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Resumen

En la Argentina, la ganaderia actual se desarrolla en ambientes con limitantes
edafo-climadticas, entre ellas, suelos de moderada a alta salinidad combinada con periodos
de anegamiento. Numerosas especies forrajeras han sido introducidas con el objetivo de
incrementar la oferta en estos ambientes, entre ellas, Panicum coloratum una graminea
subtropical. El objetivo de este estudio fue evaluar en dos variedades botdnicas de esta
especie, var. makarikariense y var. coloratum, la respuesta a condiciones de salinidad,
hipoxia y su combinacion. Se estudiaron las respuestas fisioldgicas y oxidativas, asi como
también los cambios en la morfologia y acumulacion de biomasa aérea y radicular, en un
sistema de hidroponia. Para la mayoria de los caracteres, no se observaron diferencias en
los efectos observados en condiciones de salinidad y salinidad e hipoxia combinados. La
variedad makarikariense resulté mas tolerante a condiciones de salinidad que la variedad
coloratum. Luego, se estim la variabilidad genética y el avance por seleccion mediante
seleccion fenotipica individual (SFI) y seleccién genotipica por prueba de progenie
(SGPP). El método mas eficiente difirié entre variedades. La SFI seria mas exitosa en la
variedad coloratum mientras que, SGPP para la variedad makarikariense. Los resultados
muestran que seria posible incrementar la tolerancia a estrés combinado en Panicum

coloratum.

Palabras claves: Estrés abidtico, tolerancia, mejoramiento genético, forraje, Panicum

coloratum.
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Abstract

In Argentina in the last decades, livestock has moved to areas with soil restrictions
such as salinity. In addition, these landscapes are prone to waterlogging. Forage species
have been introduced to increase the supply in these environments, including Panicum
coloratum, a subtropical forage grass. The objective of this study was to evaluate the
effect of salinity conditions, hypoxia and their combination on to two botanical varieties
of this species, var. makarikariense and var. coloratum. Physiological and oxidative
responses were evaluated, as well as changes in morphology and accumulation of aerial
and root biomass of seedlings growing in a hydroponic system. For most traits, no
differences were observed between salinity and combined stress conditions.
Makarikariense was more tolerant to salinity conditions than coloratum. After that,
genetic variability and genetic gain were estimated by individual phenotypic selection
(IFS) and genotypic selection (SGPP). The most efficient method was different between
varieties. SFI would be more efficient than SGPP for coloratum variety and SGPP would
be more efficient than SFI for makarikariense variety. The results show that it would be

possible to increase combined stress tolerance in plants of Panicum coloratum.

Keywords: Abiotic stress, tolerance, forage, breeding, Panicum coloratum.
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Capitulo 1.

Introduccion general
Avance de la frontera agricola y cambio en el uso del suelo

A partir de la década de los 90’ el incremento del precio de los commodities, la
flexibilizacién en las normas de arrendamiento y la incorporacion de nuevas tecnologias
ha provocado el avance de la frontera agricola en la Argentina (Auer et al., 2019). En la
regién pampeana, la expansion de la superficie cultivada se produjo a expensas de tierras
ocupadas por cultivos forrajeros perennes y de pastizales naturales, mientras que en la
region chaquefia este avance se produjo a expensas del monte nativo (Paruelo et al., 2006).
Esto ha provocado no sélo, la homogenizacién de los ecosistemas y la pérdida de
biodiversidad (Stephan, 2016) sino también, cambios a nivel de suelo (Amdan et al.,
2013). La expansion de la frontera agricola en la region pampeana Argentina, es ejemplo
de esto, existen vastas evidencias que denotan su relaciéon con el incremento en la
frecuencia y severidad de periodos de anegamiento, debido al cambio en el flujo de carga
y descarga del agua subterrdnea (Jobbagy et al., 2003; Nosetto et al., 2015). Por otra parte,
con el ascenso del nivel fredtico se produce el ascenso de las sales disueltas en la solucién
del suelo y producto de ello se acumulan sales en la zona de exploraciéon de raices
(Jayawickreme et al., 2011), dificultando el desarrollo de los principales cultivos

agricolas en estas regiones.

Una de las consecuencias més notorias del avance de la frontera agricola, ha sido
el desplazamiento de la produccién ganadera hacia zonas con bajo potencial para la
agricultura. Estas zonas suelen tener restricciones edéficas como salinidad, alcalinidad y
problemas asociados, como periodos de alternancia de sequia-inundacién (Paruelo et al.,
2006; Manuel-Navarrete et al., 2009). Lo expuesto deja en claro el rol protagénico que
tienen las tierras afectadas por sales y acumulacion de agua en la pérdida de rentabilidad
agricola-ganadera Argentina, no solo por la superficie afectada =15 Mha (Lavado, 2007),

sino también, por su efecto negativo sobre los cultivos.
Salinidad - Anegamiento

La salinizacion de los suelos es uno de los estreses abidticos de mayor importancia
para la produccidn agricola en regiones dridas y semidridas del mundo debido a su efecto
negativo sobre el crecimiento de los cultivos. Aproximadamente el 20% del area cultivada

y el 50% del area irrigada mundial, se encuentra afectada por dicho estrés y, se prevé que

1



para el afio 2050, més del 50% de todas las tierras agricolas presentaran diferentes niveles
de salinizaciéon (Wang et al., 2003). En Latinoamérica, Argentina es el pais que lidera en
porcentaje de tierras salino-sdédicas (Pla Sentis, 2021), y la regién chaquena y del noroeste

es la més afectada por esta problematica.

