillas/ inflorescencia). En
promedio, las poblaciones evaluadas de T. pluriflora produjeron 3.4 veces mas semillas por
planta que 7. crinita. Las diferencias de medias entre poblaciones de cada especie pueden

observarse en la Figura 8.
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Figura 8: Graficos de cajas (box-plot) para: a) nimero de semillas por inflorescencia, b) nimero de

semillas por planta y c¢) peso de semillas (g/1000 semillas) para poblaciones selectas de 7. crinita 'y

T. pluriflora. Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (Tukey, p>0.05).
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Soélo se halld correlacion lineal significativa entre peso de semillas y nimero de semillas
por inflorescencia (p=0.0005; r=-0.39) y por planta (p=0.0031; r=-0.34) para las
poblaciones evaluadas de 7. crinita. En la Figura 9 se muestran la relacion entre las

variables evaluadas para cada especie.
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Figura 9: Correlacion entre peso de semillas (g/1000 semillas) y nimero de semillas por
inflorescencia para: a) 7. crinita y b) T. pluriflora. Relacion entre peso de semillas (g/1000
semillas) y numero de semillas por planta para: c¢) T. crinita 'y d) T. pluriflora. Los valores se dan
para las variables transformadas. S6lo se muestra la recta de regresion y el R” para regresion lineal

significativa.

5.4. Evaluacion de la variacion del peso de semillas en poblaciones selectas de T7.
crinita y T. pluriflora cultivadas en ambientes diferentes.

Existen diferencias altamente significativas en el peso de semillas entre poblaciones y
ambientes en ambas especies (p<0.0001), hallandose interaccion entre ambos factores sélo
en T. pluriflora. En el caso de T. crinita, si bien existe variacion en el peso de semillas

entre ambientes, las poblaciones con alto peso mantienen siempre un alto peso de semillas.
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Mientras que en 7. pluriflora las interacciones entre poblaciones y ambientes resultan mas
complejas.

En el caso de T. crinita, se halld variacion significativa (p<0.05) en el nimero de
inflorescencias entre poblaciones, ambientes e interaccion entre poblacion y ambiente,
resultando en que la respuesta al ambiente sea variada para cada poblacion. Por otro lado,
en T. pluriflora se hall6 diferencias significativas (p<0.05) entre poblaciones y ambientes,
aunque no se registro interaccion entre los factores.

Lo mencionado se observa claramente en el ACP, el cual revela un claro agrupamiento de
las poblaciones en T. crinita. Las componentes principales (CP1 y CP2) explican en un 77
% la variacion observada. En la Tabla 6 pueden observarse los valores de los autovectores
que indican su contribucion en cada CP. Todas las variables, excepto salinidad, contribuyen
en gran medida a la CP1, que es la que explica en mayor proporcion la variacion observada
entre las poblaciones y ambientes. El peso de semillas se correlaciond negativamente con el
numero de inflorescencias y la temperatura media anual. En el biplot (Fig. 10 a), puede
observarse que la respuesta de las poblaciones se mantiene a pesar de los ambientes, ya que
estas continuan agrupadas. Hay una clara separacion de las poblaciones por lugar de origen.
Aquellas provenientes de ambientes aridos (7320, 7390) se ubican opuestas al vector de
precipitacion media anual (PMA), mientras que las de ambientes himedos (8491, 8608) se
disponen cercanas al vector de PMA. Lo mismo sucede con las poblaciones de ambientes
salinos (8297, 7602), las que se ubican en cercanias a la variable salinidad del suelo (SS).
Por otro lado, hay una clara diferenciacion entre las variables de alto peso de semillas y
menor numero de inflorescencias, ubicada a la izquierda de la CP1 y las de menor peso de

semillas y elevado niimero de inflorescencias a la derecha de la CP1.
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Tabla 6: Valores de los autovectores del analisis de componentes principales en la evaluacion del

peso de semillas en ambientes contrastantes en las especies del género Trichloris.

T. crinita T. pluriflora
Variables

CP1 CP2 CP1 CP2
Numero de inflorescencias 0.46 -0.06 -0.51 0.41
Peso de 1000 semillas (g) -0.5 -0.22 -0.31 0.73
Precipitacion media anual (mm) 0.42 -0.43 0.55 0.44
Temperatura media anual (°C) 0.59 -0.07 0.58 0.33
Salinidad del suelo (dS/m) 0.15 0.87

En el caso de T. pluriflora los patrones de agrupamientos son poco claros, probablemente

debido a la interaccion observada entre peso de semillas y ambiente. Las CP1 y la CP2

explican el 80 % de la variacion observada. De las variables utilizadas en el andlisis el peso

de semillas es la que menos contribuye en la CP1, la cual explica en mayor proporcion la

variacion observada, aunque posee una elevada contribucion a la CP2 (Tabla 6). El peso de

semillas se correlacion6 positivamente con el nimero de inflorescencias. En el biplot (Fig.

10 b) puede observarse que existe una mayor dispersion de puntos (poblaciones por

ambiente), respecto a 7. crinita.
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Figura 10: Biplot resultante del analisis de componentes principales en la evaluacion del peso de
semillas en ambientes contrastantes para: a) 7. crinita y b) T. pluriflora. Para cada punto se indica el
ID de poblacion seguido del ambiente. Ambientes: 1) Esperanza afio 2014, 2) Esperanza afio 2015,
3) Catamarca afio 2014 y 4) Catamarca afio 2015. Variables: NI: Numero de inflorescencias. PS:
Peso de semillas. PMA: Precipitacion media anual. TMA: Temperatura media anual. SS: Salinidad

del suelo.
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6. DISCUSION

La variabilidad del peso de semillas entre poblaciones constituye un aspecto clave, no sélo
por ser un caracter heredable (Sadras, 2007) sino que ademas refleja el potencial evolutivo
de las poblaciones y constituye un importante indicador de la biodiversidad local
(Leishman, 2001; Moles & Westoby, 2004; Germain et al., 2013). Davis et al. (2005) y
Cochrane et al. (2015) establecen que la amplitud o rango del gradiente climatico a través
del cual una especie se distribuye podria explicar las diferencias entre poblaciones.

La variacion del peso de semillas en ambas especies del género Trichloris es altamente
influenciada por la elevacion del terreno y la temperatura del ambiente materno. En ambos
casos, se hallo correlacion negativa entre el peso de semillas y la temperatura media anual y
la méxima temperatura del mes mas calido, mientras que la correlacion fue positiva con la
elevacion del terreno. Similares resultados han sido hallados por Pluess et al. (2005),
quienes analizaron 29 especies que crecen en diferentes gradientes altitudinales, detectando
una presion de seleccion por especies con mayor peso de semillas a medida que se
incrementa la altitud, aspecto también reportado por Dainese & Sitzia (2013). Aunque,
estos ultimos no encontraron correlacion entre peso de semillas y altitud al analizar la
variabilidad dentro de cuatro especies que crecian en todo el gradiente. Adicionalmente, en
T. crinita el peso de semillas se correlacion6 con la latitud y la precipitacion del mes mas
hiimedo. La correlacion negativa entre peso de semillas y la precipitacion del mes mas
himedo estaria indicando un aumento del peso de semillas cuando las lluvias durante la
estacion de crecimiento son limitantes. Lo mismo sucede con el aumento del peso de
semillas a medida que aumenta la latitud, ya que el gradiente de aridez aumenta hacia el sur
de la distribucion. Baker (1972) observd, al analizar diversas comunidades y héabitos de
crecimiento, un aumento del peso de semillas con el incremento de la probabilidad de que
las plantulas sean expuestas a sequia luego de la germinacion. Por otro lado, Moles et al.
(2007) observaron al analizar numerosas especies de diversos habitats (aproximadamente
11.481 especies de todo el mundo), una disminucion en el peso de semillas con el
incremento de la latitud. Del mismo modo, Pakeman et al. (2008) demostraron una
correlacion negativa del peso de semillas con la latitud y positiva con la radiacion solar al
analizar 12 sitios, en su mayoria pastizales, aunque no hallaron correlacion entre peso de

semillas y sequia y fertilidad de suelo. Voller et al. (2012) hallaron que la variacion
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fenotipica para peso de semillas en dos especies de gramineas y tres no gramineas,
presentaba un fuerte componente geografico, ya que semillas mas pesadas se encontraban a
menudo en la misma region, aunque dichos autores no pudieron determinar los factores
ambientales que estarian involucrados en el proceso de seleccion natural debido a que no
realizaron estudios ecogegraficos. Parra-Quijano et al. (2012 b) estudiaron la variacion del
peso de semillas de leguminosas y gramineas silvestres y cultivadas, con distintos grados
de domesticacion, hallando que en ambientes marginales asociados a los limites de
distribucion o ambientes extremos, el peso de semillas fue menor en algunas de las especies
estudiadas, mientras que otras fueron insensibles al andlisis.

Algunos de estos antecedentes concuerdan con lo hallado en el presente estudio, mientras
que en otros la respuesta del peso de semillas es diferente. Sin embargo, las comparaciones
pueden ser dificultosas debido a que las estrategias asociadas al incremento del peso de
semillas en respuesta al ambiente pueden ser diversas segun las especies (Pellissier et al.,
2010).

En T. crinita, la elevada correlacion entre peso de semillas procedentes de ambiente
materno y ambiente comun, las relaciones entre peso de semillas con variables del ambiente
materno y la conservacion del peso de semillas ante diferentes ambientes de cultivo,
sugieren que este caracter seria adaptativo. Esto puede verse en los patrones de distribucion
espacial de la especie, donde las poblaciones colectadas en ambientes marginales (limites
de distribucion de la especie), correspondientes a ambientes mas estresantes, presentan un
mayor peso de semillas, revelando una estrategia de adaptacion local de la especie. Por otro
lado, en T. pluriflora la falta de correlacion entre el peso de semillas procedentes de ambos
ambientes, la débil correlacion con variables del ambiente de origen y el efecto de
diferentes ambientes de cultivo sobre el peso de semillas, dificultan obtener resultados
concluyentes en cuanto a la posibilidad de que el peso de semillas se constituya un carcter
adaptativo en tal especie. Cochrane et al. (2015) sugieren que la variacion entre poblaciones
de una especie en caracteres de semillas corresponde a una combinacion de diferencias
inducidas por factores ambientales y fijadas genéticamente, lo que puede ser indicio de
adaptacion local que conduce a diferenciacion de caracteres y plasticidades entre
poblaciones. En tal sentido, la variacion hallada en el peso de semillas en ambiente de

origen y en ambiente comun, con elevada variacion intraespecifica, tendria una base
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genética solamente en 7. crinita. Mientras que la estrategia de 7. pluriflora estaria asociada
a la plasticidad fenotipica transgeneracional del peso de semillas para prosperar en
diferentes ambientes. En gramineas con espiguillas plurifloras, con méas de un antecio
fructifero, como en 7. pluriflora, se ha reportado variacion en el peso de semillas de
distintos antecios de una misma espiguilla, como ocurre en Lolium perenne (Anslow, 1964;
Warringa et al., 1998) y en Leymus arenarius (Greipsson & Davi, 1995). Es posible que
patrones de variacion entre el peso de semillas dentro de las espiguillas en su lugar de
origen vs. ambiente comun sean responsables de esta respuesta mas plastica en 7.
pluriflora. Es decir, que ante diferentes condiciones ambientales, puede existir
compensacion en el peso de semillas entre los antecios de una misma espiguilla. En algunos
casos, la producciéon de semillas dimorfas en la misma planta permite asegurar un
establecimiento exitoso de la descendencia (Venable et al., 1987).

El patron de variacion en 7. crinita se hace mas evidente al comparar el peso de semillas en
poblaciones simpatricas de ambas especies, observandose una diferencia en el peso de
semillas a favor de 7. crinita a medida que los sitios evaluados se acercan a ambientes
marginales. Zabala et al. (2011 b) fueron los primeros en reportar diferencias importantes
en el peso de semillas en poblaciones de ambas especies, aunque estos autores analizaron
pocos materiales y no hallaron un patrén geografico que explicara dicha variacion. En este
trabajo, siguiendo la propuesta de Miinzbergova y Plackova (2010) de analizar un niimero
significativamente mayor de poblaciones, y representativas del rango de distribucion de la
especie, se pudo hallar un patron ecogeografico que explicaria la variacion en el peso de
semillas de 7. crinita en Argentina. Edwards (1970) y Edwards & Emara (1970) han
demostrado que en especies estrechamente relacionadas, e incluso dentro de una especie,
puede no haber patrones consistentes de efecto del ambiente de origen para el mismo rasgo.
Sin embargo, la estrategia de cada especie dependerd si asegura su establecimiento y
supervivencia a través de semillas pesadas o por un mayor nimero de semillas mas
pequenias. Hay varias relaciones posibles en la compensacion entre peso/nimero de
semillas en ambientes estresantes. Dado que las especies muestran una mayor variacion en
el nimero de semillas que en el peso de las mismas (Harper et al. 1970), Smith & Fretwell
(1974) desarrollaron un modelo tedrico en el que proponen que el nimero de semillas esta

determinado por los recursos disponibles y el peso de semillas fijado genéticamente. Este
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modelo también es valido cuando se analiza la relacion entre peso y nimero de semillas a
niveles intraespecificos (Gambin et al., 2006, 2008). Germain & Gilbert (2014) hallaron
una fuerte evidencia de compensacion entre peso y numero de semillas en 29 especies
anuales de la region del Mediterraneo, mientras que a nivel intraespecifico las correlaciones
fueron variables, sugiriendo que diferentes limitantes operan a distintos niveles de
organizacion ecologica. Gambin & Borras (2010) hallaron una correlacién negativa entre
peso y numero de semillas al evaluar 15 especies ampliamente cultivadas. Primack (1979)
hall6 una significativa correlacion negativa entre el peso y numero de semillas en 13
especies del género Plantago provenientes de poblaciones naturales y 25 procedentes de
colecciones de herbarios. Shipley & Dion (1992) hallaron una correlacion negativa entre
peso y nimero de semillas por inflorescencia para 57 especies herbaceas de Angiospermas.
Iguales resultados hallaron Greene & Johnson (1994) analizando los datos de produccion de
semillas de Salisbury (1974) para 34 especies de hierbas nativas de Gran Bretada.
Jakobsson & Erikson (2000) hallaron esa misma evidencia de compensacion para 72
especies tipicas de pastizales de Suecia. Por otro lado, Gnan et al. (2014) hallaron un efecto
compensatorio entre peso y numero de semillas al evaluar lineas multiparentales de
Arabidopsis thaliana, sugiriendo que la alta independencia genética del peso de semillas
respecto al numero, convierte a este caracter objetivo para programas de mejoramiento.
Existen evidencias de un fuerte control genético para el tamafio de semilla en especies
vegetales silvestres y cultivadas (Sadras, 2007). Estudios en gramineas cultivadas han
reportado valores elevados de heredabilidad (>0.72) para tamafio de semillas (Oram, 1982;
Belay et al., 1993; Lamadji et al., 1995; Moghaddam et al., 1997; Holland & Munkvold,
2001; Boe, 2003; Cisse & Ejeta, 2003; Mihaljevic et al., 2004; Peighambari et al., 2005).
Se han encontrado genes asociados en el control del peso de semillas que explican en
menor o mayor medida la variacion fenotipica para dicho caracter (Doebley et al., 1994;
Luo et al., 2005; Tang et al., 2006). En base a esto, Sadras (2007) propone que la
asignacion de recursos para la reproduccion implica una alta plasticidad en el numero de
semillas, para una disponibilidad variables de recursos, y un estrecho rango de peso de
semillas como resultado de la seleccion evolutiva y agrondmica.

Estos antecedentes sostienen que el efecto compensatorio entre peso y nimero de semillas

puede darse a niveles inter e intraespeficos. En el presente estudio se halldé correlacion
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lineal negativa entre peso de semillas y nimero de inflorescencias al analizar 21
poblaciones de 7. crinita, y entre peso de semillas y nimero de semillas por planta al
analizar 6 poblaciones, mientras que ninguna relacion se observo para 7. pluriflora. Esto
evidencia una fuerte compensacion del peso de semillas en 7. crinita, a partir de un mayor
numero de semillas por planta dada por una mayor produccion de inflorescencias.

En este sentido, numerosos estudios han utilizado la estadistica multivariada para predecir
las respuestas de organismos biologicos a diversos parametros a los que se encuentran
asociados. Es conocido su uso en seleccion gendmica en programas de fitomejoramiento
para predecir la ganancia genética a partir de caracteres poligénicos asistido por marcadores
moleculares o estudios de progenies (Crossa et al., 2010; Lorenz, 2013). Gaudet & Keddy
(1988) demostraron, a partir de andlisis de regresion linear multiple (R?=0.74), que la
habilidad competitiva de las especies puede ser predicha a partir de caracteres fenotipicos
de las especies. Adler et al. (2014) han utilizado dichos modelos para predecir la filogenia
de las especies a partir de caracteres funcionales vegetales. Hector et al. (1999) utilizaron
modelos de regresion linear multiple para predecir el rol de la complementariedad de nicho
y las interacciones entre las especies en la diversidad y productividad en pastizales
europeos. Conti et al. (2013) estudiaron los distintos depdsitos de carbon en ecosistemas del
Chaco semiarido en Argentina a partir de componentes de la diversidad funcional de los
ecosistemas, hallando valores de ajuste (R%) de 0.73 a 0.87. En el presente estudio, los
modelos de prediccion del peso de semillas a partir de variables ecogeograficas del
ambiente de origen, presentaron un ajuste aceptable (R de 0.39 y 0.46 para T. pluriflora y
T. crinita, respectivamente).

En el presente estudio, los modelos de prediccion del peso de semillas a partir de la
estadistica multivariada ecogeografica presentaron un buen ajuste (R* de 0.74 y 0.57 para T.
pluriflora y T. crinita, respectivamente), el cual fue mejor en 7. crinita. Adicionalmente,
los valores de FIV hallados revelan la ausencia de colinearidad entre variables regresoras
(Kleinbaum et al., 1988; Hair et al., 1999), lo que se logré con el descarte previo de
variables altamente correlacionadas. Por consiguiente, dichos modelos de prediccion
deberan ser validados a través de una colecta de germoplasma en futuras misiones de

colecta.
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La conservacion de los habitats naturales y la persistencia de las especies nativas,
incluyendo sus mecanismos de dispersion, se ven agravados por los efectos del cambio
climéatico (Cochrane et al. 2015). Por ello, la rehabilitacién de nichos ecoldgicos se torna de
gran importancia para el mantenimiento de las comunidades vegetales (Grubb, 1977). En
tal sentido, la identificacion de caracteres fijados evolutivamente, como el peso de semillas
en T. crinita, y la conservacion de la variabilidad de dicho caracter asociada al ambiente,
permite el desarrollo de estrategias de manejo adaptables que pueden ayudar a reconstruir
la resiliencia de los ecosistemas, y lo mas importante, identificar poblaciones mas
adecuadas para su restauracion. Por todo lo dicho, hace a este caracter un objetivo

importante de seleccion en programas de domesticacion de 7. crinita.
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CAPITULO I1I

EFECTO DEL PESO DE SEMILLAS SOBRE EL
COMPORTAMIENTO GERMINATIVO DE POBLACIONES DE T.
CRINITA Y T. PLURIFLORA EN CONDICIONES DE ESTRES
HIDRICO Y SALINO
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1. INTRODUCCION

Osmond et al. (1987) definen estrés como “cualquier factor que provoca la reduccion del
crecimiento y reproduccion vegetal por debajo del potencial del genotipo”. En este sentido,
la germinacién en gramineas forrajeras perennes es una etapa muy sensible a estreses
abidticos, debido a que las semillas por lo general son pequenas y deben sembrarse en los
primeros milimetros del suelo, donde se presentan valores mas extremos de estreses tales
como sequia y salinidad (Marcar, 1987; Osmond et al., 1987).

Entre las caracteristicas que influyen en la germinacion, el peso de semillas es el mas
investigado y por lo general se lo asocia positivamente con la germinacion en una variedad
de entornos (Pearson et al., 2002; Kahmen & Poschlod, 2008).

Gran parte de la literatura sobre la variacion del tamafio de la semilla considera que las
diferencias de tamanio de semillas entre las especies se relaciona con las diferentes
condiciones ambientales que enfrentan las plantulas durante el establecimiento (Leishman
et al., 2000). Estas diferencias en el tamafio de la semilla a menudo confieren ventajas en
estadios tempranos del crecimiento, y en la supervivencia y la capacidad competitiva entre
especies (Leishman, 2001; Moles & Westoby, 2002, 2004; Metz et al., 2010; Germain et
al., 2014). En general, se considera que semillas mas grandes es un patrén adaptativo a
condiciones estresantes durante el establecimiento de plantula (Willson, 1983; Westoby et
al., 1992, 1996). La premisa de toda interpretacion adaptativa es que plantulas provenientes
de semillas grandes poseen mas reservas metabolicas en embrion y endosperma disponibles
para su crecimiento inicial (Silvertown, 1989; Westoby et al., 1992). El peso de semillas
refleja la cantidad de las reservas disponibles para el coleoptilo, lo que puede tener efectos
positivos sobre la emergencia, confiriendo mayor apoyo fisico para penetrar el suelo
(Andrews et al., 1997; Gardarin et al., 2010) y reducir la susceptibilidad de las semillas
germinadas a los ataques de hongos y a la sequia (Crist & Friese, 1993; Ganade &
Westoby, 1999).

Sin embargo, a medida que pasa el tiempo luego de la germinacion, el tamafio de la
plantula queda determinado por la tasa relativa de crecimiento (Westoby et al., 1992). Los
mecanismos a través de los cuales el peso de semillas genera ventajas en ambientes
estresantes estan asociados a un mayor tamafio inicial de plantula (Leishman & Westoby,

1994), y en consecuencia de sus proporciones (raiz y tallo) lo que le permite una mejor
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exploracion de recursos (agua, nutrientes, luz) y una rdpida y efectiva simbiosis con
microorganismos del suelo (Westoby et al., 1992).

En general, cuando las condiciones de germinacidon son Optimas no existe relacion entre
tamafio de semillas y poder germinativo y tamafio de plantula (Bretagnolle et al., 1995;
Wang et al., 2009). No obstante, el incremento del peso de semillas ha sido correlacionado
positivamente con una mayor capacidad de geminacion y tamafo de plantula en
condiciones de estrés ambiental como bajas temperaturas (Thompson, 1990; Boyd et al.,
2007, Qiu et al., 2010; Zabala et al., 2011 b), sequia (Gross & Smith, 1991; Leishman &
Westoby, 1994; Daws et al., 2008), salinidad (Khurana & Singh, 2000; Khan & Ungar,
2001; Easton & Kleindorfer, 2009) o deficiencias nutricionales del suelo (Milberg &
Lamont, 1997). Adicionalmente, la intensidad de la lluvia a campo puede tener un impacto
importante ya que plantulas pequefias son mas susceptibles de quedar expuestas a las
condiciones del medio que las més grandes (Leishman & Westoby, 1994).

En todos los casos, la relacion entre peso de semillas y comportamiento germinativo
dependera del nivel al que se analiza, es decir, entre especies o poblaciones dentro de la
especie.

Di Giambatista (2011) observd que semillas de una poblacion de 7. crinita eran capaces de
germinar sin inconvenientes a -0.5 MPa de presion osmotica. Por otro lado, Zabala et al.
(2011 b) encontraron que poblaciones de 7. crinita y T. pluriflora con mayor peso de
semillas presentaron una mayor capacidad de germinacioén en condiciones de temperaturas
subdptimas. Estos resultados pueden estar asociados, en estas semillas de mayor tamafio, a
una mayor capacidad de movilizacion de reservas (Kidson & Westoby, 2000),
especialmente en gramineas ya que poseen una baja relacion embridon/reserva (Martin,
1946).

Tanto la salinidad como la sequia causan una inhibicion del crecimiento de las plantulas a
través de la reduccion del potencial hidrico del suelo. En los ultimos afios, la hidroponia se
ha utilizado para superar los problemas de heterogeneidad y drenaje del suelo, permitiendo
mantener un potencial hidrico constante (Munns et al., 2010). En este sentido, no hay un
medio perfecto para simular de forma fehaciente las condiciones que soportan las plantulas
a campo. En numerosos estudios de germinacion se utilizaron agentes osmaticos inertes de

alto peso molecular como el polietilenglicol (PEG) para simular el estrés hidrico (Dodd &
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Donovan, 1999; Tobe et al., 2000; Almansouri et al., 2001; Cornaglia et al., 2005; Demir &
Mavi 2008), con ventajas ante otras sustancias de menor masa molecular que pueden
ingresar a la raiz y moverse por xilema e interferir en los efectos causados por la presion
osmotica (Munns et al., 2010).

Por otro lado, la salinidad del suelo es un parametro reproducible y se encuentra
correlacionado con el potencial osmotico y la suma de iones presentes en la solucion del
suelo (Dudley, 1994; Marschner, 1995). En la mayoria de los casos la sal predominante en
el cloruro de sodio (NaCl) y ha sido ampliamente utilizada para evaluar la tolerancia a
estrés salino en gramineas (Al-Karaki, 2001; Almansouri et al., 2001; Gulzar & Khan,
2002; Li et al., 2010; Santo et al., 2014). Sin embargo, las concentraciones y el tipo de sales

utilizados dependeran en cada caso de la especie en estudio.

2. HIPOTESIS ESPECIFICAS

En el género Trichloris:

1- Ante condiciones de estrés causado por salinidad y/o sequia, las poblaciones con mayor
peso de semillas presentan mayor poder germinativo y peso de plantula.

2- No existe efecto del ambiente de cosecha que condicione la respuesta germinativa bajo

estrés salino.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar el efecto del peso de semillas en la germinacion ante estrés hidrico y salino en
poblaciones de T. crinita y T. plurifiora.

b) Evaluar el efecto del ambiente de cosecha, en la respuesta germinativa bajo estrés salino,

en poblaciones selectas de 7. crinita y T. pluriflora.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Evaluacion del efecto del peso de semillas en la tolerancia a estrés hidrico y salino
en la etapa germinativa, en poblaciones de 7. crinita y T. pluriflora. (Hipotesis 1,
objetivo a)

Para cada especie fueron utilizadas muestras masales de semillas obtenidas del experimento

4.3. del Capitulo 2, de 21 y 20 poblaciones de 7. crinita y T. pluriflora, respectivamente
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(Ver Anexo 1). Se evaluo6 el efecto del estrés hidrico y salino para las plantulas normales
(Peretti, 1994) germinadas a los 7 y 21 dias, considerados por Zabala et al. (2011 b) los
recuentos iniciales (PGI) y finales de germinacion (PGF), y para peso fresco y seco de
plantulas (PFP, PSP) finalizado el recuento. Se utilizd como sustrato perlita con agua
destilada. Las cariopsis desnudas fueron puestas a germinar bajo un potencial osmético de -
0,5 MPa inducido por el agregado de Cloruro de Sodio (NaCl) y Polietilenglicol (PEG
6000), para la simulacién de estrés salino e hidrico, respectivamente. Dicho potencial
osmotico fue elegido en funcion de bibliografia (Di Giambatista et al., 2010) y ensayos
preliminares. Este potencial permite evaluar la variabilidad existente en el comportamiento
germinativo, ya que a menores potenciales (mas negativos) la germinacién en algunas
poblaciones disminuye de manera considerable, haciéndose nula en algunas. Se evaluaron 3
tratamientos: 1) testigo (agua destilada), 2) salino (soluciéon -0,5 MPa NaCl) e 3) hidrico
(solucidon -0,5 MPa PEG 6000). Se analizaron 3 repeticiones de 30 cariopsis por poblacion
y tratamiento. Las repeticiones fueron dispuestas aleatoriamente en celdas de telgopor con
perlita estéril. Cada bandeja de telgopor (compuesta de 12 celdas) fue puesta dentro de
contenedores plasticos con tapa para evitar la evaporacion de la solucion. Para evitar
diferencias en los niveles de humedad se colocé el mismo volumen de solucion en cada una
de las celdas (30 ml). Las mismas se dispusieron aleatoriamente dentro de una camara de
crecimiento a 28°C, considerada la temperatura 0ptima de germinacion segin Zabala et al.
(2011 b), en presencia de luz. Previo al ensayo de germinacion, se analizo la viabilidad de
una muestra de 50 cariopsis por poblacion mediante el test de tetrazolio adaptado a T.
crinita por Cabeza et al. (1999). El PFP y PSP fue estimado de una muestra de un minimo
de 5 pléantulas por celda, con balanza de precision (0.0001 g).

Los porcentajes de germinacion se calcularon en base a las semillas viables. Las variables
analizadas se expresaron en términos absolutos y relativos. Ambas expresiones analizadas
en conjunto conducen a un correcto andlisis, ya que si bien los valores absolutos tienen
aplicacion directa, si no se analizan en términos relativos a condiciones no estresantes
puede llevar a interpretaciones erroneas relacionadas con la tolerancia per se.

Las diferencias en el PGI, PGF, PFP y PSP (mg) se evaluaron a través de un ANVA
anidado, previo test de normalidad y homogeneidad de varianzas, para los factores especie

(2), poblaciones dentro de especie (41), tratamientos (3) y las interacciones
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correspondientes. El PFP y PSP fueron transformados por la raiz cuadrada del valor para
asegurar la distribucion normal. El factor poblaciones dentro de especies es aleatorio, por lo
cual el término del error para el factor especie fue poblaciones dentro de especie. Las
diferencias de medias se analizaron con el test de Tukey (p<0,05). Adicionalmente, se
realiz6 un analisis de correlacion de Pearson (p<0,05) entre el peso de semillas de cada
poblacion y las variables evaluadas (i.e. PGI, PGF, PFP, PSP). El modelo estadistico para
cada variable queda definido:

Yigg = w0+ 7+ By + v+ (@)t B+ €apr
Y es el valor de la variable asociada al comportamiento germinativo al i-ésimo nivel del
factor especie (E) y al j-€simo nivel del factor poblacion (P) anidado en el i-€simo nivel del
factor E y al k-ésimo nivel del factor tratamiento (T)
u es el efecto medio verdadero
7; es el efecto del i-ésimo nivel del factor E
Bia es el efecto del j-ésimo nivel del factor P anidado en el i-ésimo nivel del factor E
7 es el efecto del k-ésimo nivel del factor T
(7y)ix €s la interaccidn entre el i-ésimo nivel del factor E y el k-ésimo de T
(By)ires la interaccion entre el j-ésimo nivel del factor P y el k-ésimo de T
&Gk es el error asociado a las observaciones correspondiente a los niveles 1 del factor E y j

del factor P anidado en el i-ésimo nivel de E y k del factor T, &g ~ N (0, c°)

4.2. Evaluacion del efecto del ambiente de cosecha en la tolerancia a la salinidad en la
etapa germinativa, en poblaciones selectas de 7. crinita y T. pluriflora (Hipotesis 2,
objetivo b)

En el presente estudio se evalu6 la germinacion de semillas procedentes del experimento
4.5. del Capitulo 2. Se evaluaron poblaciones selectas por ambiente de origen y peso de
semillas, cosechadas en diferentes ambientes (campo experimental de la EEA INTA en
Sumalao, Catamarca y campo experimental Juan Donnet de la FCA-UNL, durante 2014 y
2015) (Ver Tablas 3 y 4). Se utilizaron muestras masales de las poblaciones cosechadas en
los diferentes ambientes y se analizd la respuesta germinativa ante estrés salino a través del
PGI, PGF y PFP. Para la simulacion del estrés salino se utilizé soluciones de NaCl a dos

niveles: 120 mM/L y 240 mM/L. El potencial mas bajo (120 mM) es considerado por
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Munns (2002) una concentracion util para simular el estrés osmotico, ya que a corto plazo
dicho potencial genera un efecto mas osmoético que idnico, el potencial mas alto (240 mM)
estaria generando un efecto i6nico ademas del efecto osmotico. Asi quedaron definidos 3
tratamientos: 1) testigo (agua destilada), 2) estrés salino a 120 mM NaCl/L y 3) estrés
salino a 240 mM NaCl/L. Se analizaron 3 repeticiones de 30 cariopsis por poblacion,
ambiente de cosecha y tratamiento. Las repeticiones fueron dispuestas aleatoriamente en
celdas de telgopor con perlita estéril. Cada bandeja de telgopor (compuesta de 12 celdas)
fue puesta dentro de contenedores plasticos con tapa para evitar la evaporacion de la
solucion, dispuestos aleatoriamente dentro de cdmara de crecimiento a 28°C, en oscuridad.
Para evitar diferencias en los niveles de humedad se colocé el mismo volumen de solucion
en cada una de las celdas (30 ml). Previo al ensayo de germinacion, se analiz6 la viabilidad
de una muestra de 50 cariopsis por poblacion y ambiente de cosecha, mediante el test de
tetrazolio propuesto por Cabeza et al. (1999).

Los porcentajes de germinacion se calcularon en base a las semillas viables y las variables
analizadas se expresaron en términos absolutos y relativos para un correcto andlisis. El PFP
se estimé como el promedio de 5 plantulas por celda, con balanza de precision.

Las diferencias en PGI y PGF y PFP (mg) se evaluaron a través de un ANVA anidado,
previo test de normalidad y homogeneidad de varianzas, para los factores especie (2),
poblaciones dentro de especie (12), ambientes (4), tratamientos (3) y las interacciones
correspondientes. Las variables PGI y PGF fueron transformadas por el ArcoSeno del
valor. Las diferencias de medias se analizaron con el test de Tukey (p<0,05).
Adicionalmente, se realizd un andlisis de correlacion de Pearson (p<0.05) entre las
variables evaluadas y el peso de semillas de cada poblacion en cada ambiente, para los
tratamientos evaluados. La variable peso de semilla fue transformada por el ArcoSeno, para

los andlisis correspondientes.

5. RESULTADOS

5.1. Evaluacion del efecto del peso de semillas en la tolerancia a estrés hidrico y salino
en la etapa germinativa, en poblaciones de T. crinita'y T. plurifiora.

Para el PGI y PGF se hall¢ diferencias significativas (p<0.05) entre poblaciones dentro de

especies, tratamientos e interaccion entre tratamientos y especie. Para el PFP se hallo
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diferencias (p<0.05) entre especies, tratamientos e interaccion entre ambos factores, al igual
que para PSP donde ademas se halld diferencias significativas entre poblaciones. El PGI y
PGF no vari6o entre las especies en el testigo, mientras que en presencia de estrés, 7.
pluriflora mostr6 una marcada disminucion respecto de 7. crinita. T. pluriflora posee
mayor tamafio de plantula en condiciones Optimas de germinacion, aunque en condiciones
estresantes la disminucion del PFP y PSP fue maés evidente en T. pluriflora que en T.

crinita (Fig. 11).
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Figura 11: Efecto del estrés hidrico (PEG) y salino (NaCl), respecto al testigo (T), en la
germinacion y tamafio de plantula en las especies de Trichloris: a) porcentaje de germinacion inicial
(PGI) (7 dias), b) porcentaje de germinacion final (PGF) (21 dias), c) peso fresco de plantula (PFP)

alos 21 dias y d) peso seco de plantula (PSP). Letras distintas indican diferencias significativas

(p<0.05; Tukey).

Para una mejor comprension de los resultados, se realizd6 un ANVA para cada especie. Para
T. crinita, el PGI, PGF, PFP y PSP vari6 significativamente (p<0.0001) entre poblaciones y
tratamientos. En T. pluriflora, se observaron diferencias significativas entre poblaciones y

tratamientos (p<0.0001) para el PGI y PGF, mientras que el PFP y PSP vari6 solo entre
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tratamientos (p<0.0001). Para ambas especies y para todas las variables evaluadas, el peor
comportamiento se observd en el tratamiento de estrés hidrico (PEG 6000), seguido por el
estrés salino (NaCl) y el testigo (Fig. 11). Las diferencias observadas entre poblaciones
para PGI y PGF no se correlacionaron con el peso de semillas en ninguna de las especies,
mientras que el tamafio de plantula se correlacion6 positivamente con el peso de semillas en
los tratamientos testigo y de estrés salino, solo en 7. crinita (Fig. 12 y 13). Debido a que el
PGI se correlaciono6 altamente con el PGF mientras el PFP lo hizo con PSP, en las Figuras
12 y 13 se grafica solo la relacion entre peso de semillas y el PGF y PFP, ya que dichas
variables presentaron el mayor valor de r, respecto a la correlacionada.

Ninguna correlacion fue hallada para los valores relativos.
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Figura 12: Correlacion entre peso de semillas y variables asociadas a la respuesta germinativa en
presencia de estrés hidrico (EH) y salino (ES) y en ausencia de estrés (A) en 7. crinita. Efecto del
peso de semillas en el porcentaje de germinacion final ante: a) EH, b) ES) y ¢) A. Efecto del peso
de semillas en el peso fresco de plantula (transformado por la raiz cuadrada) en condiciones de: d)
EH, e) ES y f) A. Los valores de biomasa fresca de plantula se muestran transformados. Se presenta
la recta de regresion y el valor de R” para el diagrama donde la correlacion fue significativa

(p<0.05).
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Figura 13: Correlacion entre peso de semillas y variables asociadas a la respuesta germinativa en
presencia de estrés hidrico (EH) y salino (ES) y en ausencia de estrés (A) en T. pluriflora. Efecto
del peso de semillas en el porcentaje de germinacion final ante: a) EH, b) ES y ¢) A. Efecto del
peso de semillas en el peso fresco de plantula (transformado por la raiz cuadrada) en condiciones

de: d) EH, e) ES y f) A. Los valores de biomasa fresca de plantula se muestran transformados.

5.2. Evaluacion del efecto del ambiente de cosecha en la tolerancia a la salinidad en la
etapa germinativa, en poblaciones selectas de 7. crinita 'y T. pluriflora.

No se hallo diferencia significativa entre especies para ninguna de las variables evaluadas
por lo que los andlisis se realizaron para cada especie en particular. En el tratamiento con
240 mM de NaCl no se obtuvo germinacion para ninguna de las poblaciones y ambientes
evaluados. En T. crinita se observd variacion significativa en el PGl y PGF entre
poblaciones (p<0.0001), ambientes (p=0.022; p=0.014) y tratamientos (p<0.0001) mientras
que el PFP fue significativamente diferente entre poblaciones (p<0.0001) y ambientes (p =
0.025). En T. pluriflora, la variacion del PGI fue significativa entre poblaciones
(p=0.0018), ambientes (p = 0.001) y tratamientos (p<<0.0001), halldndose interaccioén entre
poblaciones y tratamientos (p=0.018) y entre ambientes y tratamientos (p=0.0007). Las
diferencias de PGF y el PFP fueron significativas entre poblaciones (p=0.0008; p=0.0047),
ambientes (p=0.0002; p=0.0038) y tratamientos (p<<0.0001; p=0.0019).

Para una mejor comprension de los resultados se realizo un ACP por especie y tratamiento.

Se utilizaron las variables evaluadas (PGI, PGF, PFP) y se adiciono al anélisis en peso de
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semillas. En 7. crinita para el tratamiento testigo, la CP1 explico 81.6% de la variacion
observada mientras que la CP2 aport6 un 11.8% al total de 93.4% (Fig. 14 a). En la Tabla 7
pueden observarse los valores de los autovectores que indican la contribucion de las
variables en cada CP. Las poblaciones se mantuvieron agrupadas, a pesar de los diferentes
ambientes de cosecha. Las poblaciones de mayor peso de semillas como la 7320 (originaria
de ambiente arido) y la 8297 (originaria de ambiente salino) se diferenciaron de las de bajo
peso de semillas de dichos ambientes (7390 y 7602, respectivamente), mientras que las
poblaciones de ambiente hiimedo (8492 y 8608) se mantuvieron agrupadas, al igual que en
el analisis del peso de semillas del experimento 5.4. El peso de semillas se correlaciond
positivamente con el PGI (p=0.0001; r=0.72), PGF (p<0.0001; r= 0.77) y el PFP
(p<0.0001; r=0.73). En el tratamiento salino (120 mM), las CP explican un 89.3 % de la
variacion obtenida (Fig. 14 b). Si bien no se hallé un patrén claro en la respuesta, la
poblacion 7320, de mayor PS, se diferencié claramente del resto. El peso de semillas se
correlacion6 positivamente con el PGI (p=0.0176; r=0.57), PGF (p=0.0001; r= 0.79) y el
PFP (p=0.002; r=0.69). La contribucion relativa de cada variable al ACP puede hallarse en
la Tabla 6.
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Figura 14: Biplot resultante del analisis de componentes principales para evaluar la respuesta

germinativa en 7. crinita, en los tratamientos: a) testigo y b) salino (120 mM NaCl). Para cada

punto se indica el ID de poblacion seguido del ambiente. Ambientes: 1) Esperanza afio 2014, 2)

Esperanza afio 2015, 3) Catamarca afio 2014 y 4) Catamarca afio 2015. Variables: PGI: Porcentaje

de germinacion inicial. PGF: Porcentaje de germinacion final. PFP: Peso fresco de plantula. PS:

Peso de semillas.
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Tabla 7: Valores de los autovectores del analisis de componentes principales para evaluar la

respuesta germinativa para cada especie del género Trichloris, en condiciones testigo y en salinidad.

Trichloris crinita
Testigo Salinidad
Variables
CP1 CP2 CP1 CP2
ASEN PGI 0.52 -0.48 0.47 0.67
ASENPGF 0.53 -0.43 0.54 0.23
ASEN PS 0.49 0.31 0.51 -0.28
PFP 0.46 0.70 0.46 -0.65
Trichloris pluriflora
Testigo Salinidad
Variables
CP1 CP2 CP1 CP2
ASEN PGI 0.54 -0.45 0.47 0.65
ASEN PGF 0.54 -0.45 0.56 0.3
ASEN PS 0.49 0.44 0.46 -0.56
PFP 0.43 0.63 0.51 -0.42

El ACP correspondiente a 7. pluriflora arrojo resultados diferentes. En el tratamiento
testigo, las CP explican un 92.7 % la variacion observada. En el presente andlisis, se
observa un patron claro dado por el agrupamiento de poblaciones por ambiente de cosecha
(Fig. 15 a). En la Tabla 7 pueden observarse los autovectores que muestran la contribucion
de cada variable en las CP. En general, semillas de las poblaciones cosechadas en
Esperanza durante 2015 tuvieron el comportamiento mas pobre. El PS se correlacion6
positivamente con el PGI (p=0.009; r=0.53), PGF (p=0.01; r=0.53) y el PFP (p=0.0002;
r=0.7). En el experimento con salinidad (120 mM), las CP explicaron un 80.9 % de la
variabilidad hallada, sin embargo, no se observd un patron de agrupamiento entre
poblaciones ni ambientes (Fig. 15 b). El peso de semillas se correlacion6 solo con PFP
(p=0.013; r=0.55). La contribucion de cada variable al andlisis puede observarse en los

valores de los autovectores de la Tabla 6.
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Figura 15: Biplot resultante del analisis de componentes principales para evaluar la respuesta

germinativa en T. pluriflora, en los tratamientos: a) testigo y b) salino (120 mM NaCl por litro).

Para cada punto se indica el ID de poblacion seguido del ambiente. Ambientes: 1) Esperanza afo

2014, 2) Esperanza afio 2015, 3) Catamarca afio 2014 y 4) Catamarca afio 2015. Variables: PGI:

Porcentaje de germinacion inicial. PGF: Porcentaje de germinacion final. PFP: Peso fresco de

plantula. PS: Peso de semillas.
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En general, la respuesta germinativa hallada en 7. crinita es debida a la variacion
interpoblacional en ambos tratamientos, mientras que en 7. pluriflora los ambientes de
cosecha tuvieron un importante peso el comportamiento observado. Esto se sustenta con los
componentes de la varianza obtenidos para todas las variables evaluadas en cada especie y

tratamiento (Tabla 8).

Tabla 8: Componentes de la varianza obtenidos a partir de las esperanzas de los cuadrados medios

del ANVA para cada especie y tratamiento, para las variables asociadas a la respuesta germinativa.

Trichloris crinita

Fuentes de Testigo Salinidad

Variacién PGI PGF PFP PGI PGF PFP
Poblacion (P) 65 54 70 67 84 12
Ambiente (A) 16 29 20 10 10 18
P*A 7 0 0 10 0 0
Error 12 17 10 14 6 69

Trichloris pluriflora

Fuentes de Testigo Salinidad

Variacién PGI PGF PFP PGI PGF PFP
Poblacién (P) 31 26 21 0 27 58
Ambiente (A) 64 69 63 67 52 0
P*A 0 1 0 0 0 0
Error 5 4 16 33 21 42

PGI: porcentaje de germinacion inicial. PGF: Porcentaje de germinacion final. PFP: Peso fresco

de plantula.

Debido a que en el experimento en condiciones de elevada salinidad no se observo
germinacion para ninguna especie, poblacion ni ambiente de cosecha, finalizado el recuento
de germinacion, las semillas y el sustrato fueron enjuagados con agua destilada y puestos a
germinar en condiciones optimas de temperatura (28°C). A los 7 dias se efectu6 el recuento
de semillas germinadas para evaluar el porcentaje de recuperacion. Las semillas germinaron
cuando se restituyeron las condiciones Optimas de germinacion. Sin embargo esta respuesta
fue variada. Se hall6 una capacidad de recuperacion significativamente diferente entre

poblaciones de T. crinita (p=0.0001), mientras que en 7. pluriflora se observaron
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diferencias significativas entre poblaciones (p=0.002) y ambientes (p<0.0001). Se hall6

interaccion entre poblaciones y ambientes en ambas especies (p<0.05) (Fig. 16). Esta

respuesta diferencial no estuvo asociada al peso de semillas.
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Figura 16: Porcentaje de recuperacion de la capacidad germinativa en semillas de poblaciones

selectas de T. crinita 'y T. pluriflora cosechadas en distintos ambientes, al restablecerse las

condiciones Optimas para la germinacion luego de estar embebidas en solucion salina (240 mM de

NaCl por litro) durante 21 dias. Resultados para: a) T crinita y b) T. pluriflora. DMS: Diferencias

minimas significativas entre poblaciones (P) y ambientes (A). E14: Esperanza afio 2014. E15:

Esperanza afio 2015. C14: Catamarca afio 2014 y C15: Catamarca afio 2015.
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6. DISCUSION

Para T. crinita se confirma que el mayor peso de semillas mejora la respuesta germinativa a
través de un mayor tamano de plantula, tanto en presencia como en ausencia de estrés.
Estos resultados son coincidentes con lo hallado por Khan & Ungar (2001), quienes
observaron que plantas de Halophyrum mucronatum provenientes de semillas mas grandes
mostraron una mayor capacidad para germinar y establecerse en condiciones estresantes de
sequia y salinidad en las dunas de las costas del mar Arabigo. Del mismo modo, Khurana &
Singh (2000) observaron que plantas provenientes de semillas mas pesadas de Albizia
procera sobrevivieron a condiciones de estrés hidrico severo, mientras que aquellas
provenientes de semillas pequenas tuvieron menor supervivencia. Otros autores han hallado
resultados similares a nivel interespecifico. En un estudio llevado a cabo por Zhang et al.
(2015) en 12 especies haldfitas, hallaron que especies con mayor peso de semillas fueron
mas tolerantes al estrés salino, coincidente con lo sefialado por Easton & Kleindorfer
(2009) al estudiar 12 especies halofitas australianas del género Frankenia. Larson et al.
(2015) estudiaron 47 especies de gramineas ampliamente distribuidas en ambientes aridos
del oeste de Estados Unidos y observaron que especies con semillas mas grandes tenian
mayor probabilidad de germinacion en condiciones de estrés hidrico, en concordancia con
lo hallado por Moles & Westoby (2004) quienes mencionan que un alto peso de semillas
favorece la germinacion y el tamafio de plantula, aunque el efecto global luego de la
emergencia es pequefio.

Este comportamiento se podria deber, tal como sugieren Milberg & Lamont (1997) y
Hewitt (1998), a que semillas mas grandes tienen la capacidad de almacenar cantidades
mayores de hidratos de carbono en endosperma o cotiledones, lo que permitiria una
temprana asignacion de recursos a tejido radicular y fotosintético dando lugar a un
crecimiento mas rapido y con mayor capacidad de afrontar cualquier estrés abidtico. Por
otra parte, tanto la germinacion como la tolerancia a situaciones estresantes requieren
energia (Yeo, 1983; Zhang et al., 2010), la que se consume durante el transporte de iones
y/o en la sintesis de solutos compatibles (Flowers & Colmer, 2008). Semillas més grandes
contienen mas reservas, lo que se traduce en mayor energia, por lo que en condiciones de
estrés salino tienden a tener una mayor capacidad para mantener la homeostasis de iones y

compartimentar iones (Zhang et al., 2015) y por otro lado, producir tempranamente un
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sistema radicular mas desarrollado para obtener agua y tolerar la sequia (Baker, 1972;
Marshall, 1986; Wulff, 1986; Leishman & Westoby, 1994).

En el capitulo anterior, se observoé una fuerte relacion entre el peso de semillas y el
ambiente de origen en 7. crinita, donde el peso de semillas aumentaba hacia el limite sur-
oeste de distribucidon en el cual se presentan los valores mas extremos de aridez. En el
presente capitulo, se halld6 que poblaciones con semillas mas pesadas, tienen la capacidad
de generar plantulas mas grandes en presencia y ausencia de estrés osmotico. Lo que
comprueba que 7. crinita posee una estrategia adaptativa, a través de la cual poblaciones
originarias de ambientes con restricciones poseen mayor peso de semillas que le confiere
una ventaja para superar la etapa germinativa. En este sentido, Zabala et al. (2011 b)
hallaron que poblaciones de 7. crinita procedentes de ambientes con restricciones bidticas
presentaron un mayor peso de semillas y una mayor capacidad de germinar en condiciones
suboptimas de temperatura.

En ambientes aridos, como lo son los ambientes tipicos de la ecorregion del Monte, la
germinacion y emergencia de plantulas ocurren cuando las precipitaciones superan un valor
umbral (Greco et al., 2013). En esta region, la emergencia de gramineas perennes nativas
depende excepcionalmente de afios lluviosos (Marone et al., 2000). Villagra et al. (2011) y
Greco et al. (2013) hallaron que plantulas de 7. crinita emergieron cuando el régimen
hidrico superaba los 40 mm en la estacion calida. Por otro lado, Greco & Cavagnaro (2002)
observaron que genotipos de diferentes niveles de productividad mantenian su
comportamiento en condiciones de estrés hidrico. Estos antecedentes, sumados a los
resultados hallados en el presente capitulo, sugieren una fuerte adaptacion local de
poblaciones en 7. crinita, que han desarrollado caracteristicas, tales como el peso de
semillas, que le permiten una emergencia e implantacion rapida en ambientes estresantes,
ademds de otros caracteres morfofisiologicos, tales como altura del follaje, area foliar,
velocidad de desarrollo foliar, biomasa radicular, relacion biomasa aérea/raiz (Greco &
Cavagnaro, 2002), que les permitirian evitar o tolerar el estrés en etapas avanzadas.

Las poblaciones de 7. crinita colectadas en ambientes salinos (7602 y 8297) no mostraron
una respuesta diferencial en el comportamiento germinativo y crecimiento inicial en
condiciones de estrés osmotico. En dichos ambientes la germinacion ocurre luego de las

precipitaciones, las que reducen la salinidad en la superficie del suelo (Khan, 1999). Por lo
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que la tolerancia a dichas condiciones estresantes, es debida a mecanismos que le permiten
tanto tolerar como evitar el estrés a altos niveles de salinidad (Nichols et al., 2008; Zhang et
al., 2015), tales como caracteristicas morfofisiologicas que permiten la exclusion de iones o
ajuste osmotico para evitar o minimizar el efecto toxico (Marcum & Murdoch, 1994;
Marcum, 1999, Luca et al., 2001).

En T. pluriflora, las diferencias halladas en la germinacion y peso de plantulas no se
asociaron al peso de semillas, al evaluar un gran numero de poblaciones. En esta especie, el
ambiente de cosecha tuvo una gran influencia en la respuesta germinativa, al analizar
poblaciones de diferente origen geografico y peso de semillas, mientras que en 7. crinita
dicha variacion estuvo determinada fuertemente por la variabilidad genética
interpoblacional. Este comportamiento se ha observado en el capitulo anterior en el que el
ambiente de cosecha tuvo mayor influencia en el peso de semillas en poblaciones selectas
de T. pluriflora que en T. crinita. Lo dicho permite inferir que 7. crinita posee un patréon de
comportamiento definido y una fuerte base genética asociada al peso de semillas, que se
traduce al comportamiento germinativo. Mientras que 7. pluriflora presenta una respuesta
plastica al ambiente de crecimiento y desarrollo.

La plasticidad fenotipica, definida como la capacidad de un genotipo de generar multiples
fenotipos dependiendo de las condiciones ambientales (Bradshaw, 1965; Sultan & Stearns
2005), no soélo esta definida por la estructura y funcion del genoma vegetal, sino también
por su regulacion durante desarrollo. En poliploides, dicha plasticidad se debe tanto a
cambios genéticos como epigenéticos, que podrian promover el crecimiento, desarrollo y
adaptacion a numerosas condiciones ambientales (Bretagnole & Thompson, 2001; Song &
Chen, 2015). Los cambios genéticos que acompafian la poliploidizacion confieren mayor
flexibilidad genética y bioquimica (Samuel et al., 1990; Dhawan & Lavania, 1996), que
determinan una mayor diversidad de metabolitos responsables de la alta estabilidad en la
expresion fenotipica en poliploides respecto a diploides (Bingham, 1980; Levin, 1983).
Esto les permite amortiguar la variacién ambiental y mantener la homeostasis fenotipica en
caracteres relacionados al fitness (Bretagnole & Thompson, 2001), tales como el peso de
semillas (Adler et al., 2014) y en consecuencia la respuesta germinativa y la supervivencia
y crecimiento de plantula (Leishman et al., 2000). Sin embargo, gran parte de la plasticidad

funcional en poliploides se correlaciona con cambios en la expresion génica durante y
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luego de la transcripcion. Tales cambios de expresion génica son controlados en gran parte
por mecanismos epigenéticos que regulan, directa e indirectamente, la variacion fisiologica
y del desarrollo (Lee & Chen, 2001; Wang et al., 2006; Ni et al., 2009). Dicho esto, la
variacion fenotipica transgeneracional puede estar asociada a modificaciones epigenéticas
en respuesta al ambiente (Boyko et al., 2010; Boyko & Kovalchuk, 2011). Evidencias de
control genético y epigenético en la modulacion del peso de semillas han sido halladas en
Arabidopsis thaliana (Li et al. 2013). Adicionalmente, Vu et al. (2015) hallaron variacion
genética en la plasticidad transgeneracional dentro de Medicago truncatula y demostraron
que la exposicidon parental a un estrés ambiental influencia en la expresion del peso de
semillas y comportamiento germinativo. Estos antecedentes sugieren que podria existir un
mecanismo epigenético en la regulacion del peso de semillas en 7. pluriflora ya que,
genomas mas complejos, como es el caso de esta especie (2n=6x=60), con mayor nimeros
de cromosomas, pueden tener una mayor tendencia a adaptarse a diferentes ambientes
(Boyko & Kovalchuk, 2011), condicionando a la descendencia.

A pesar que el peso de semillas favorece la germinacién en situaciones estresantes,
condiciones de salinidad que van mas alld del limite de tolerancia pueden inhibirla,
retrasarla o hasta causar la pérdida de viabilidad de las semillas (Khan & Gul, 2006). De
modo que un incremento en el estrés salino puede producir dormicion secundaria
fisiologica, determinando un retraso en el inicio del proceso germinativo y una reduccion
en el porcentaje de semillas germinadas (Baskin & Baskin, 1998). Sin embargo, cuando se
reduce el estrés salino, la capacidad germinativa se puede recuperar parcial o
completamente (Khan, 2003). Este comportamiento ha sido observado en el presente
capitulo en poblaciones de ambas especies de Trichloris, ya que semillas de diferentes
poblaciones puestas a germinar en condiciones extremas de salinidad (240 mM de NaCl/L)
no germinaron, y fueron capaces de recuperar la capacidad germinativa,
independientemente del peso de semillas, luego de ser lavadas y transferidas a agua
destilada. Resultados similares han sido hallados por Khan & Ungar (1999), Gulzar &
Khan (2001), Santo et al. (2014) y Zhang et al. (2015).

Si bien el PEG ha sido ampliamente utilizado para simular el estrés osmotico (Dodd &
Donovan, 1999; Tobe et al., 2000; Almansouri et al., 2001; Cornaglia et al., 2005; Demir &

Mavi 2008), presenta ciertas dificultades que pueden interferir en los experimentos. Una de
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las dificultades se debe a que no permite una adecuada difusion de O; a las raices (Mexal et
al., 1975; Verslues et al., 1998). Aunque una correcta aireacion de la solucion puede
solucionar este problema (Verslues et al., 1998), el dafio en las raices por el burbujeo y la
manipulacion de las plantulas suma otro inconveniente (Munns et al., 2010). Por lo dicho,
es posible que en el experimento realizado con PEG (6000) haya interferido en la difusion
de O, a las raices, sobreestimando el efecto del estrés hidrico en la respuesta germinativa,
ya que los peores resultados fueron hallados en este tratamiento.

Los resultados obtenidos sugieren que la seleccion natural ha operado a favor de un mayor
peso de semillas en poblaciones de 7. crinita de ambientes marginales, como estrategia de
adaptacion local que le permitiria germinar bajo condiciones estresantes. En cambio, para
T. pluriflora se hall6 una mayor plasticidad fenotipica, por lo que resulta dificultoso hallar

patrones de comportamiento.
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CAPITULO IV

EFECTO DEL ESTRES HiDRICO Y SALINO SOBRE EL
CRECIMIENTO INICIAL EN GENOTIPOS DE 7. CRINITA Y T.
PLURIFLORA SELECTOS POR SU ORIGEN GEOGRAFICO Y EL
PESO DE SEMILLAS
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1. INTRODUCCION

En general, en las etapas iniciales del desarrollo de la planta, existe una relacion positiva
entre el tamano de semilla y su poder germinativo y posterior tamaio de plantula
(Leishman et al., 2000). El incremento del tamafio de fruto y semillas son parte de los
caracteres en el denominado sindrome de domesticacion (Doganlar et al., 2000; Hancock,
2004). Sin embargo, la magnitud del efecto del tamafo de la semilla en etapas posteriores
es variable, sobre todo en ambientes restrictivos donde otros caracteres adaptativos
(morfologicos o bioquimicos) podrian tener mayor relevancia (Westoby et al., 1992;
Westoby, 1998).

En general la definicion de la tolerancia al estrés en los cultivos implica determinar un nivel
de estrés a partir del cual la produccion de biomasa se ve comprometida, en relacion al
potencial de un determinado genotipo en condiciones Optimas (Maas & Hoffman, 1977;
Boyer, 1982; Tester & Bacic, 2005). Tradicionalmente, el método clasico de seleccion en
para tolerancia al estrés abidtico se basa en la respuesta del rendimiento. Sin embargo, el
considerable progreso en el conocimiento de las bases celulares y fisiologicas de la
tolerancia alcanzado hasta el momento, han ampliado el espectro de caracteres
potencialmente utiles como criterios de seleccion para situaciones de estrés abidtico. En
este sentido, el estrés oxidativo es un estrés secundario en respuesta a condiciones de estrés
ambiental (sequia, salinidad, altas y bajas temperaturas), que induce una sobreproduccion y
acumulacion de moléculas denominadas Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) (Chanda &
Dave, 2009; Demidchik, 2015). Las ERO comprenden formas de oxigeno activado, que
incluye radicales libres y no libres, que interactian con los componentes celulares causando
su disfuncion. La pérdida de clorofila, la peroxidacion de los lipidos (estimado a través del
contenido de malondialdehido-MDA) y la fuga de electrolitos celulares son considerados
indicadores de dafos causados por el estrés oxidativo (Dhindsa & Matowe, 1981; Wise &
Naylor 1987). El contenido de MDA ha sido un indicador ampliamente utilizado para la
evaluacion de la tolerancia al estrés por salinidad y sequia en diversas especies (Gossett et
al., 1994; Lutts et al., 1996; Sairam et al., 1998; Shalata & Tal, 1998; Luna et al., 2000;
Hediye Sekmen et al., 2007; Moussa & Abdel-Aziz, 2008; Mishra et al., 2013), donde un
alto contenido de MDA, refleja mayor estrés oxidativo y consecuente peroxidacion de los

lipidos.
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A su vez, el incremento de la actividad de las ERO puede inducir actividad antioxidante
(Bergendi et al., 1999; Flowers & Colmer, 2015). La determinaciéon de la actividad
antioxidante no enzimatica, medida a través de reduccion del i6n Fe™ a Fe™ (Ferric
reducing antioxidant power, FRAP), ha sido ampliamente utilizada para evaluar el
potencial efecto antioxidante en numerosas especies (Dehghan et al., 2007; Céspedes, 2008;
Chakraborty & Mitra, 2008; Kukic et al., 2008; Adedapo et al., 2009; Chanda & Dave,
2009; Liu et al., 2009; Sun et al., 2009; Luna et al., 2016). Esta actividad antioxidante no
enzimatica se genera en respuesta al estrés oxidativo (Chanda & Dave, 2009), por lo que
resulta una medida indirecta del dafio causado por el estrés.

En condiciones de estrés hidrico, existen evidencias de adaptaciones morfoldgicas en
raices, tales como aumento de su produccion y/o alargamiento (Hsiao & Acevedo, 1974;
Turner & Begg, 1976; Greco & Cavagnaro, 2005), dado por un incremento en la asignacion
de carbohidratos hacia las raices (Gastal & Durand, 2000), lo que permite una mayor
exploracion del suelo y un aumento de la absorcion de agua (Venables & Wilkins, 1978).
En la mayoria de los casos esta adaptacion se hace a expensas de una menor biomasa aérea
y supervivencia del tejido foliar (Couso et al., 2010). Otra de las estrategias de las especies
en condiciones de estrés por sequia es un uso conservador del agua, basado en una lenta
extraccion del agua del suelo y menor tasa de transpiracion, evitando la desecacion y
mortalidad de la biomasa vegetal (Qian & Fry, 1997; Heschel et al., 2002; Zhang et al.,
2004). A nivel bioquimico, la acumulacion de solutos compatibles en el citoplasma pueden
reemplazar el agua en algunas reacciones bioquimicas y también pueden asociarse con
lipidos o proteinas y prevenir la desintegracion de la membrana, la disociacion de
complejos de proteinas o la inactivacion de enzimas, impidendo la pérdida de agua celular,
manteniendo su equilibrio osmoético (Bohnert & Jensen, 1996; Serraj & Sinclair, 2002;
Tyerman et al., 2002; Reddy et al., 2004). Greco & Cavagnaro (2003) estudiaron el efecto
del estrés hidrico en la etapa reproductiva en tres ecotipos de 7. crinita de diferente
productividad de biomasa provenientes de la provincia fitogeografica del Monte, hallando
que en todos los ecotipos el estrés hidrico afectd la expansion foliar y la produccion de
biomasa aérea. Sin embargo, el estrés hidrico modificé de manera particular la particion de
biomasa a raiz, siendo mayor en el genotipo proveniente de ambiente mas arido, sugiriendo

una posible asociacion con su adaptaciéon a un ambiente con restriccion hidrica. Sin
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embargo, cuando Cavagnaro et al. (2006) evaluaron caracteres morfoldgicos agronémicos
en 20 accesos de 7. crinita, no hallaron asociacion entre dichos caracteres y las condiciones
del habitat de origen de los materiales. Los estudios llevados a cabo por Quiroga et al.
(2013) con materiales de 7. crinita procedentes de ambientes contrastantes (arido vs.
himedo), hallaron en materiales originarios de ambientes aridos, menor senescencia foliar
y mayor tasa de expansion foliar en condiciones de estrés hidrico, asociado a una lenta
extraccion del agua edafica, demostrando un patron adaptativo a tales condiciones
estresantes. Hasta el momento, no se registran antecedentes de estudios similares en 7.
pluriflora.

En algunas gramineas hal6fitas correspondientes a la subfamilia Chloridoideae, a la que
pertenece el género Trichloris, se han reportado mecanismos de tolerancia a la salinidad,
como el ajuste osmotico a través de la acumulacion de solutos compatibles, como betainas
y prolinas (Marcum & Murdoch, 1994; Marcum, 1999, de Luca et al., 2001; Qian et al.,
2001) y la excrecion de iones a través de glandulas de sal (Amarasinghe & Watson, 1989;
Marcum & Murdoch, 1994; Taleisnik et al., 1997; de Luca et al., 2001; Alshammary et al.,
2004). Sin embargo, las glandulas de sal no son exclusivas de las halofitas. En el género
Spartina se hallaron glandulas de sal en halofitas como glicofitas, sugiriendo que puede ser
un caracter ancestral en el género (Flowers et al., 2010). La tasa de excrecion en glandulas
de sales predice efectivamente la tolerancia al estrés salino en varios géneros de
Chloridoideae (Marcum, 1999) e incluso entre genotipos dentro de especies de un mismo
género (Marcum et al., 1998) y clones dentro de una especie (de Luca et al., 2001). En el
estudio llevado a cabo por de Luca et al. (2001) en clones de Chloris gayana tolerantes y
susceptibles a la salinidad, hallaron una mayor tasa de excrecion Na/" en los clones
tolerantes, observando una correlacion entre glandulas de sales e iones excretados.
Adicionalmente, observaron dano oxidativo en los materiales susceptibles, en concordancia
a lo hallado por Luna et al (2000), como consecuencia de la acumulacién de iones en
compartimentos metabolicos o una mayor sensibilidad en el efecto toxico de los iones. En
materiales susceptibles, dicho dafio oxidativo es responsable de la senescencia acelerada del
tejido foliar y una menor expansion foliar y produccion de biomasa. Resultados similares
han sido hallados por Marcum (1999) en la tolerancia a la salinidad asociada a la excrecion

de iones Na'/K" en 7 especies de la subfamilia Chloridoideae. En un estudio llevado a cabo
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por Zabala et al. (2011 a), se inform6 sobre glandulas de sal activas tanto en 7. crinita
como en 7. pluriflora, siendo mas abundantes en la cara abaxial de la ldmina foliar y
presentandose en mayor numero en 7. crinita.

Trichloris crinita es una graminea tipica de los pastizales de ambientes aridos y semiaridos
de Argentina, aunque también crece en ambientes himedos (desde los 100 hasta 1000 mm
de precipitacién anual). Es considerada una especie haldfita, ya que crece también en
ambientes salinos extremos de Argentina. Por otro lado, 7. pluriflora crece en ambientes
semidridos a humedos (desde los 400 hasta los 1000 mm de precipitacion anual). No crece
en ambientes salinos (por lo que se podria considerar glicofita). Esta amplitud seguramente
ha llevado al desarrollo de adaptaciones morfoldgicas y bioquimicas diferenciales asociadas
al nivel de estrés hidrico o salino del ambiente de origen. Algunas de estas adaptaciones
relacionadas a la longitud radical y la capacidad de extraccion de agua del suelo,
acumulacion de carbohidratos solubles en tallo, eficiencia en el uso del agua, secrecion de
sales a través de glandulas de sal, entre otras, son utilizadas como criterios de seleccion en
programas de mejoramiento de especies para dichos ambientes (Bal & Dutt, 1986;
Reynolds et al., 2007; Yadav et al., 2012). No obstante, en ninguna de las dos especies de
Trichloris se ha estudiado el efecto del peso de semillas en la tolerancia al estrés hidrico o
salino en la etapa de crecimiento inicial, ni estudiados los mecanismos fisiologicos o
bioquimicos desarrollados por las especies como caracteres adaptativos para dichos

estreses.

2. HIPOTESIS ESPECIFICAS

1- La tolerancia al estrés hidrico en crecimiento inicial, en genotipos de 7. crinita y T.
pluriflora, no esta asociado al peso de semillas sino a caracteres morfoldgicos adaptativos.
2- La tolerancia al estrés hidrico en crecimiento inicial, en genotipos de 7. crinita y T.
pluriflora, esta asociado al estrés oxidativo en respuesta al estrés hidrico.

3- La tolerancia al estrés salino en crecimiento inicial, en genotipos de 7. crinita y T.
pluriflora, no estd asociado al peso de semillas sino a caracteres morfofisiologicos
adaptativos.

4- La tolerancia al estrés salino en crecimiento inicial, en genotipos de 7. crinita y T.

pluriflora, esta asociado al estrés i6nico y oxidativo, en respuesta al estrés salino.
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3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Evaluar el efecto del estrés hidrico en caracteres morfologicos y fisiologicos, asociados
al estrés oxidativo, en genotipos de 7. crinita y T. pluriflora selectos por su ambiente de
origen y su peso de semillas, durante el crecimiento inicial.

b) Evaluar el efecto del estrés salino en caracteres morfologicos y fisioldgicos, asociados al
estrés i6nico y oxidativo, en genotipos de 7. crinita y T. pluriflora selectos por su ambiente

de origen y su peso de semillas, durante el crecimiento inicial.

4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Diseiio experimental

El ensayo de crecimiento inicial se realizé en condiciones de hidroponia. Se utilizaron 4
genotipos de 7. crinita y 5 de T. pluriflora provenientes de las poblaciones del experimento
4.4 del Capitulo 2, de diferente peso de semillas y origenes geograficos. Se seleccion6 un
genotipo representativo por poblacion, selecto de acuerdo a su peso de semilla (de las
poblaciones con mayor peso de semillas se eligieron los genotipos con mayor peso de
semillas). En 7. crinita se utilizaron los genotipos 7320 (0.353 g/1000 semillas) y 7390
(0.186 g/1000 semillas), originarios de ambientes secos, el genotipo 8297 (0.205 g/1000
semillas) de ambiente salino y el 8608 (0.242 g/1000 semillas) proveniente de ambiente
himedo. En T. pluriflora, el genotipo 7958 (0.250 g/1000 semillas) proviene de ambiente
seco, los genotipos 8419 (0.244 g/1000 semillas) y 8466 (0.196 g/1000 semillas) son
originarios de ambientes himedo, mientras que los genotipos 7000 (0.250 g/1000 semillas)
y 7967 (0.225 g/1000 semillas), provienen de ambientes intermedios. Para mas detalles del
origen consultar el Anexo 1.

Para la simulacion del estrés hidrico se utilizd el disefio experimental propuesto por
Fernandez & Reynolds (2000), una modificacion del sistema de subirrigacion descripto por
Snow & Tingey (1985) el cual ha sido utilizado para evaluar la tolerancia al estrés hidrico
en otras gramineas (Ferndndez & Reynolds, 2000; Couso et al., 2010; Couso & Fernandez,
2012). Para simular el estrés salino se utilizdo el mismo disefio que para el tratamiento
testigo, con el agregado de sal de NaCl. En este ensayo se utilizaron bateas de 30 litros en

donde se dispuso un solido poroso (espuma floral OASIS ®) de 24 cm de altura por encima

70



del cual se ubicaron las macetas sin base de 250 cm® , levemente incrustadas en el solido
poroso (Figura 17). Las macetas se llenaron con perlita y se sembraron semillas de los
genotipos selectos. Luego de la emergencia de las plantulas, se efectud un raleo dejando

una plantula por maceta. Se realizaron 3 repeticiones por genotipo (36 macetas).

\@QYW

Figura 17: Diagrama de la metodologia utilizada para imponer el estrés hidrico y salino, basado en
Snow & Tingey (1985): a) espuma higroscopica ULTRAFOAM®, b) macetas con perlita, ¢) nivel
de la solucion para los tratamientos testigo y salino (3 cm desde la base de la maceta) y d) nivel de

la solucion en el tratamiento de estrés hidrico (18 cm desde la base de la maceta).

Para el presente experimento se utilizd solucion Hoagland a la mitad de su concentracion,
(Hoagland & Arnon, 1950). El nivel de estrés hidrico fue determinado por la distancia entre
la base de la maceta y el nivel de la solucion: testigo (nivel de agua a 3 cm de la base de la
maceta) y estrés hidrico (nivel de agua a 18 cm de la base de la maceta). Para la simulacién
del estrés salino se utilizé el mismo nivel de solucion que el testigo, con el agregado de 7
g/L de NaCl a la solucién nutritiva para lograr una concentracion de 120 mM. Cada batea
consistio en un tratamiento, conteniendo 27 macetas (2 especies, 4/5 genotipos por especie
y 3 repeticiones por genotipo), dispuestas en un DCA. Con la finalidad de permitir la
germinacion y emergencia de las plantulas, al inicio, a todas las bateas se les agregd

solamente solucion nutritiva al nivel de agua correspondiente al testigo. Cuando las plantas
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tuvieron 2 a 3 hojas completamente desarrolladas, se impusieron los tratamientos
correspondientes y se mantuvieron en dichas condiciones por 30 dias, a partir de entonces
realizd la evaluacion morfo-fisioldgica. Cada dia se repuso con agua destilada el agua
evaporada y semanalmente se efectuaban la reposicion de las soluciones. El ensayo se llevo
a cabo en cadmara de crecimiento con temperatura controlada (alternancia 20-30°C, 12/12
horas) e iluminacion artificial con ldmparas LED con una relaciéon rojo:azul de 7:1
distribuidas de tal forma que irradian una intensidad de iluminacion fotosintéticamente

activa (PAR) de 400 pmol.m™.s™", con un fotoperiodo de 16/8 horas de luz/oscuridad.

4.2. Efecto del estrés hidrico sobre el crecimiento de genotipos de 7. crinita y T.
pluriflora (Hipotesis 1y 2; Objetivo a)

A los 30 dias de iniciados los tratamientos se extrajeron las plantulas y se evaluaron los
siguientes caracteres morfoldgicos: a) nimero de macollas, b) nimero de hojas vivas por
macolla, ¢) biomasa fresca aérea (g), d) biomasa seca aérea (g), €) biomasa aérea muerta
relativa (biomasa muerta aérea, respecto del total de biomasa seca aérea) (g), f) longitud
total de raices (cm), g) biomasa fresca radical (g), h) biomasa seca radical (g), 1) biomasa
fresca total de plantula (g) (sumatoria de ¢ y g), j) biomasa seca total de plantula (g)
(sumatoria de d y h), k) longitud radical especifica (mm/mg) (relacion entre longitud de
raices y su peso seco) y 1) relacion biomasa raiz/aérea (relacion entre biomasa seca radical y
aérea). Para la biomasa seca las plantas se secaron en estufa a 60°C.

Adicionalmente, se evaluo el estrés oxidativo de los materiales a través de la peroxidacion
de los lipidos, estimado mediante contenido de malondialdehido (umol MDA/g PF)
(Hodges et al., 1999), y la actividad antioxidante no enzimatica, estimada como la
capacidad de reduccion férrica (FRAP, Agpo/g PF) (Benzie & Strain, 1996). Para dicha
evaluacion, se utilizo la ldmina de la Gltima hoja completamente expandida. Ver protocolo
en Anexo 4.

Los caracteres evaluados (i.e. caracteres morfologicos y fisioldgicos asociados al estrés
oxidativo) se analizaron utilizando un ANVA anidado, previo test de normalidad y
homogeneidad de varianzas, para los factores especie (2), genotipo dentro de especie (4

para T. crinita y 5 para T. pluriflora), nivel de estrés (2) y las interacciones
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correspondientes. Las diferencias de medias se analizaron con el test de Fisher (p<0,05). El
modelo estadistico para cada variable queda definido:

Yigg = w0 + @+ By + v+ (@)t B+ €apr
Y es el valor de la variable morfoldgica o fisioldgica correspondiente al i-ésimo nivel del
factor especie (E) y al j-€ésimo nivel del factor genotipo (G) anidado en el i-ésimo nivel del
factor E y al k-ésimo nivel del factor tratamiento (T)
u es el efecto medio verdadero
7; es el efecto del i-ésimo nivel del factor E
Bia es el efecto del j-ésimo nivel del factor G anidado en el i-ésimo nivel del factor E
7 es el efecto del k-ésimo nivel del factor T
(7y)ix €s la interaccion entre el i-€simo nivel del factor E y el k-ésimo de T
(By)ires la interaccion entre el j-ésimo nivel del factor G y el k-ésimo de T
gGijk es el error asociado a las observaciones correspondiente a los niveles i del factor E y |
del factor G anidado en el i-ésimo nivel de E y k del factor T, &gk ~ N (0, o)
Adicionalmente, se realiz6 un ACP para evaluar el efecto de los caracteres morfo-
fisiologicos en la variabilidad observada entre genotipos, permitiendo un analisis grafico de
las interacciones estadisticas encontradas. Para simplificar el andlisis, se excluyeron del
ACP variables que no variaron significativamente para ninguno de los factores y variables
altamente correlacionadas (r>0.9) entre si (Pearson, p<0.05).
Para los andlisis estadisticos correspondientes se utilizo el paquete estadistico InfoStat (Di

Rienzo et al., 2011).

4.3. Efecto del estrés salino sobre el crecimiento de genotipos de 7. crinita y T.
pluriflora (Hipotesis 3 y 4; Objetivo b)

Se evaluaron las mismas variables morfologicas y fisiologicas asociadas al estrés oxidativo
que el experimento de estrés hidrico.

Por otro lado, se evalu6 la excrecion y concentracion interna de iones durante los 30 dias de
tratamiento. Previo a la extraccion de plantulas, se extrajo la primera hoja totalmente
expandida en activo crecimiento y se evalud la densidad de glandulas de sales activas en
ambas caras de la ldmina, a través del recuento de cristales de sal con el uso de microscopio

esterescopico a 10X. Por otro lado, se tomod una porcion de dicha lamina, se enjuago6 en 5

73



ml de agua destilada y se pesé en balanza de precision (0.0001 g). Luego se coloco la
porcion de lamina en tubos cerrados herméticamente con 10 ml de solucién de HNOs 0.5.
Los tubos se llevaron a un bafio termostatico a 80°C durante una hora. En el agua
proveniente del enjuague se determind la concentracion de iones Na' y K' excretados
(umol/g PF), mientras que del extracto de HNO; se evalu6 la concentracion de iones Na' y
K’ internos de la hoja. Adicionalmente se calcularon las relaciones entre las
concentraciones de Na' excretado/interno, K" excretado/interno, K'/Na" interno y K'/Na"
excretado. Las evaluaciones fueron efectuadas por de espectrometria de absorcion atomica
con un equipo de espectrofotometria de llama UV visible modelo Hitachi U2001,
perteneciente al Laboratorio de Quimica Fina del Instituto de Desarrollo Tecnoldgico para
la Industria Quimica del Centro Cientifico y Tecnologico CONICET, Santa Fe.
Para el ANVA de los caracteres morfologicos y fisiologicos evaluados, se procedi6 del
mismo modo al analisis del efecto del estrés hidrico. El modelo estadistico es el mismo que
el experimento 4.2.
Los caracteres asociados a la excrecidon y concentracion interna de iones se analizaron con
un ANVA anidado, previo test de normalidad y homogeneidad de varianzas, para los
factores especies (2) y genotipos dentro de especies (4 para T. crinita y 5 para T.
pluriflora). Las diferencias de medias se analizaron con el test de Fisher (p<0,05). El
modelo estadistico se describe como:

Yip = p+u+ Bioy + e
Yjir es el caracter asociado a la excrecion y concentracion interna de iones correspondiente a
la k-ésima repeticion, al i-ésimo nivel del factor especie (E) y al j-€simo nivel del factor
genotipo (G) anidado en el i-ésimo nivel del factor E.
u es el efecto medio verdadero
7; es el efecto del i-ésimo nivel del factor E
B es el efecto del j-ésimo nivel del factor G anidado en el i-ésimo nivel del factor E
gk es el error aleatorio correspondiente a la repeticion k-ésima y los niveles 1 del factor E

y j del factor G anidado en el i-ésimo nivel de E, &g ~ N (0, 6°)

74



Adicionalmente, se realiz6 un ACP para evaluar el efecto de los caracteres morfo-
fisiologicos en la variabilidad observada entre genotipos, al igual en el andlisis del efecto

del estrés hidrico.

5. RESULTADOS

5.1. Efecto del estrés hidrico sobre el crecimiento de genotipos de 7. crinita y T.
pluriflora.

Para la variable nimero de macollas (NM) se encontraron diferencias entre especies,
genotipos y tratamientos, aunque no se observo interaccion entre factores (Tabla 9). Los
genotipos de 7. crinita tuvieron mas macollas que 7. pluriflora (7.2 £ 4.1 vs 3.1 + 2.1
macollas/planta), independientemente del tratamiento evaluado. En el tratamiento testigo
las especies presentaron mas macollas que en condiciones de estrés hidrico (5.9 + 3.3 vs 4.2
+ 4 macollas/planta). Los genotipos de mayor NM fueron 7320y 7390 de T. crinita (8.6 =3
y 10.7 £ 3.2 macollas/planta, respectivamente) y el genotipo 7967 de T. pluriflora (4.6 +
1.1 macollas/planta).

Para la variable numero de hojas vivas por macolla (HVM) se encontrd interaccion
significativa entre especies y tratamientos (Tabla 9). Si bien ambas especies presentaron
similar nimero de HVM en ausencia de estrés (3.2 = 0.3 y 2.8 £ 0.9 hojas vivas/macolla,
para T. crinita y T. pluriflora, respectivamente), la disminuciéon de HVM en condiciones de
estrés hidrico fue mayor en 7. pluriflora (1.8 + 0.7 hojas vivas/macolla), no variando

significativamente en 7. crinita (2.9 + 0.6 hojas vivas/macolla).
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Tabla 9: Valores de p para los caracteres morfoldgicos y fisiologicos asociados al estrés oxidativo para cada factor de variacion (FV) del ANVA

anidado en la evaluacion del efecto del estrés hidrico.

ARIABLE
NM HVM LR BMA BFA BSA BFR BSR BFP BSP LRE A/R FRAP | MDA

FV

E <0,0001 | <0.0001 | 0.0444 NS 0.0002 | 0.0001 | 0.0082 | 0.0009 | 0.0003 | 0.0001 NS 0.0186 | 0.0001 NS
G(E) 0.0015 | 0.0005 |<0,0001 | 0.0002 |<0,0001 | <0,0001| 0.0006 | 0.0005 |<0,0001 |<0,0001| 0.0004 | 0.0002 NS NS
T 0.0354 | 0.0001 | 0.0074 |<0,0001 | <0,0001 | <0,0001 NS NS 0.0001 |<0,0001 | 0.0842 | <0,0001 NS NS
E*T NS 0.0348 NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS
G(E)*T NS NS 0.0001 | 0.0029 |<0,0001 |<0,0001 | 0.0104 | 0.0106 |<0,0001 |<0,0001 | 0.0005 | 0.0208 | 0.0026 NS

E: Especie. G(E): Genotipos dentro de especie. T: tratamiento. E*T: interaccion especie y tratamiento. G(E)*T: interaccion genotipos dentro de especie y

tratamientos. NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>0.05).

NM: N° macollas por planta. HVM: N° de hojas vivas por macolla. LR: Longitud radical. BMA: Biomasa muerta aérea relativa. BFA: Biomasa
fresca aérea. BSA: Biomasa seca aérea. BFR: Biomasa fresca radical. BSR: Biomasa seca radical. BFP: Biomasa fresca de planta. BSP: Biomasa
seca de planta. LRE: Longitud radical especifica. A/R: Relacion biomasa seca aérea/radical. MDA: Contenido de malondialdehido. FRAP:

Capacidad de reduccion férrica, actividad antioxidante no enzimatica.
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Para las variables longitud radical (LR), biomasa muerta aérea relativa (BMA), biomasa
fresca aérea (BFA), biomasa fresca radical (BFR), biomasa fresca de planta (BFP), biomasa
seca aérea (BSA), biomasas seca radical (BSR), biomasa seca de planta (BSP), longitud
radical especifica (LRE) y relacion biomasa seca aérea y radical (A/R) se hall6 interaccion
significativa entre genotipos y tratamientos (Tabla 9). Para evaluar la interaccion se realizo

un ANVA particionado por tratamiento (Tabla 10).

Tabla 10: Valores de p para los caracteres morfoldgicos correspondiente a cada factor de

variacion (FV) del ANV A anidado, particionado por tratamiento testigo y estrés hidrico.

\% ABLE

v LR |[BMA | BFA | BSA | BFR | BSR | BFP | BSP | LRE | A/R

E 0.0119 | NS [0.0032]0.0039 | 0.0111 | 0.0095 | 0.0074 | 0.0068 | 0.034 |0.0382
Testigo

G(E) NS NS | NS | NS | NS | NS | NS | NS |0.0419]0.0456
Estrés | E NS NS |0.0062 |0.0068 | NS [0.0081|0.0026|0.0027| NS | NS
hidrico | G(g) <0,0001 | 0.0028 | 0.0008 | 0.0006 | 0.0007 | 0.0003 | 0.0001 | 0.0001 | 0.0048 | 0.0029

E: Especie. G(E): Genotipos dentro de especie; NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>0.05).

LR: Longitud radical. BMA: Biomasa muerta aérea. BFA: Biomasa fresca aérea. BSA: Biomasa
seca aérea. BFR: Biomasa fresca radical. BSR: Biomasa seca radical. BFP: Biomasa fresca de

planta. BSP: Biomasa seca de planta. LRE: Longitud radical especifica. A/R: Relacion biomasa

seca aérea y radical.

En el tratamiento testigo 7. crinita presentd los mayores valores respecto a 7. pluriflora
para todos los caracteres morfologicos en los que se hall6 interaccion, excepto para LRE y
BMA, lo que se dio a la inversa. En el tratamiento de estrés hidrico la biomasa aérea (BFA
y BSA) fue 3.6 veces mayor en T. crinita que en T. pluriflora, al igual que la BSR. Del
mismo modo, la biomasa total de planta promedio (BFP y BSP) en T. crinita resultd ser
poco mas del doble que T. pluriflora

En el tratamiento de estrés hidrico se hallaron diferencias significativas entre genotipos
para todas las variables evaluadas. En la Figura 18 se muestran los valores absolutos y
relativos para las variables mas representativas. Los valores para las variables restantes se

detallan en la Tabla 11. Del andlisis correspondiente se observa que:
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- La LR aument6 en condiciones de estrés hidrico en los genotipos 7320 y 7390 de T.
crinita y en los genotipos 7958, 7967 y 8466 de T. pluriflora, siendo muy marcado en el
genotipo 7967. En los restantes genotipos la LR se vio afectada negativamente.

- La BMA aument6 en todos los genotipos en condiciones de estrés hidrico, a excepcion
del 7320 de T. crinita. No obstante ese incremento fue menor para los genotipos 7390 de 7.
crinita 'y 7958 y 8419 de T. pluriflora, los cuales presentaron valores promedios bajos de
BMA en condiciones estresantes.

- La BFA y BSA fue mayor en el tratamiento de estrés respecto al testigo s6lo en el
genotipo 7967 de T. pluriflora. Los genotipos 8297 y 8608 de T. crinita y los genotipos
7000, 7958 y 8466 de T. pluriflora, presentaron los menores valores de BSA relativa. Los
genotipos restantes no presentaron una modificacion significativa. No obstante los valores
relativos, los genotipos 7320 y 7390 de 7. crinita y el genotipo 7967 de T. pluriflora,
mostraron mayor produccion de BSA en condiciones de estrés.

- La BFR y BSR fue mayor en el tratamiento de estrés hidrico en los genotipos 7390 de T.
crinita 'y 7958, 7967 y 8419 de T. pluriflora. Los restantes genotipos mostraron una
disminucion de la BSR, aunque en el genotipo 7320 la disminucion fue ligera. No obstante
los valores relativos, al igual que en lo observado para la BSA, las BSR ante estrés hidrico
fue mayor en los genotipos 7320 y 7390 de T. crinita y el genotipo 7967 de T. pluriflora.

- La LRE fue baja para los genotipos 7320 y 7390 de T. crinita 'y 7958, 7967 y 8419 de T.
pluriflora, dado por un aumento de la BSR en condiciones estresantes.

- Los genotipos que presentaron los mayores valores de biomasa aérea, también presentaron
mayor biomasa radical, por lo que la mayor BFP y BSP en condiciones de estrés se hallo en
los genotipos 7320 y 7390 de T. crinita'y 7967 de T. pluriflora.

- Finalmente, la particion de biomasa hacia la porcion aérea vs radical fue menor en todos
los genotipos en condiciones de estrés, esto esta dado por el aumento de BSR en alguno de
los genotipos y por la disminucion de la BSA en otros. Sin embargo, los genotipos 7320 de
T. crinita 'y 7967 de T. pluriflora presentaron mayor relacion A/R relativo al testigo que los

restantes.
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Figura 18: Valores absolutos promedio (= DE) (VA) y valores relativos al testigo (VR) para las

variables mas representativas donde se observo interaccion entre genotipo y tratamiento en la

evaluacion de la tolerancia a estrés hidrico en crecimiento inicial en genotipos (eje x) de 7. crinita
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(barras grises) y T. pluriflora (barras negras). Longitud radical: a) VA y b) VR. Biomasa muerta
relativa: ¢) VA y d) VR. Biomasa seca aérea: ¢) VA y f) VR. Biomasa seca radical: g) VA y h) VR.
Relacion biomasa seca aérea/radical: i) VA y j) VR. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (Fisher, p<0.05).

Para las variables asociadas al estrés oxidativo, no existieron diferencias significativas para
la concentraciéon de malondialdehido (MDA) para ninguno de los factores evaluados
mientras que se hallo interaccion entre genotipo y tratamiento para la actividad antioxidante
total no enzimatica (FRAP) (Tabla 9).

La concentracion promedio de MDA para los genotipos de 7. crinita fue de 0.115 = 0.04
umol/ g PF, la que no difiri6 significativamente de lo hallado para 7. pluriflora (0.111 £
0.03 pmol/ g PF). Del mismo modo, los valores promedios hallados para los tratamientos
testigo y estrés hidrico no fueron estadisticamente diferentes (0.111 = 0.03 vs. 0.114 £ 0.04
umol/ g PF, respectivamente). La actividad antioxidante no enzimatica fue mayor respecto
al testigo en los genotipos 8297 de T. crinita, 7000 y 8466 de T. pluriflora, reflejando un
mayor estrés oxidativo en condiciones de estrés hidrico. Los genotipos que presentaron
menor actividad antioxidante no enzimatica respecto al testigo, fueron 7320 y 7390 de T.
crinita 'y 7000, 7958 y 7967 de T. pluriflora, indicando menor estrés oxidativo en

condiciones estresantes (Fig. 19).
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Figura 19: Actividad antioxidante no enzimatica para los genotipos de 7. crinita (barras grises) y 7T.
pluriflora (barras negras) en condiciones de estrés hidrico: a) valor absoluto promedio por genotipo
(xDE) y b) valor relativo al testigo. Letras diferentes indican diferencias significativas entre

genotipos (Fisher, p<0.05).
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Tabla 11: Valores promedios absolutos (= DE) (VA) y relativos al testigo (VR) para las variables biomasa fresca aérea (BFA), biomasa fresca
radical (BFR), biomasa fresca de planta (BFP), biomasa seca de planta (BSP) y longitud radical especifica (LRE), para genotipos de 7. crinita 'y T.

pluriflora en condiciones de estrés hidrico. Letras diferentes indican diferencias significativas (Fisher, p<0.05).

BFA BFR BFP BSP LRE
Especie  Genotipo VR VA VR VA VR VA VR VA VR VA
7320 87 2346 * 0566 d 69 1.128 * 0.209 b 115 3474 £ 0.773 ¢ 120 0.660 * 0.147 d 60 121 * 029 a
7390 91 2.007 * 1.043 cd 143 1207 = 0514 b 105 3.213 * 1550 ¢ 98 0559 * 0271 cd 55 209 + 1.01 ab
T. crinita
8297 1 0.036 * 0.001 a 4 0.057 £ 0006 a 4 0.170 + 0.133 a 3 0.025 £ 0.027 a 894 30.1 * 349 d
8608 7 0041 £ 0019 a 18 0.060 + 0.008 a 22 0.195 * 0.164 a 22 0.031 +* 0.020 a 217 151 * 1.49 bcd
7000 1 0008 £ 0002 a 3 0.021 + 0002 a 3 0.045 £ 0036 a 2 0.006 £ 0.004 a 780 1949 * 214 cd
7958 67 0510 + 0.283 ab 105 0357 * 0.155 a 131 0.762 = 0360 ab 88 0.106 £ 0.118 ab 106 4.69 * 2.57 abc
T. pluriflora 7967 103 1413 + 0.129 bc 202 1.265 £ 0482 b 90 1.802 = 1.076 b 91 0334 £ 0.204 bc 174 5.66 + 4.56 abc
8419 117 0.603 = 0.078 ab 259 0385 * 0.050 a 49 0322 * 0500 a 37 0.053 £ 008 a 15 2.54 + 3,13 ab
8466 14 0.082 = 0040 a 25 0.075 = 0011 a 116 0.669 * 0.887 ab 113 0.120 = 0.172 ab 124 20.12 * 69 d
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El estrés hidrico afectd6 de manera diferencial a los genotipos de 7. crinita evaluados. Los
genotipos 7320 (0.353 g/1000 semillas) y 7390 (0.186 g/1000 semillas), provenientes de
ambientes aridos, presentaron los mayores valores de biomasa y longitud radical y los
menores valores de biomasa muerta, longitud radical especifica y de antioxidantes no
enzimaticos, en condiciones de estrés hidrico. No obstante, son los genotipos de mayor y
menor peso de semillas.

En T. pluriflora el genotipo 7967 (0.225 g/1000 semillas), proveniente de ambiente
semiarido, present6 los mayores valores de biomasa y longitud radical y una baja actividad
antioxidante no enzimatica, revelando mayor tolerancia al estrés hidrico. Sin embargo, no

es el genotipo de menor ni de mayor peso de semillas.

Analisis de componentes principales

Se realiz6 un ACP por tratamiento para detectar genotipos promisorios, mediante la
evaluacion multiple de variables de interés agronémico. La matriz de correlacion entre
variables y el detalle de las variables descartadas (r>0.9), se especifican en el Anexo 5.

En el ACP para el tratamiento testigo, todas las variables incluidas tienen un peso similar
en la componente principal 1 (CP1) (Tabla 12), la cual explica el 56.6 % de la variacion
observada. Las variables NM, HVM, LR y BSP tuvieron un peso positivo en la CPI,
mientras que en las restantes es negativo. La CP2, explica solo un 16.2 % de la variacion

observada, siendo las variables FRAP y BMA las de mayor peso (Tabla 12).

Tabla 12: Valores de los autovectores del analisis de componentes principales para la evaluacion de

la tolerancia al estrés hidrico en crecimiento inicial.

Estrés hidrico Testigo
Variables CP1 Cp2 CP1 CP2
NM 0.39 0.28 0.34 -0.32
HVM 0.19 0.71 0.42 -0.12
LR 0.34 -0.01 0.35 -0.32
BMA -0.4 0.2 -0.29 0.54
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LRE -0.4 0.32 -0.41 -0.24

A/R 0.35 -0.45 -0.37 -0.21
FRAP -0.3 -0.19 -0.29 -0.54
BSP 0.41 0.16 0.34 0.29

NM: Numero de macollas. HVM: Hojas vivas por macolla. LR: Longitud radical. BMA: Biomasa
muerta aérea relativa. LRE: Longitud radical especifica. A/R: Relacién biomasa seca aérea/radical.

FRAP: Actividad antioxidante no enzimatica. BSP: Biomasa seca de planta.

En el biplot (Fig. 20 a) se observa una discriminacion de genotipos en la CP1. Los
genotipos de mayor productividad se agrupan cerca de las variables NM, HVM, LR y BSP,
ya que presentan los mayores valores para dichas variables. Estos genotipos fueron los
7320, 7390 y 8297 en T. crinita y los genotipos 7967 y 7000 en T. pluriflora. Mientras que
los restantes presentaron mayor estrés oxidativo, mayor proporcion de BMA y menor
produccion de biomasa radical, por lo que se mantuvieron cercanos a las variables BMA,
LRE, A/R y FRAP.

En el ACP para el tratamiento de estrés hidrico, todas las variables poseen peso similar en
la CP1 que explica el 60.3% de la variacion observada, a excepcion de HVM (Tabla 12).
Las variables BMA, FRAP y LRE tuvieron un peso negativo mientras que en las restantes
sucede lo contrario. La CP2 explica un 19.4 % de la variacion observada, siendo la variable
HVM la de mayor peso, positivo, y en menor medida la variable A/R con un peso negativo
(Tabla 12). El biplot (Fig. 20 b) revela una clara separacion de los genotipos mas tolerantes
al estrés hidrico. Los genotipos 7320 y 7390 de T. crinita y 7967 de T. pluriflora
presentaron los mayores para las variables asociadas a la productividad (BSP, LR, NM y
HVM) y los menores valores de BMA y FRAP, revelando la mayor tolerancia al estrés
respecto a los restantes genotipos. Los genotipos mas susceptibles se agruparon alrededor
de las variables BMA y FRAP, ya que presentaron los mayores valores para dichas
variables, siendo afectados negativamente por el estrés hidrico.

El presente analisis sustenta los resultados hallados en los ANV As anteriores, donde los
genotipos 7320 y 7390 de T. crinita y 7967 de T. pluriflora presentaron mayor tolerancia al

estrés hidrico.
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Figura 20: Biplot resultante del analisis de componentes principales (ACP) en la evaluacion de la

tolerancia a estrés hidrico en crecimiento inicial. a) Testigo y b) Estrés hidrico. NM: Numero de

macollas. HVM: Hojas vivas por macolla. LR: Longitud radical. BMA: Biomasa muerta aérea

relativa. LRE: Longitud radical especifica. A/R: Relacion biomasa seca aérea/radical. FRAP:

Actividad antioxidante no enzimatica. BSP: Biomasa seca de planta.
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5.2. Efecto del estrés salino sobre el crecimiento de genotipos de 7. crinita y T.
pluriflora

Andlisis de la varianza

El genotipo 7967 de T. pluriflora, no prospero en condiciones de salinidad.

El nimero de hojas vivas por macollas (HVM) fue significativamente diferente entre
genotipos (Tabla 13). Los genotipos 7390 y 8297 de T. crinita (3.8 +£ 0.2 y 3.5 + 0.6 hojas
vivas/macolla, respectivamente) y 7000 y 8419 de T. pluriflora (3.5 = 0.4 y 3.3 = 1 hojas
vivas/macolla, respectivamente) presentaron mayor numero de macollas que los restantes
(2.8 £ 0.5 hojas vivas/macolla, en promedio).

La biomasa aérea muerta relativa (BMA) fue significativamente diferente entre
tratamientos y genotipos (Tabla 13). La BMA fue mayor en condiciones de estrés salino
respecto al tratamiento testigo (19.4 £ 10 vs 11.4 £ 9.8 %). En T. crinita el genotipo de
menor BMA fue el 7390 con 5.5 = 3.3 % mientras que el de mayor BMA fue el 8608 con
un 29.7 £ 12.2 %. En T. pluriflora, lo genotipos 7958 y 8419 presentaron el menor
porcentaje de BMA (5 + 2.2 y 4.5 £ 2 %), mientras que el genotipo 8466 tuvo un 30.1 £
11.1 % de BMA.

Para las restantes variables morfologicas se observo interaccion entre genotipo y
tratamiento (Tabla 13). Para evaluar la interaccion se realizd6 un ANVA particionado por

tratamiento (Tabla 14).
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Tabla 13: Valores de p para los caracteres morfologicos y fisiologicos asociados al estrés oxidativo para cada factor de variacion (FV) del ANVA

anidado en la evaluacion del efecto del estrés salino en crecimiento inicial.

ARIABLE

NM HVM LR BMA BFA BSA BFR BSR BFP BSP LRE A/R FRAP | MDA
FV
E <0,0001 NS 0.2476 NS 0.0011 | 0.0069 NS 0.285 0.0139 | 0.016 NS NS 0.0207 | 0.0414
G(E) <0,0001 | 0.0005 | <0,0001 | 0.0005 | <0,0001 | <0,0001 | 0.0001 | 0.0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0.0021 | 0.0004 | 0.0213 | 0.0392
T 0.0036 NS 0.0018 | 0.0109 | 0.0001 | 0.0004 NS NS 0.0023 | 0.0019 NS 0.0005 | <0.0001 NS
E*T NS NS NS NS NS NS 0.0089 | 0.0073 NS NS NS NS NS 0.0089
G(E)*T 0.0039 NS 0.0001 NS <0,0001 | <0,0001 | 0.0002 | 0.0004 | <0,0001 | <0,0001 0.04 0.0012 NS NS

E: Especie. G(E): Genotipos dentro de especie. T: tratamiento. E*T: interaccion especie y tratamiento. G(E)*T: interaccion genotipos dentro de especie y

tratamientos. NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>0.05).

HVM: N° de hojas vivas por macolla. NM: N° macollas por planta. LR: Longitud radical. BMA: Biomasa muerta aérea. BFA: Biomasa fresca aérea. BSA:

Biomasa seca aérea. BFR: Biomasa fresca radical. BSR: Biomasa seca radical. BFP: Biomasa fresca de planta. BSP: Biomasa seca de planta. LRE: Longitud

radical especifica. A/R: Relacion biomasa seca aérea/radical. FRAP: Actividad antioxidante no enzimatica (capacidad de reduccion férrica, FRAP). MDA:

Concentracion de malondialdehido.
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Tabla 14: Valores de p para los caracteres morfologicos correspondiente a cada factor de variacion

(FV) del ANVA anidado, particionado por tratamiento: testigo y estrés salino.

IABLE
LR NM BFA BSA | BFR | BSR | BFP BSP LRE A/R
FV
E 0.0223 | 0.0099 NS NS NS NS NS NS NS NS
Testigo
G(E) NS NS 0.0012 | 0.0008 | 0.0029 | 0.0059 | 0.0016 | 0.0011 NS NS
Estrés E NS 0.0002 | 0.0001 | 0.001 NS NS 0.003 | 0.0036 | NS NS
salino G(E) <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | 0.0008 | 0.0003 | <0,0001 | <0,0001 | 0.0085 | <0,0001

E: Especie. G(E): Genotipos dentro de especie. NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>0.05).
LR: Longitud radical. NM: N° macollas por planta. BFA: Biomasa fresca aérea. BSA: Biomasa seca aérea.
BFR: Biomasa fresca radical. BSR: Biomasa seca radical. BFP: Biomasa fresca de planta. BSP: Biomasa

seca de planta. LRE: Longitud radical especifica. A/R: Relacion biomasa seca aérea/radical.

Soélo la longitud radical (LR) y el nimero de macollas (NM) fueron significativamente
diferentes entre especies en el tratamiento testigo, siendo 7. crinita superior en ambos
casos. En el tratamiento de estrés salino, so6lo algunas caracteristicas variaron
significativamente entre especies. 7. crinita tuvo 4.4 macollas/planta mas que 7. pluriflora.
La biomasa aérea y total de planta fue, aproximadamente, 2 veces mayor en 7. crinita que
en T. pluriflora.

En el tratamiento de estrés salino se hallo diferencias significativas entre genotipos para
todas las variables evaluadas, mientras que en condiciones testigo solo algunas lo hicieron.
En la Figura 21 se muestra los valores absolutos y relativos para las variables mas
representativas. Los valores para las variables restantes se detallan en la Tabla 15. Del
analisis correspondiente se observa que:

- El NM fue menor en condiciones de estrés salino respecto al testigo en los genotipos
8608 de T. crinita 'y 7000 y 8466 de T. pluriflora. En el genotipo 7320 de 7. crinita el NM
fue levemente mayor, mientras que en los genotipos 7390 y 8297 de T. crinita 'y 7958 y
8419 de T. pluriflora el NM fue mayor en condiciones de estrés salino, presentando ademas

los mayores valores absolutos.
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- Respuesta similar se hall6 en la LR. Los genotipos 7390 y 8297 de T. crinita y 7958 y
8419 de T. pluriflora presentaron mayor longitud en condiciones de estrés, siendo el
genotipo 7390 superior a los demas.

- El genotipo 7390 de T. crinita produjo mayor biomasa fresca y seca aérea (BFA y BSA)
en condiciones de estrés salino, respecto al testigo y en términos absolutos. Los genotipos
8297 y 8419 de T. crinita y T. pluriflora, respectivamente, presentaron menor BFA y BSA,
pero superior a los restantes, en los cuales el estrés salino afectd negativamente la
produccion de biomasa aérea.

- Similar respuesta se observé en la produccion de biomasa fresca y seca radical (BFR y
BSR), donde el genotipo 7390 presentd mayor biomasa radical que los restantes en
condiciones de estrés. Esto determina que, a pesar de generar raices mas largas, produjo
mayor biomasa radical lo que determina una baja longitud radical especifica (LRE). Una
baja LRE también fue observada en los genotipos 8297, 7958 y 8419.

- Labiomasa fresca y seca de planta (BFP y BSP) se asocia a la respuesta observada sobre
la biomasa aérea y radical, ya que los mismos genotipos que presentaron los valores mas
altos para de biomasa aérea y radical, presentaron mayor BFP y BSP.

- No obstante los resultados anteriores la particion de biomasa A/R fue superior en todos
los genotipos a excepcion de los genotipos 8608 y 8419 de T. crinita y T. pluriflora,

respectivamente.
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Figura 21: Valores absolutos promedio (= DE) (VA) y valores relativos al testigo (VR) para las
variables mas representativas donde se observo interaccion entre genotipo y tratamiento en la
evaluacion de la tolerancia a estrés salino en crecimiento inicial en genotipos (eje x) de 7. crinita

(barras grises) y T. pluriflora (barras negras). Nimero de macollas por planta: a) VA y b) VR.
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Longitud radical: ¢) VA y d) VR. Biomasa seca aérea: €) VA y f) VR. Biomasa seca radical: g) VA
y h) VR. Relacion biomasa seca aérea/radical: i) VA y j) VR. Letras diferentes indican diferencias

estadisticamente significativas (Fisher, p<0.05).

Para las variables asociadas al estrés oxidativo, se halld interaccion entre especies y
tratamientos en la concentracion de MDA, mientras que para la actividad antioxidante no
enzimatica (FRAP) se hall6 diferencias entre especies, genotipos y tratamientos (Tabla 12).
Mientras que en condiciones testigo la concentracion de MDA no vari6 significativamente
entre especies (0.110 = 0.016 vs 0.111 £ 0.011 pumol/g PF para T. crinita y T. pluriflora,
respectivamente), en condiciones de estrés salino aumentd significativamente en 7. crinita
(0.146 £ 0.034 pmol/g PF) mientras que en 7. pluriflora no se modific6 (0.112 + 0.022
umol/g PF).

La actividad antioxidante no enzimatica fue significativamente mayor en 7. pluriflora que
en T. crinita (84.7 = 44.2 vs 68.5 £ 36.9 Agpo/g PF). En condiciones de estrés salino se halld
menor actividad antioxidante no enzimadtica (49.5 = 18.1 Agp/g PF) respecto al testigo
(114.4 + 33.3 Agoo/g PF). Los genotipos 7390 y 8297 de T. crinita presentaron los menores
valores de FRAP (50.3 £ 15.6 vs 52.5 + 11.7 Agopo/g PF), diferenciandose de los restantes
que en promedio presentaron un valor de 92.6 = 7.7 Ago/g PF.

El ANVA de las variables asociadas a la excrecion y acumulacion interna de iones, revelo
que todas las variables variaron significativamente entre especies, a excepcion de la
concentracion interna de K™ y la relacion en la concentracion interna de K'/Na', y
genotipos dentro de especies, excepto la relacion entre la concentracion de K™ excretado e

interno (K ex/in) (Tabla 16).
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Tabla 15: Valores promedios absolutos (= DE) (VA) y relativos al testigo (VR) para las variables biomasa fresca aérea (BFA), biomasa fresca

radical (BFR), biomasa fresca de planta (BFP), biomasa seca de planta (BSP) y longitud radical especifica (LRE), para genotipos de 7. crinitay T.

pluriflora en condiciones de estrés salino. Letras diferentes indican diferencias significativas (Fisher, p<0.05).

BFA BFR BFP BSP LRE
Especie Genotipo VR VA VR VA VR VA VR VA VR VA
7320 38 0700 £ 0.54 ab 14 0.161 = 0.11 a 29 0.860 £ 0.65 a 37 0204 = 0.16 ab 456 13 + 8.83
7390 357 7.892 £+ 180 e 229 1930 £ 121 ¢ 321 9.822 £ 3.0l ¢ 303 1.722 + 042 e 64 243 + 145
T. crinita
8297 100 3.218 £+ 064 d 52 0.701 £ 0.14 ab 8 3919 £ 078 b 79 0.741 £ 0.15 cd 238 248 + 0.5
8608 11 0063 £ 001 a 21 0070 £ 001 a 15 0.133 + 0.03 a 15 0.020 *+ 0.00 a 168 11.73 + 235
7000 71 0.679 £ 054 ab 32 0201 £ 0.12 a 56 0880 * 066 a 66 0.186 £ 0.15 ab 364 9.09 + 6.78
7958 36 1532 £ 0.73 bc 42 0.688 = 033 ab 38 2220 £ 1.05 ab 42 0480 * 023 bc 19 148 + 03
T. pluriflora
8419 61 2834 £ 057 cd 53 1425 £ 049 bc 58 4259 * 104 b 63 0869 £ 0.15 d 12 1.27 + 0.26
8466 29 0.124 = 0.06 a 37 0.056 = 0.01 a 31 0.180 * 0.08 a 32 0.034 £ 0.02 a 264 3195 = 9.79
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Tabla 16: Valores de p de los caracteres asociados a la excrecion y concentracion interna de iones

para cada factor de variacion (FV) del ANV A anidado en el analisis de la tolerancia a estrés

salino.
RIABLE Na K K/Na K/Na
GSAab | GSAad | Na_ex | Na_in | K ex K in
FV ex/in | ex/in ex in
E <0.0001 | 0.0003 | <0.0001 | <0.0001 | 0.0002 NS <0.0001 | 0.0002 | <0.0001 NS
G(E) <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | <0.0001 | 0.0019 | <0.0001 | <0.0001 NS 0.0015 | <0.0001

E: Especie. G(E): Genotipos dentro de especie. NS: Diferencias estadisticamente no significativas (p>0.05).

GSAab: Glandulas de sal activas en la cara abaxial. GSAad: Glandulas de sal activas en la cara adaxial.
Na_ex: Concentracion de sodio excretado. Na_in: Concentracion interna de sodio. K_ex: Concentracion de
potasio excretado. K_in: Concentracion de potasio interno. Na ex/in: Relacion entre la concentracion de
sodio excretado e interno. K ex/in: Relacion entre la concentracion de potasio excretado e interno. K/Na ex:
Relacion entre la concentracion de potasio y sodio externo. K/Na in: Relacion entre la concentracion de

potasio y sodio interno.

Las glandulas de sales activas en la cara abaxial (GSAab) fueron mayores en 7. crinita
(20.1+ 9.4 GSA/mm?) que en T. pluriflora (9.1 £ 3.2 GSA/mm?). Las GSA en la cara
adaxial (GSA ad) fueron mucho menores que las GSAab, de igual modo fueron mayores en
T. crinita (0.37 + 0.24 GSA/mm?®) que en T. pluriflora (0.19 + 0.15 GSA/mm?®). La
concentracion de Na' excretado (Na_ex) fue mucho mayor en T. crinita (31.6 = 15.4
umol/g PF) que en T. pluriflora (2.3 + 2.5 umol/g PF), contrariamente a lo que se halld
para la concentracion de K excretado (K_ex), donde 7. pluriflora excret6 mas K™ que T.
crinita (8.1 = 4.1 vs 3.4 + 2.6 umol/g PF). T. crinita posee mayor capacidad que 7.
pluriflora de compartimentar iones Na' internamente (Na_in) (9.4 = 5.5 vs 1.4 + 1.2
umol/g PF), mientras que ninguna diferencia se observé en la concentracion de K interno
(K in) (8.5 £ 4.1 vs 8.4 + 2.6 umol/g PF, para T. crinita y T. pluriflora, respectivamente).
La relacion entre la concentracion de Na® excretado e interno (Na” ex/in) fue mayor en T.
crinita que (11.8 = 10.3) vs T. pluriflora (2.2 = 2.6). Lo contrario se observo en la relacion
entre la concentracion de K™ excretado e interno (1 + 0.5 vs 0.4 + 0.2, para T. pluriflora y
T. crinita, respectivamente). La relacion entre la concentraciéon interna de iones K'/Na"
(K/Na_in) no fue significativamente diferente en 7. pluriflora vs T. crinita (9.6 £5.1 vs 7+
6.5), mientras que si se observo para la concentracion externa de iones K'/Na" (K/Na_ex),

la que fue menor para 7. crinita respecto de T. pluriflora (0.1 £0.12 vs 5.5 + 3.3). Los altos
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desvios entre especies estdn dados por la gran variabilidad en respuesta al estrés salino

observada entre genotipos dentro de la especie. Las diferencias entre genotipos se detallan
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Figura 22: Valores promedios (+ DE) hallados para variables asociadas a la excrecion y
concentracion interna de iones Na" y K en la evaluacion de la tolerancia a estrés salino en
crecimiento inicial, para genotipos (eje x) de 7. crinita (barras grises) y T. pluriflora (barras
negras). a) Glandulas de sal activas (GSA) en la cara abaxial, b) GSA en la cara adaxial, c)
concentracion de sodio (Na") excretado, d) concentracion de potasio (K') excretado, e)
concentracion interna de Na', f) concentracién interna de K, g) relacién Na” excretado/interno, h)
relacién K" excretado/interno, i) relacion Na'/K" interno y j) relacion Na'/K " excretado. La linea de
puntos representa el promedio para la especie. Letras diferentes indican diferencias significativas

(Fisher, p<0.05).

T. crinita posee mayor capacidad de excretar iones y acumularlos internamente. Esto queda
demostrado por mayor niimero de GSA y concentracién de Na' excretado e interno. Sin
embargo, T. pluriflora excreta mayores concentraciones de K, aunque no existe variacion
entre especies en la concentracién de K acumulado internamente. Esto determina mayores
tasas de K'/ Na" excretado y acumulados internamente en 7. pluriflora.

Los genotipos 7390 (0.186 g/1000 semillas) y 8297 (0.205 g/1000 semillas), proveniente de
ambiente arido y salino, respectivamente, presentaron mayor rendimiento en biomasa,
menor actividad antioxidante no enzimatica, acumularon y excretaron grandes
concentraciones de Na' y bajas concentraciones de K", revelando una alta tolerancia al
estrés salino.

En el caso de T. pluriflora, el genotipo 7967 (0.225 g/1000 semillas), proveniente de
ambiente semi humedo, tolerante al estrés hidrico, no prosperd en condiciones de estrés
salino. Los genotipos 7958 (0.250 g/1000 semillas) y 8419 (0.244 g/1000 semillas),
provenientes de ambientes seco y himedo, respectivamente, presentaron un incremento de
biomasa en presencia de estrés salino, manifestando una mayor tolerancia respecto de los
restantes genotipos. Aunque no hubo un genotipo que se destaque, el genotipo 8419

presentd mayor excrecion de iones en general.

Analisis de componentes principales
En el Anexo 6 se detalla la matriz de correlacion de las variables incluidas en el ACP y
aquellas descartadas por estar altamente correlacionadas con otras (r>0.9). Adicionalmente,

se descartaron aquellas variables que en un ACP preliminar no tuvieron peso en ninguna de
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las componentes (GSAad, LRE, A/R). En el ACP para el tratamiento de salinidad se
descartd adicionalmente la variable GSAad y aquellas derivadas de la excrecion y
compartimentacion de iones Na” y K.

En el ACP para tratamiento testigo, la CP1 explica el 54.3 % de la variacion observada y la
variable BMA tiene peso positivo y muy importante en dicha componente. Adicionalmente,
la variable MDA también tiene un peso importante, aunque negativo. La CP2, la cual
explica un 26.1 % de la variacion observada, estd positivamente influida por las restante
variables morfoldgicas y negativamente por FRAP (Tabla 17). Observando el biplot (Fig.
23 a), al igual que en el analisis de estrés hidrico, los genotipos 7320, 7390 y 8297 de T.
crinita, son los de mayor productividad por lo que se encuentran agrupados cercanos a las
variables NM, BSP, LR y HVM. En este analisis al no contemplarse el genotipo 7967, no
existe un genotipo de 7. pluriflora que se destaque, aunque el genotipo 8466 se mantiene

bien alejado de los restantes.

Tabla 17: Valores de los autovectores del analisis de componentes principales para la evaluacion

de la tolerancia al estrés salino en crecimiento inicial.

Estrés salino Testigo

Variables  CP1 CP2 CP1 CP2

GSAab -0.28 0.26

Na ex 0.03 0.56

Kex 0.23 -0.37

Na in -0.28 0.37

Kin 0.36 0.12

NM -0.34 0.05 -0.18 0.59
HVM -0.32 -0.13 -0.33 0.23
LR -0.31 -0.17 0.13 0.62
BMA 0.3 0.35 0.79 0.03
BSP -0.36 -0.02 -0.09 0.26
FRAP 0.33 -0.13 -0.12 -0.36
MDA 0.14 0.38 -0.45 -0.14
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GSAab: Glandulas de sal activas en la cara abaxial. Na_ex: Concentracion de sodio excretado.
K _ex: Concentracion de potasio excretado. Na_in: Concentracion de sodio interno. K _in:
Concentracion de potasio interno. NM: Numero de macollas. HVM: Hojas vivas por macolla. LR:
Longitud radical. BMA: Biomasa muerta aérea relativa. BSP: Biomasa seca de planta. FRAP:

Actividad antioxidante no enzimatica (FRAP). MDA: Concentracion de malondialdehido.

Los resultados del ACP para el tratamiento salino, avalan lo hallado en los ANVAs. La
CP1 explica el 55.7 % de la variacion observada. Todas las variables tienen peso en la CP1,
excepto MDA y Na ex. Las variables FRAP, BMA, Na ex y K ex, tienen peso positivo,
mientras que en las restantes es negativo. La CP2 explica un 23 % de la variacion
observada, y MDA y Na ex tienen un peso positivo e¢ importante en la componente.
También la BMA y Na in tienen peso en la componente, el que es positivo (Tabla 17). El
biplot (Fig. 23 b) revela una clara separacion de los genotipos tolerantes de los susceptibles.
Los genotipos 7390 y 8297 de T. crinita se ubican en el cuadrante superior izquierdo en las
cercanias de las variables morfologicas relacionadas con la productividad (NM, HVM,
BSP, LR) y la excrecion y compartimentacién de Na', por presentar valores elevados para
dichas variables y opuestos a las variables asociadas a la mayor susceptibilidad al estrés
salino, tales como FRAP, MDA y BMA, presentando valores bajos para dichas variables.
Lo contrario sucede con el genotipo 8608 el cual se mostrd susceptible al estrés salino. En
T. pluriflora no hay un genotipo que se destaque de los demas, aunque los genotipos 7958 y
8419, presentan los valores mas bajos de FRAP, MDA y BMA y mas altos de las variables
asociadas a la productividad (NM, HVM, BSP).
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Figura 23: Biplot resultante del analisis de componentes principales en la evaluacion de la

tolerancia a estrés salino. a) Testigo y b) Estrés salino. GSAab: Glandulas de sal activas en la cara

abaxial. Na_ex: Concentracion de sodio excretado. K ex: Concentracion de potasio excretado.

Na_in: Concentracion de sodio interno. K _in: Concentracion de potasio interno. NM: Nimero de

macollas. HVM: Hojas vivas por macolla. LR: Longitud radical. BMA: Biomasa muerta aérea

relativa. BSP: Biomasa seca de planta. FRAP: Actividad antioxidante no enzimatica (FRAP).

MDA: Concentracion de malondialdehido.
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6. DISCUSION

6.1. Respuesta de genotipos de 7. crinita y T. pluriflora en la tolerancia a estrés
hidrico en crecimiento inicial

Los resultados obtenidos confirman la hipdtesis de que la tolerancia al estrés hidrico en
etapas posteriores a la germinacion no estd asociada al peso de semillas, sino a caracteres
morfofisiologicos adaptativos que les permiten a los genotipos crecer y desarrollarse en su
ambiente natural.

En T. crinita, los genotipos provenientes de ambientes aridos (7320, 7390) tuvieron mayor
tolerancia al estrés hidrico, presentando alta produccion de biomasa, mayor longitud
radical, menor biomasa muerta y estrés oxidativo. El genotipo 7320 posee un elevado peso
de semillas (0.353 g/1000 semillas) respecto al 7390 (0.186 g/1000 semillas). Estos
resultados revelan diversas estrategias adaptativas en genotipos provenientes de ambientes
aridos. Algunos genotipos poseen un elevado peso de semillas, lo que favorece una répida
germinacion e implantacion durante el periodo de lluvias, estrategia utilizada por
numerosas especies en dichos ambientes (Westoby et al., 1992; Leishmann et al., 2000.
Moles & Westoby, 2004; Metz et al., 2010), mientras que otros garantizan la supervivencia
mediante la reasignacion o translocacion de fotoasimilados a raices, reflejado en un
aumento de biomasa de raices y de biomasa aérea muerta (Hsiao & Acevedo, 1974; Begg &
Turner, 1976; McNaughton et al., 1983; Greco & Cavagnaro, 2002). El genotipo 8608
originario de ambiente humedo, de peso de semillas intermedio (0.242 g/1000 semillas),
presentd los valores mas bajos para todas las variables evaluadas, resultando muy afectado
por el estrés hidrico. El genotipo 8297, de ambiente salino y de peso de semillas
relativamente bajo (0.205 g/1000 semillas), demostro susceptibilidad al estrés hidrico.

En base a lo dicho, en 7. crinita el peso de semillas no favoreceria la tolerancia al estrés
hidrico en etapas posteriores a la germinacion, ya que el origen de los genotipos condiciond
la respuesta. Diversas variables morfofisioldgicas adaptativas favorecerian dicha tolerancia,
tales como la translocacion de fotoasimiliados a raiz, reflejado en un aumento de biomasa
radical y biomasa aérea muerta, lo que a su vez permite una mayor exploracion de suelo
(reflejado en una mayor longitud radical) y acceso a recursos, para producir mayor cantidad
macollas y biomasa aérea, favorecido a su vez por un menor dafio oxidativo. Antecedentes

similares de adaptacion local para caracteres funcionales en 7. crinita han sido
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mencionados por otros autores. Quiroga et al. (2013) hallaron, en plantas provenientes de
ambientes aridos, una estrategia adaptativa en el uso del agua dada por una lenta extraccion
de agua del suelo en condiciones de estrés, la que probablemente esté asociada, segin
dichos autores, a una menor tasa de transpiracion. Estos mismos autores observaron, en
condiciones de estrés hidrico, una menor tasa de senescencia foliar acompanada de una
mayor tasa de expansion foliar, obteniendo una mayor biomasa verde respecto de
poblaciones originarias de ambientes himedos. Del mismo modo, Greco & Cavagnaro
(2002, 2005) hallaron diferentes adaptaciones en variedades de 7. crinita provenientes de
ambientes aridos. En dicho estudio, si bien el estrés hidrico afecto a las tres variedades, fue
menor en aquella proveniente de un ambiente limitante. La variedad proveniente de
ambiente mas arido plego sus hojas mas tardiamente y mantuvo un alto potencial hidrico en
la hoja respecto de las otras variedades. En dichas evaluaciones, si bien la particién de
biomasa aérea/radical no se vio afectada por el estrés, fue mds baja en la variedad
proveniente de ambiente mas arido (mayor biomasa de raiz respecto de la biomasa aérea).

En T. pluriflora, los genotipos 8419 y 8466, de alto y bajo peso de semillas (0.244 y 0.196
g/1000 semillas, respectivamente), provenientes de ambientes hiimedos, mostraron
susceptibilidad al estrés hidrico. El genotipo 7000 (0.250 g/1000 semillas), proveniente de
ambiente subhtimedo, present6 altos valores de biomasa en ausencia de estrés, pero su
rendimiento se vio muy afectado por el estrés hidrico. El genotipo 7958 (0.250 g/1000
semillas), proveniente del ambiente mas seco, aumentd ligeramente la biomasa aérea y
radical en condiciones de estrés hidrico, acompafiado de una disminucién de la proporcion
de biomasa muerta, aunque no super6 al genotipo de mayor productividad. Finalmente, el
genotipo 7967, con un peso de semillas intermedio (0.225 g/1000 semillas) y originario de
ambiente semidrido, fue el de mayor tolerancia, con buena produccion de biomasa aérea y
radical en condiciones de estrés, y con aumento de la biomasa muerta, lo que revela una
estrategia de translocacion de recursos a raices para la tolerancia del estrés hidrico (Hsiao &
Acevedo, 1974; Begg & Turner, 1976), que aun asi se mantiene por debajo de los valores
observados para los restantes genotipos. Adicionalmente, mantuvo un bajo estrés oxidativo
en condiciones de estrés hidrico. Estos resultados revelan que no existe una estrategia de
tolerancia al estrés hidrico en crecimiento inicial asociada al peso de semillas en T.

pluriflora, ya que en poblaciones con peso de semillas similares la respuesta fue variada.
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Aquellos genotipos provenientes de ambientes aridos y semiaridos, presentaron mayor
productividad en condiciones de estrés, lo que podria asociarse a una estrategia de las
poblaciones para adaptarse a dichas condiciones limitantes en su ambiente natural. No se
registran antecedentes de interaccion en la respuesta a estrés hidrico en 7. pluriflora. Por lo
que el presente estudio, constituye un precedente importante en el estudio de las bases
morfofisiologicas asociadas a la tolerancia al estrés hidrico en esta especie.

Un caracter ecofisiologico puede ser considerado adaptativo si tiene un impacto directo en
el fitness de un individuo en su ambiente natural. Si los patrones de expresion fenotipica
interactian con el ambiente, de modo que diferentes genotipos se ven favorecidos en
diferentes ambientes, entonces la heterogeneidad ambiental en la que las poblaciones
naturales ocurren contribuye al mantenimiento de la variacidn genética intraespecifica
(Ackerly et al., 2000). En este sentido, en el presente estudio se han identificado diferentes
patrones de expresion fenotipica asociados a la respuesta ante estrés hidrico a nivel
intraespecifico, revelando una variacidon genética en caracteres ecofisiologicos adaptativos,
como la longitud radical, produccién de biomasa, particion de recursos y biomasa muerta,
que le permiten a algunos genotipos adaptarse a condiciones limitantes de disponibilidad
hidrica para crecer y desarrollarse en dichos ambientes.

Esta bien documentado que los recursos biodticos y abidticos de los pastizales actian en la
composicion de especies como filtros ambientales (Keddy, 1992). Estas fuerzas selectivas,
como las interacciones entre los individuos, las interacciones directas con otros individuos
y las condiciones ambientales locales, pueden potencialmente limitar la coexistencia de las
especies, la abundancia de especies y las caracteristicas de cada especie (Lavorel &
Garnier, 2002). Sultan et al. (1998) y Bell & Sultan (1999), hallaron patrones consistentes
en caracteres funcionales claves, como la tasa fotosintética y asignacion de biomasa,
morfologia y longitud de raices, asociados a su distribucion ecologica en diferentes
especies del género Polygonum. Fernandez & Reynolds (2000) estudiaron ocho gramineas
de ambientes aridos de New Mexico y observaron que la respuesta a la sequia estaba dada
por mecanismos morfologicos y de reasignacion de recursos, con la finalidad de reducir la
perdida de agua e incrementar la supervivencia, a costo de un menor crecimiento. La
interfaz entre la variacion inter e intraespecifica constituye un vinculo critico entre los

proceso evolutivos de diversificacion y adaptacion. De este modo, los patrones de
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plasticidad fenotipica evolucionan en el curso de la diferenciacion de especies, y en
consecuencia, especies emparentadas pueden expresar diferentes respuestas plasticas a una
determinada condicién ambiental (Sultan, 1995). Las especies del género Trichloris poseen
una amplia distribuciéon y en general, ocupan nichos diferentes. Sin embargo, su
distribucion se solapa en ambientes semiaridos, donde comparten el habitat (caso de estudio
de poblaciones simpatricas en el Capitulo 2). Esta diversificacion en la ocupacion de nichos
ha llevado a que poblaciones de ambas especies desarrollen caracteres funcionales al
ambiente natural, con una fuerte adaptacion local que les permite afrontar el estrés. Sin
embargo, estas adaptaciones son mas evidentes en 7. crinita debido a que crece en
condiciones mas extremas de estrés hidrico que 7. pluriflora. Estos resultados sugieren que
las diferencias en plasticidad fenotipica constituyen un aspecto clave en la diversidad
adaptativa entre especies y dentro de la especie.

En ambas especies de Trichloris, los diferentes patrones de expresion fenotipica entre
genotipos, no estuvieron asociados al peso de semillas de los mismos sino a adaptaciones
morfofisioldogicas a su ambiente de origen, condicionando la supervivencia de las

poblaciones en diferentes condiciones ambientales.

6.2. Respuesta de genotipos de 7. crinita 'y T. pluriflora en la tolerancia a estrés salino
en crecimiento inicial

En las gramineas, los pardmetros de crecimiento como la biomasa aérea (Francois, 1988;
Marcum & Murdoch, 1990), biomasa de raiz y longitud de la raiz (Marcum & Kopec, 1997;
Marcum, 1999), han sido mencionados como excelentes criterios para determinar la
tolerancia a la salinidad.

En el presente estudio, los resultados hallados revelan mayor tolerancia al estrés salino de
los genotipos 7390 y 8297 de T. crinita, los cuales presentan menor peso de semillas (0.186
y 0.205 g/1000 semillas, respectivamente), y son originarios de ambiente arido y salino,
respectivamente. Ambos genotipos presentaron los mayores valores de produccion de
biomasa aérea y radical y mantenimiento de la particiéon de fotoasimilados, y una menor
senescencia foliar. En este sentido, la mayor exploracioén de suelo, dado por un aumento de
la longitud y biomasa radical, permitiria mantener las tasas de crecimiento y por ende la

producciéon de biomasa. En ambos genotipos, la tolerancia estuvo dada por una baja
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relacion Na' excretado/interno, sugiriendo una alta capacidad de compartimentar iones Na"
dentro de la hoja, lo que conferiria la tolerancia al estrés salino y en consecuencia un menor
estrés oxidativo, avalado por los bajos contenidos de antioxidantes no enzimaticos
(capacidad de reduccion férrica, FRAP) y concentracion de malondialdehido (MDA)
observados en ambos genotipos. Dado que la acumulacién de Na* en vacuolas requiere de
energia (Flowers et al., 2015), es posible que genotipos con mayores tasas de crecimiento
tengan mayor capacidad de acumular iones a nivel intracelular. Estos resultados revelan
una estrategia adaptativa en estos genotipos que es caracteristica de las especies halofitas
(Albert, 1975; Yeo, 1981; Storey et al., 1983; Jeschke et al., 1986; Flowers & Colmer,
2008; Munns & Tester, 2008).

Para T. pluriflora no se hallo un patrén dado por peso de semillas y/o origen geografico, en
genotipos que produjeron mayor biomasa aérea y radical (8419 y 7958), con alto peso de
semillas (0.244 y 0.250 g/1000 semillas, respectivamente) y provienen de ambientes
altamente contrastantes (himedo y seco, respectivamente). El genotipo 7000, con peso de
semilla similar (y 0.250 g/1000 semillas), proviene de un ambiente subhtimedo y presento
menor tolerancia que los genotipos anteriores, ya que se vio afectada la produccioén de
biomasa, longitud radical y particiéon de biomasa. Adicionalmente, el genotipo 8644, de
menor peso de semillas (0.196 g/1000 semillas) y origen hiimedo, fue el mas susceptible.
Por lo dicho, no se observd ninglin patrén asociado al peso de semillas o al ambiente de
origen en la respuesta a la tolerancia al estrés salino. No obstante, no se ha observado un
genotipo que se destaque como en 7. crinita. Por otra parte, en T. pluriflora no se
observaron adaptaciones fisioldgicas que permitan minimizar el estrés oxidativo, ya que no
se hallaron diferencias entre genotipos en las concentraciones de FRAP y MDA. Sin
embargo, se halldo que los genotipos de esta especie excretan grandes concentraciones de
K", lo que indicaria una falta de adaptacion para discernir entre iones nocivos, como Na', e
iones indispensables para el crecimiento como el K.

Las especies halofitas se caracterizan por poseer estructuras denominadas glandulas de
sales que les permiten eliminar el exceso de sales de los tejidos metabdlicamente activos
(Zhou et al., 2001) y tolerar el estrés salino (Marcum et al., 2003; Zhang et al., 2003). Sin
embargo, estas estructuras no son exclusivas de las haléfitas (Flowers & Flowers, 2005).

Esto ha sido demostrado en el presente estudio, ya que 7. pluriflora, siendo una especie
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glicofita, presenta glandulas de sales activas (GSA), aunque en menor medida que 7.
crinita, que si es halofita. Similares resultados han sido hallados por Taleisnik & Anton
(1988) en especies de Pappophorum, donde P. phillipianum, una hal6fita facultativa, posee
mayor cantidad de GSA que P. pappiferum, una glicofita. Ambas especies de Trichloris
presentaron mayor niumero de GSA en la cara abaxial, corroborando lo mencionado por
Zabala et al. (2011 a). La presencia de GSA ha sido sefialada en otras especies halofitas de
la subfamilia Chloridoideae. Marcum y Murdoch (1994) evaluaron GSA en Cynodon
dactylon, Zoysia japonica y Z. matrella mediante la tasa excrecion de iones Na'. Lipschitz
et al. (1974) hallaron igual densidad de GSA en ambas superficies foliares de Chloris
gayana. Taleisnik et al. (1997) observaron diferencias en la densidad de GSA entre
cultivares de C. gayana. Luca et al. (2001) observaron mayor cantidad de GSA en clones
tolerantes a la salinidad del cv. Boma de C. gayana (~21 GSA/mm?) respecto a clones
susceptibles (~13 GSA/mm?). Similares resultados se han hallado en el presente estudio,
observandose entre 25 y 30 GSA/mm” en los genotipos més tolerantes de T. crinita,
mientras que en los susceptibles se registraron menos de 10 GSA/mm”.

Las Chloridoideas han sido consideradas un grupo especializado en ambientes estresantes
(Clayton & Renvoize, 1986; Columbus et al., 2007; Peterson et al., 2010) y la presencia de
glandulas de sales en esta subfamilia favoreceria este comportamiento (Taleisnik & Anton,
1988). Las glandulas de sales de las gramineas secretan una amplia variedad de iones
(Kobayashi, 2008), como Na',K',Ca™, Mg++ y CI' (Thomson, 1975; Liu et al., 2006; Oi et
al., 2013b), aunque el mecanismo de secrecidon posee baja afinidad por cationes divalentes
(Ramadan, 2001; Marcum, 2008). Algunas especies tienden a secretar iones potencialmente
toxicos y retener los iones fisioldgicamente benéficos como el Ca™" y el K', mientras que
otras no discriminan entre iones benéficos o toxicos y secretan todos (Naz et al., 2009). En
las plantas, una alta eficiencia en la utilizacién del K* ha sido propuesta como un factor
importante que contribuye a la tolerancia a la salinidad (Jeschke & Pate, 1991). En el
presente estudio se halld que 7. crinita posee mayor capacidad de excretar y
compartimentar internamente mayores concentraciones de Na', que T. pluriflora. Por otro
lado, no hubo diferencias en la concentracion de K" interno en la hoja entre especies. Esto
se debe a que las halofitas requieren K™ para las mismas funciones metabolicas que en

. 7 . . yoe + , . .
glicofitas, por lo que las concentraciones citoplasmaticas de K™ en células en crecimiento
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de halofitas suelen ser similares a las de glicofitas (Gorham & Wyn Jones, 1983; Flowers et
al., 1986). Sin embargo, si se observo diferencias entre las especies en la concentracion de
K" excretado, ya que T. pluriflora excret6 mayor concentracion de K™ que T. crinita. Esto
ultimo sugiere que en 7. pluriflora los mecanismos de excrecion no distinguen entre iones
beneficiosos como el K y nocivos como el Na'; en 7. crinita el mecanismo de excrecion
resulta mas especifico. Esta respuesta diferencial resulta predecible, ya que 7. crinita como
haléfita ha desarrollado adaptaciones que le permiten excretar las sales y tolerar el estrés
salino, mientras que 7. pluriflora, como glicéfita, no posee dicha capacidad. Resultados
similares han sido hallados por Kobayashi et al. (2007) en Chloris gayana, donde las
glandulas de sales pueden secretar tanto Na™ como K, aunque la secrecion de Na' es
mayor. En otras gramineas, como Ochthochloa compressa, Naz et al. (2009) observaron
excrecion de todos los iones, sin discriminar beneficiosos de nocivos.

La relacion K/Na excretado observada en 7. crinita estd en el rango de los valores
reportados para otras Monocotiledoneas halofitas (Rozema 1991; Taleisnik et al. 1997;
Luna et al., 2000; de Luca et al., 2001). Por otro lado, la excrecion indiscriminada de K" en
T. pluriflora, y la menor capacidad de excretar y compartimentar Na', arroja valores
elevados para la relacion K/Na en esta especie. Cultivares de Chloris gayana menos
tolerantes a la salinidad presentaron valores altos en la relacion K/Na (Taleisnik et al.,
1997), cultivares menos tolerantes a la salinidad poseen valores mas altos en la relacion
K/Na, siendo éstos ain menores que los hallados en 7. pluriflora, lo que revelaria que a
medida que la tolerancia a la salinidad disminuye la tasa de K/Na se incrementa.

En el presente estudio se observo una respuesta diferencial entre genotipos de 7. crinita en
la capacidad de excrecion y acumulacion interna de Na'. Los genotipos 7390 y 8297 se
destacaron de los restantes por presentar los valores mas bajos de la tasa de Na'
excretado/interno. Esto es esperable en una halofita facultativa, como 7. crinita, donde
existe variabilidad intraespecifica en la tolerancia a la salinidad, y en consecuencia a
patrones fisioldgicos adaptativos que sostienen dicha tolerancia. Este patrén fisiologico de
excrecion de iones que muestran estos genotipos les ha permitido disminuir el estrés
oxidativo causado por el estrés salino, ya que presentan los menores valores de actividad
antioxidante no enzimatica (medida a través del poder antioxidante de la reduccion del i6n

Fe, FRAP) y menor peroxidacion de los lipidos, reflejado con una baja concentracion de
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MDA. Menor daiio oxidativo por peroxidacion de los lipidos han sido observados en
germoplasma mas tolerante de Chloris gayana en condiciones de estrés salino (Luna et al.,
2000). En un estudio llevado a cabo por Luna et al. (2016), en un cv de Panicum
coloratum, se halld6 mayor estrés oxidativo en condiciones de estrés por alcalinidad y
anegamiento, medido a través de la actividad antioxidante no enzimatica y la peroxidacion
de los lipidos.

Las posibles causas de la reduccion de crecimiento en condiciones de salinidad son diversas
(Flowers et al., 2015). Un inadecuado ajuste osmotico resulta en una disminucion de la
conductancia estomatica limitando la fotosintesis neta y de la turgencia celular que impide
la expansion celular (Greenway & Munns, 1983; Rozema, 1991; Flowers & Colmer, 2008).
Es posible, ademas, una desviacion de la energia necesaria para regular el transporte de
iones y la compartimentacion, o bien para la sintesis de solutos organicos compatibles
(Yeo, 1981; Greenway & Munns, 1983; Flowers & Colmer, 2008). Adicionalmente, podria
existir danos causados por las ERO (Sharma et al., 2012; Ozgur et al., 2013).

En cuanto a la produccion de biomasa aérea y radical, la respuesta fue diferente entre
genotipos dentro de cada especie. En 7. crinita, los genotipos que presentaron mayor
capacidad de excrecion de sales y menor estrés oxidativo (7390 y 8297) mostraron mayores
valores de biomasa aérea y radical en condiciones de salinidad, mientras que los restantes
(7320 y 8608) se vieron afectados por el estrés salino. Esto resulta previsible para el
genotipo 8297 que es originario de ambiente salino. Sin embargo, el genotipo 7390,
originario de ambiente 4rido y suelo no salino (CE~2.9 dS/m), presentd un buen
comportamiento en condiciones de salinidad. Esto puede deberse a que el pH del suelo en
el que crece es 9.1, lo que estaria indicando alcalinidad. Esto explicaria las adaptaciones
morfofisiologicas de estos genotipos, las que les permitirian tolerar el estrés salino. En T.
pluriflora, la mayor produccion biomasa aérea y radical en los genotipos 8419 y 7958, no
estaria explicada por una respuesta fisioldgica determinada, por lo que seran necesarios
mayores estudios para resultados més concluyentes.

El estrés causado por sequia y salinidad son importantes factores abidticos que son
comunes en los pastizales argentinos, por lo que la identificacion de germoplasma con
caracteristicas ecofisiologicas adaptativas que le permiten afrontar dichas dificultades

resultan de gran importancia para mejoramiento de especies forrajeras nativas, tanto para
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las restauracion de los pastizales como para su introduccion a cultivo. En el presente
Capitulo se ha observado tolerancia a estrés hidrico y salino en el genotipo 7390 de T.
crinita. El genotipo 7320 resultd mas tolerante a estrés hidrico, mientras que el 8297 lo fue
al estrés salino. Del mismo modo, el genotipo 7967 de T. pluriflora, ha demostrado mayor
tolerancia al estrés hidrico, mientras que los genotipos 8419 y 7958 lo hicieron en
condiciones de salinidad. Por lo dicho, estos materiales resultan promisorios para la

inclusion a futuros programas de fitomejoramiento de forrajeras nativas.
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1. DISCUSION GENERAL

Algunos pastizales de Argentina se caracterizan por producir biomasa en condiciones
estresantes de sequia y salinidad. La falta de manejo y el escaso aporte tecnoldgico (Levine
et al., 2003; Seabloom et al., 2003), el sobrepastoreo y la erosion (Guevara et al., 1997,
Bertiller et al., 2002) y la expansion de los cultivos hacia zonas més aridas (Guevara et al.,
2009), han incrementado notablemente la degradacion de estos pastizales, obligando a que
surjan nuevas estrategias para su restauracion. En este sentido, el estudio de recursos
fitogenéticos nativos con potencial forrajero y la diversidad del germoplasma en caracteres
ecofisiologicos adaptativos, se ha tornado en una estrategia importante en programas de
fitomejoramiento para la reintroduccion de recursos fitogenéticos nativos mejorados con la
finalidad de aumentar la productividad de los mismos y controlar la erosion (Cavagnaro et
al., 2006; Doust et al., 2008; Abella et al., 2009; Pyke et al., 2013).

La seleccion de materiales para caracteres funcionales criticos adaptados a tales
condiciones estresantes permite incrementar la eficacia en el proceso de mejoramiento
(Chivers et al., 2016). La presion de seleccion en poblaciones naturales a lo largo de
gradientes ambientales puede dar lugar a variaciones predecibles en los rasgos de historia
de vida y tolerancias fisiologicas de las especies (Westoby et al., 2002; Kattge et al., 2011;
Vergeer & Kunin, 2011). Esta interaccion entre planta y ambiente comienza con la
germinacion, considerada como la transicion mas importante en la vida de las plantas, la
que a menudo es un serio cuello de botella poblacional y uno de los eventos mas draméticos
en el ciclo de vida vegetal (Donohue et al., 2010). En este sentido, el peso de semillas juega
un rol importante en la etapa germinativa, aumentando las posibilidades de implantacion y
supervivencia de las plantulas (Leishman et al., 2000), ya que se ha hallado que semillas
mas grandes producen plantulas mas grandes que confieren resistencias a diversos estreses
iniciales (Leishman et al., 2000; Westoby et al., 2002). Por tal motivo, el incremento del
tamafio de fruto y semillas son parte de los caracteres en el denominado sindrome de
domesticacion (Doganlar et al., 2000; Hancock, 2004). Por lo que la diferenciacion en el
peso de semillas en respuesta a gradientes ambientales a nivel intraespecifico, revela una
estrategia adaptativa de las especies para crecer y desarrollarse en su ambiente natural.
Luego de la etapa germinativa, el crecimiento inicial ya no se ve condicionado por el peso

de semillas sino por la tasa relativa de crecimiento u otros caracteres ecofisiologicos
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adaptativos de mayor relevancia (Westoby et al., 1992; Westoby, 1998). Un caracter
ecofisiologico puede ser considerado adaptativo si tiene un impacto directo en el fitness de
un individuo en su ambiente natural (Ackerly et al., 2000). En consecuencia, la tolerancia a
estrés abiodtico durante el crecimiento inicial estd dada por adaptaciones morfofisioldgicas
que desarrollan las especies en respuesta al entorno abidtico de su habitat (Hsiao &
Acevedo, 1974; Marcum & Murdoch, 1994; Taleisnik et al., 1997; Alshammary et al.,
2004; Greco & Cavagnaro, 2005). Sin embargo, los patrones fenotipicos adaptativos
pueden no ser consistentes en especies estrechamente relacionadas, e incluso dentro de una
especie (Edwards, 1970; Edwards & Emara, 1970).

En la presente Tesis se ha abordado el estudio del género Trichloris desde cuestiones
basicas hasta aplicadas a la seleccion artificial con fines de fitomejoramiento. Se ha
analizado el primer factor que condiciona la vida de una planta: la semilla. Se caracterizd
una coleccion de germoplasma representativa del rango de distribucion de las especies del
género, estableciendo las asociaciones entre peso de semillas y el ambiente materno. Se
identificaron compensaciones entre caracteres reproductivos, tales como peso y nimero de
semillas y nimero de inflorescencias. Se determind el efecto en la etapa germinativa del
peso de semillas y su respuesta en condiciones de estrés. Por ultimo, se evaluaron
caracteres morfofisiologicos adaptativos en genotipos selectos, los que permitieron
establecer las bases de la tolerancia a estrés hidrico y salino luego del establecimiento de la
plantula.

En un esquema de mejora genética, la seleccion conjunta por caracteres ecofisiologicos
asociados a la tolerancia al estrés y por incremento del peso de semillas permitiria un
aumento en la eficiencia de siembra e implantacion de estas especies en ambientes con
limitantes edaficas. Las semillas mas grandes producen plantulas mas grandes, permitiendo
sembrar las semillas a mayor profundidad y tener mayor disponibilidad hidrica para la
germinacion. Esto es de suma importancia en gramineas perennes estivales como las
especies de Trichloris, donde la relacion embrion/reserva es baja (Martin, 1946) y las
semillas por lo general son pequefias (Casler & Van Santen, 2010). Esto sumado a la
capacidad de germinar bajo temperaturas suboptimas (Zabala et al., 2011 b), ampliaria la

ventana de germinacion.
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2. CONCLUSIONES GENERALES

e Existe variabilidad en el peso de semillas en el género Trichloris, explicada por la
variacion entre poblaciones de 7. crinita y T. pluriflora. Dicha variacién representa un
patron adaptativo en respuesta al ambiente de origen solo en T. crinita.

e El ambiente de cosecha no condiciona el peso de semillas y la respuesta germinativa en
T. crinita, mientras que si lo hace en T. pluriflora.

¢ Existe efecto compensatorio entre el peso de semillas y el nimero de semillas por planta
solo en T. crinita.

e La tolerancia al estrés osmotico en etapa germinativa esta asociada al peso de semillas
solo en T. crinita. Poblaciones de elevado peso de semillas producen plantulas mas grandes
en condiciones normales y de estrés osmatico.

e Semillas de poblaciones de ambas especies de Trichloris, sometidas a condiciones de
germinacion con altos niveles de salinidad (240 mM NacCl), recuperan la capacidad de
germinar al restablecerse las condiciones optimas de germinacion. Esta respuesta no esta
asociada al peso de semillas.

e La tolerancia al estrés hidrico en 7. crinita y T. pluriflora en crecimiento inicial no esta
asociado al peso de semillas. La tolerancia a sequia esta dada por el desarrollo de caracteres
morfoldgicos adaptativos en genotipos originarios de dichos ambientes, tales como
aumento de la biomasa aérea y radical y longitud radical, disminucioén de senescencia foliar
y reasignacion de fotoasimilados. y fisiologicos tales como la disminucion del estrés
oxidativo.

e Latolerancia al estrés salino en 7. crinita en crecimiento inicial no esta asociado al peso
de semillas. La tolerancia a salinidad estd dada por la presencia de caracteres
morfofisiologicos adaptativos en genotipos originarios de ambientes salinos y no salinos,
como la capacidad de excrecion y compartimentacion interna de iones y de minimizar el
estrés oxidativo, permitiendo mayor produccion de biomasa y particion de fotoasimilados
en tales condiciones.

e En T. pluriflora, la tolerancia al estrés salino no esta asociado al peso de semillas ni al
origen de los genotipos. Los genotipos analizados de esta especie no presentaron un

mecanismo especializado de excrecion de iones.
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e Por su buen comportamiento productivo en condiciones de sequia y salinidad, la
poblacion 7390 de T. crinita representa un material promisorio para su incorporacion a
programas de fitomejoramiento para restauracion de pastizales y/o incorporacion a cultivo.

e Por su buen comportamiento productivo en condiciones de sequia, la poblacion 7967 de
T. pluriflora, representa un material promisorio para su incorporaciéon a programas de

fitomejoramiento para restauracion de pastizales y/o incorporacion a cultivo.
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ANEXO 1. Coleccion de Trichloris del banco de germoplasma “J.M. Alonso” de la
Facultad de Ciencias Agrarias, Universidad Nacional del Litoral. El ID de poblacion
corresponde al numero de catdlogo del Dr. José Pensiero y la Dra. Eliana Exner, de los

ejemplares de herbario de cada poblacion conservados en el herbario “Arturo E. Ragonese”
de la FCA-UNL.

Pob{:llci()n Fecha Provincia Departamento Especie
6917  *| 15/12/2004 Formosa Pirané Trichloris crinita
6975 16/03/2005 Cordoba Tulumba Trichloris crinita
7078  *| 23/03/2005 Santiago del Estero Robles Trichloris crinita
7320  *| 22/02/2008 Mendoza San Rafael Trichloris crinita
7354  *| 22/02/2008 Mendoza Santa Rosa Trichloris crinita
7369  *| 22/02/2008 Mendoza Santa Rosa Trichloris crinita
7375 23/02/2008 Mendoza Las Heras Trichloris crinita
7390  *| 23/02/2008 San Juan Caucete Trichloris crinita
7413 23/02/2008 La Rioja Penaloza Trichloris crinita
7448 24/02/2008 La Rioja Independencia Trichloris crinita
7465  *| 24/02/2008 La Rioja Chilecito Trichloris crinita
7492 25/02/2008 Catamarca Paclin Trichloris crinita
7528  *| 26/02/2008 Catamarca Paclin Trichloris crinita
7600  *| 28/02/2008 Catamarca La Paz Trichloris crinita
7602  *| 28/02/2008 Cérdoba Tulumba Trichloris crinita
7906 14/02/2009 San Luis Belgrano Trichloris crinita
7946 14/02/2009 San Juan 25 de Mayo Trichloris crinita
8009 *| 15/02/2009 Cordoba San Javier Trichloris crinita
8017 16/02/2009 San Luis Ayacucho Trichloris crinita
8020 *| 16/02/2009 La Rioja San Martin Trichloris crinita
8023 16/02/2009 La Rioja San Martin Trichloris crinita
8029 *| 16/02/2009 La Rioja Belgrano Trichloris crinita
8297 *| 15/12/2009 San Luis la capital Trichloris crinita
8417 *| 09/03/2011 Santiago del Estero Gral Taboada Trichloris crinita
8449  *| 10/03/2011 Santa Fe 9 de Julio Trichloris crinita
8454  *| 10/03/2011 Santa Fe 9 de Julio Trichloris crinita
8492  *| 12/03/2011 Formosa Patifio Trichloris crinita
S/N 14/03/2011 Chaco 1 de Mayo Trichloris crinita
8608  *| 15/03/2011 Santa Fe Gral Obligado Trichloris crinita
8615 *| 16/03/2011 Santa Fe Vera Trichloris crinita
8646  *| 25/08/2011 Santiago del Estero Trichloris crinita
9044 27/02/2013 Buenos Aires Villarino Trichloris crinita
9061 27/02/2013 Buenos Aires Villarino Trichloris crinita
9066 27/02/2013 Rio Negro Pichi Mahuida Trichloris crinita
9075 27/02/2013 Rio Negro Pichi Mahuida Trichloris crinita
9077 28/02/2013 La Pampa Caleu Caleu Trichloris crinita
9184 02/03/2013 Mendoza General Alvear Trichloris crinita
9204 03/03/2013 Mendoza San Carlos Trichloris crinita
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9271 04/03/2013 San Luis La Capital Trichloris crinita
9319 05/03/2013 Cordoba San Justo Trichloris crinita
9395 09/12/2013 Cordoba Tulumba Trichloris crinita
9409 09/12/2013 Cordoba Tulumba Trichloris crinita
9420 09/12/2013 Cordoba Tulumba Trichloris crinita
9478 11/12/2013 Catamarca Santa Maria Trichloris crinita
9550 12/12/2013 Catamarca Santa Maria Trichloris crinita
9575 13/12/2013 Catamarca Santa Maria Trichloris crinita
E151 23/02/2014 Cordoba Tulumba Trichloris crinita
E200 24/02/2014 Catamarca Santa Maria Trichloris crinita
9940 07/03/2015 Formosa Patifio Trichloris crinita
10106 10/03/2015 Santiago del Estero Copo Trichloris crinita
10114 10/03/2015 Santiago del Estero Copo Trichloris crinita
10171 11/03/2015 Chaco Almirante Brown Trichloris crinita
S/N 2 11/03/2015 Santiago del Estero Copo Trichloris crinita
10239 12/03/2015 Chaco Presidencia de la Plaza Trichloris crinita
6962  *| 15/03/2005 Cordoba Punilla Trichloris pluriflora
7000  *| 18/03/2005 Salta Metan Trichloris pluriflora
7011 *| 19/03/2005 Jujuy El Carmen Trichloris pluriflora
7063  *| 21/03/2005 Salta Oran Trichloris pluriflora
7460  * | 24/02/2008 La Rioja Chamical Trichloris pluriflora
7483  *| 25/02/2008 Catamarca Capayan Trichloris pluriflora
7491  *| 25/02/2008 Catamarca Capayan Trichloris pluriflora
7536 *| 26/02/2008 Catamarca Paclin Trichloris pluriflora
7599 28/02/2008 Catamarca La Paz Trichloris pluriflora
7919 14/02/2009 San Luis Belgrano Trichloris pluriflora
7931  *| 14/02/2009 San Luis Belgrano Trichloris pluriflora
7958  *| 14/02/2009 San Luis Ayacucho Trichloris pluriflora
7967  *| 14/02/2009 San Luis Ayacucho Trichloris pluriflora
8011  *| 15/02/2009 Cordoba San Javier Trichloris pluriflora
8015 *| 16/02/2009 San Luis Ayacucho Trichloris pluriflora
8026 *| 16/02/2009 La Rioja San Martin Trichloris pluriflora
8053  *| 17/02/2009 Cordoba Minas Trichloris pluriflora
8419  *| 09/03/2011 Santiago del Estero Gral Taboada Trichloris pluriflora
8445 *| 10/03/2011 Santa Fe 9 de Julio Trichloris pluriflora
8463 *| 10/03/2011 | Santiago del Estero B“gad“;; ifrin Felipe | 7. hioris plurifiora
8466 *| 11/03/2011 Chaco Independencia Trichloris pluriflora
8501  *| 12/03/2011 Formosa Patifio Trichloris pluriflora
9710 16/12/2013 Santiago del Estero Capital Trichloris pluriflora
E155 23/02/2014 Cérdoba Tulumba Trichloris pluriflora
E175 23/02/2014 La Rioja Capital Trichloris pluriflora
10044 09/03/2015 Jujuy Santa Barbara Trichloris pluriflora
10058 10/03/2015 Chaco Almirante Brown Trichloris pluriflora
10095 10/03/2015 Santiago del Estero Copo Trichloris pluriflora
10137 11/03/2015 Santiago del Estero Copo Trichloris pluriflora
11009 20/02/2016 Catamarca Belén Trichloris pluriflora

* Poblaciones seleccionadas para su cultivo en ambiente comun (Capitulo 2, experimento
4.3.; Capitulo 3, experimento 4.1.)
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ANEXO 2. a) Mapa de Caracterizacion Ecogeografica Territorial (ELC, por sus siglas en inglés) para el género Trichloris, b)
categorias ecogeograficas representadas en la coleccion de 7. crinita del banco de germoplasma de la FCA-UNL y c) categorias
ecogeograficas representadas en la coleccion de 7. pluriflora del banco de germoplasma de la FCA-UNL.
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ANEXO 3. Variables ecogeograficas, discriminadas por componente bioclimatico, edafico
y geofisico utilizadas en el Capitulo 2 (experimento 4.3.), unidades de medida, resolucion y

fuente de informacion.

Variables | Unidades ‘ Fuente ‘ Resolucion
COMPONENTE BIOCLIMATICO
Temperatura media anual °C 5x5 km
Maxima temperatura del mes mas calido °C 5x5 km
. o o Wordclim

Minima temperatura del mes mas frio C . 5x5 km

—— - (http://www.worldclim.org
Precipitacion media anual mm 5x5 km
Precipitacion del mes mas humedo mm 5x5 km
Precipitacion del mes més seco mm 5x5 km

COMPONENTE GEOFiSICO
. grados
Longitud decimales | Tabla de ocurrencia de las
Latitud grgdos especies
decimales

Shuttle Radar Topographic

Elevacion del terreno (sobre el nivel del Mission digital elevation
mar) metros model o 5x5 km

http://www.srtm.csi.cgiar.

org
COMPONENTE EDAFICO
Contenido de limo en suelo superficial % Harmonized World Soil 5x5 km
Contenido de arcilla en suelo superficial % Database (HW..SD’ 5x5 km
— X Y http://webarchive.iiasa.ac. 55 k
Carbon organico en suelo superficial 0 at/Research/LUC/External x5 km
-World-soil-

CIC en suelo superficial cmol/kg database/HTML/) 5x5 km
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http://webarchive.iiasa.ac.at/Research/LUC/External-World-soil-database/HTML/)y
http://webarchive.iiasa.ac.at/Research/LUC/External-World-soil-database/HTML/)y
http://webarchive.iiasa.ac.at/Research/LUC/External-World-soil-database/HTML/)y
http://webarchive.iiasa.ac.at/Research/LUC/External-World-soil-database/HTML/)y
http://webarchive.iiasa.ac.at/Research/LUC/External-World-soil-database/HTML/)y
http://webarchive.iiasa.ac.at/Research/LUC/External-World-soil-database/HTML/)y

ANEXO 4. Protocolos para la evaluacion de dafio oxidativo.

Antioxidantes no enzimaticos (capacidad reduccion férrica en plasma, FRAP)

Para la determinacion de la actividad antioxidantes no enzimaticos, basada en la reduccion
del ion férrico a ion ferroso, se siguio el protocolo de Benzie & Strain (1996).

Para la determinacion de FRAP se utiliz6 la ldmina de la ultima hoja completamente
expandida de cada planta. Es conveniente que las evaluaciones se realicen para todos los
genotipos en el mismo momento. Por lo cual, las laminas se extrajeron, pesaron y se
conservaron a -80 °C hasta su utilizacion. Durante el proceso de extraccion las muestras de
laminas se iban manteniendo en nitrogeno liquido.

El tejido foliar se homogeneiz6 con nitrdgeno liquido y 1.5 ml de alcohol 96 %, luego se
centrifugd la muestra por 20 minutos a 12000 rpm 4 °C. Posteriormente, se extrajo el
sobrenadante.

La actividad antioxidante se evalu6 en placa de multiwell con 30 pl del extracto y 270 pl de
mezcla de reaccion. Por cada 6 mililitros la mezcla de reaccidon contiene: 5.25 ml de
solucion buffer de acetato 0.3 M a pH 3.6, 0.5 ml de solucion de FeCl; 200 mM y 0.25 ml
de solucion de TPTZ (2,4,6 Tris (2pyridyl) s-triazine) 10 mM.

Se mantiene a temperatura ambiente durante 40 minutos y luego se evalta la absorbancia a
600 nm con espectrofotometro.

Para la estimacion de los antioxidantes no enzimaticos, debe confeccionarse la curva patron
con Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylic acid). Para ello se
utilizaron, las siguientes concentraciones: 0, 37.5, 75, 112.5 y 150 pM. Se midid
absorbancia a 600 nm con las muestras y se calcul6 la ecuacion de la recta de regresion a
partir de la cual se calcul6 la concentracion de antioxidantes.

Y=aX+b

Donde Y es la absorbancia a 600 nm de una X concentracion de antioxidantes.

Finalmente el valor de antioxidantes es referido al peso fresco de la ldmina (umol/g PF).
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Determinacion de malondialdehido (MDA)

La peroxidacion de los lipidos esté relacionado con la degradacion de los mismos, el MDA
es un subproducto aldehidico secundario cuantificable relacionado al dafio oxidativo. El
protocolo para la cuantificacion de este subproducto se basa segiin Hodges et al. (1999).
Para la estimacion de MDA se utiliza 0.4 ml del extracto alcoholico anteriormente descripto
para FRAP, se le agreg6 0.4 ml de mezcla de reaccion y se calientd por inmersion a 92 °C
por 20 minutos. La mezcla de reaccion contiene cada 100 ml: 0.01 g de BHT (butylated
hydroxytoluene — 0.01 % p/v), 0.65 g de TBA (thiobarbituric acid - 0.5 % p/v) y se enrasa a
100 ml con TCA (trichloroacetic acid 20 %).

Como blanco se utilizo 0.4 ml de alcohol 96 % al que s ele agregd 0.4 ml de la mezcla de
reaccion.

Se sembr6 300 pl de cada muestra y del blanco en placa multiwell y se midid la
absorbancia en dos longitudes de onda: 540 y 600 nm.

El contenido de MDA se estimd con la siguiente ecuacion:

umol MDA/g PF = {[(A540-bco)-(A600-bco)]*1.5*%2}/(155*g PF)
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ANEXO 5. Matriz de correlacion entre las variables incluidas y excluidas en el Anélisis de Componentes Principales (ACP) en la

evaluacion del efecto del estrés hidrico en crecimiento inicial.

NM HVM LR BMA BFA* BSA* BFR* BSR* BFP* BSP LRE A/R FRAP
NM 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00
HVM 0.56 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.00
LR 0.72 0.41 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.34 0.00
BMA -0.54 -0.48 -0.39 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03
BFA 0.84 0.49 0.69 -0.46 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.18 0.00
BSA 0.83 0.50 0.69 -0.49 0.99 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.16 0.00
BFR 0.64 0.33 0.62 -0.46 0.90 0.89 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.58 0.00
BSR 0.67 0.36 0.60 -0.49 0.91 0.88 0.98 1.00 0.00 0.00 0.00 0.46 0.00
BFP 0.82 0.49 0.70 -0.48 0.99 0.99 0.89 0.91 1.00 0.00 0.00 0.39 0.00
BSP 0.83 0.50 0.71 -0.49 0.98 0.99 0.90 0.91 0.99 1.00 0.00 0.35 0.00
LRE -0.52 -0.40 -0.41 0.73 -0.51 -0.54 -0.55 -0.59 -0.53 -0.55 1.00 0.63 0.00
A/R 0.28 0.29 0.12 -0.37 0.17 0.18 -0.07 -0.09 0.11 0.12 0.06 1.00 0.43
FRAP -0.46 -0.49 -0.37 0.28 -0.51 -0.50 -0.38 -0.40 -0.50 -0.50 0.51 -0.10 1.00

* Variables excluidas por presentar una elevada correlacion entre si (r=>0.9).
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ANEXO 6. Matrices de correlacion entre las variables incluidas y excluidas en el ACP en la evaluacion del efecto del estrés salino en
crecimiento inicial.

NM HVM LR BMA% BFA* BSA* BFR* BSR* BFP* BSP LRE A/R FRAP MDA

NM 1 0.00 0.00 0.01 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 1.00
HVM 0.52 1.00 0.00 0.02 0.00 0.00 0.08 0.07 0.01 0.01 0.00 0.00 0.01 0.14
LR 0.79 0.53 1.00 0.01 0.00 0.00 0.08 0.08 0.00 0.00 0.02 0.03 0.01 0.60
BMA -0.4 -0.34 -0.39 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.03 0.47 0.03
BFA 0.73 0.42 0.51 -0.48 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.02 0.13 0.75
BSA 0.7 0.41 0.50 -0.55 0.99 1.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 0.23 0.73
BFR 0.45 0.26 0.26 -0.51 0.9 0.89 1.00 0.00 0.00 0.00 0.01 0.75 0.91 0.75
BSR 0.47 0.27 0.26 -0.54 0.9 0.90 0.99 1.00 0.00 0.00 0.01 0.78 0.81 0.69
BFP 0.67 0.39 0.45 -0.50 0.99 0.99 0.92 0.92 1.00 0.00 0.01 0.07 0.27 0.74
BSP 0.67 0.40 0.46 -0.55 0.98 1.00 0.92 0.93 0.99 1.00 0.00 0.05 0.33 0.72
LRE -0.44 -0.44 -0.34 0.55 -0.38 -0.41 -0.36 -0.4 -0.39 -0.41 1.00 0.22 0.77 0.43
A/R 0.48 0.54 0.34 -0.34 0.36 0.35 0.05 0.04 0.28 0.31 -0.2 1.00 0.00 0.97
FRAP | -0.49 -0.42 -0.39 -0.12 -0.24 -0.19 0.02 0.04 -0.18 -0.16 0.05 -0.53 1.00 0.78
MDA | -0.01 0.22 -0.08 0.33 -0.05 -0.05 -0.05 -0.06 -0.05 -0.05 0.12 -0.01 0.04 1.00

* Variables excluidas por presentar una elevada correlacion entre si (r=>0.9).
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GSAab  GSAad Na ex K ex Na in Kin Naex/in Kex/in K/NaEX K/NalIN
GSAab 1.00 0.32 0.30 0.01 0.00 0.00 0.25 0.07 0.00 0.71
GSAad 0.21 1.00 0.01 0.87 0.01 0.80 0.18 0.71 0.96 0.04
Na ex 0.22 0.52 1.00 0.13 0.00 0.12 0.48 0.02 0.00 0.04
K ex -0.54 -0.03 -0.32 1.00 0.00 0.05 0.79 0.00 0.00 0.38
Na in 0.65 0.50 0.58 -0.61 1.00 0.02 0.17 0.01 0.01 0.00
Kin -0.57 0.05 0.32 0.41 -0.47 1.00 0.06 0.75 0.83 0.06
Na ex/in 0.24 -0.29 0.15 0.06 -0.29 0.39 1.00 0.61 0.08 0.00
K ex/in* -0.37 -0.08 -0.48 0.92 -0.51 0.07 -0.11 1.00 0.00 0.79
K/Na ex -0.59 0.01 -0.65 0.66 -0.53 0.05 -0.36 0.67 1.00 0.68
K/Na in -0.08 -0.42 -0.41 0.19 -0.71 0.39 0.71 0.06 0.09 1.00

* Variables excluidas por presentar una elevada correlacion entre si (r=>0.9).
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