El estudio de los suelos salinos involucra los suelos afectados por sales, los suelos
alcalinos y los afectados por la combinacién de salinidad y alcalinidad, por lo que su
andlisis resulta muy complejo. La salinidad se mide por medio de la conductividad
eléctrica (CE) en la solucion del suelo, y el umbral para considerar que un suelo es salino
se ha establecido en CE>4 dS/m, siendo en general, el cloruro de sodio (NaCl) la principal
fuente de salinidad de estos suelos. Por otra parte, un suelo es considerado sédico cuando
el porcentaje de sodio de intercambio (PSI) es >15% o la relacién de absorcién de sodio
(RAS), que es la relacién entre el Na* y los cationes Ca®* y Mg?* de la solucién del suelo
es >13%. En el caso de los suelos denominados sédicos la CE se mantiene por debajo de
4,y en caso de que este valor sea superado se denominan salino-sédicos. A menudo, los
suelos sddicos poseen altos valores de pH. En suelos sddicos existe una concentracion
elevada de sales soédicas capaces de sufrir hidrdlisis alcalina como carbonato y
bicarbonato de sodio. Estas sales producen incrementos del pH del suelo a valores
mayores o iguales a 8,5 produciendo una disminucién en la disponibilidad de nutrientes
por menor solubilidad y ademds, una caida en la actividad biolégica (Taboada, 2009;

Courel, 2019).

Estos suelos sédicos que pueden presentarse en una gran variedad de situaciones,
poseen un horizonte Bt nétrico en profundidad. Esto quiere decir, un horizonte B con alto
porcentaje de arcilla y estructura de tipo columnar que lo convierte en un subsuelo con
baja permeabilidad (Taboada, 2009). Como el sodio impide la floculacién, este tipo de
suelos son propensos a la caida en la infiltracion debido a los fendémenos de

encostramiento y dispersion de arcilla (Pita, 2017).

Suelos clasificados taxondmicamente como Natralboles, Natraquoles o
Natraqualfes, entre otros, cuentan con las caracteristicas mencionadas (Imhoff vy
Panigatti, 2021), donde ademds de la salinidad presente, estas tierras son propensas a

presentar condiciones de anegamiento.

Se entiende como anegamiento al perfil de suelo saturado con agua, lo que genera,
en suelos con presencia de sales, condiciones de hidro-halomorfismo. Estas condiciones
pueden originarse, ya sea, por la existencia de un nivel fredtico salino cercano a la
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superficie, o por la acumulacion de agua debido a la reducida infiltracion en suelos salino-

sodicos.

En condiciones de anegamiento el aire presente en los poros del suelo es
reemplazado por agua, esto determina una caida del nivel de Oz en el suelo debido su baja
tasa de difusién en agua (Ponnamperuma, 1972). Poco tiempo después de que el suelo
sufre un proceso de anegamiento, la respiracion de raices y la actividad de los
microorganismos consumen el oxigeno remanente y provocan una condicién de hipoxia
(Blom y Voesenek, 1996). Una consecuencia asociada a la hipoxia es la caida del
potencial redox, por lo que ocurren aumentos en la disponibilidad de algunos nutrientes
y disminucién en la disponibilidad de otros. En primer lugar, los nitratos (NOs3") se
reducen a formas de nitrégeno molecular (N2) y 6xido nitroso (N2O) en un proceso
conocido como desnitrificacién (Illarze et al., 2018). En segundo lugar, cuando un suelo
se encuentra saturado con agua, el fésforo forma compuestos con hierro ferroso y
manganeso reducido. Las fracciones minerales de fésforo unidas al hierro y al manganeso
son mas solubles que cuando estos compuestos estan en estado oxidado lo que incrementa
la disponibilidad de este elemento para las plantas (Taboada et al., 2009). Por otro lado,
a medida que incrementa el tiempo en que el suelo se encuentra saturado, las
concentraciones de didxido de carbono incrementan junto al etileno, a causa de la

respiracion radicular.

Las principales dreas de la Argentina en donde las condiciones de salinidad y
anegamiento confluyen con frecuencia, son la “Pampa Deprimida” en la provincia de
Buenos Aires y los bajos submeridionales en la provincia Santa Fe y Chaco donde
alcanzan, entre estas dos zonas, alrededor de 15 Mha (Lavado, 2007). En estas regiones
ante un evento de precipitacion, la fragil estructura de los suelos sédicos provoca la
acumulacién de agua en superficie que sumado a la salinidad presente provocan un estrés

combinado por salinidad e hipoxia en las plantas creciendo en estos ambientes.
Efecto del estrés por salinidad e hipoxia

La salinidad en el suelo afecta negativamente el crecimiento y el desarrollo de las
plantas, debido a la alteracion de los principales procesos fisiol6gicos y bioquimicos tales
como fotosintesis, sintesis de proteinas, metabolismo lipidico y energético (Zhang y
Blumwald, 2001; Ashraf, 2004; Munns, 2005; Parida and Das, 2005). Frente a una
situacion de estrés salino, las plantas manifiestan diversas respuestas en dos fases
sucesivas a través del tiempo (Munns and Tester, 2008). La primera fase, osmética,
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comienza inmediatamente cuando se eleva la concentracion de sal en el medio
ocasionando una reduccién del potencial hidrico. La segunda fase, idn-especifica, implica
la respuesta de la planta a la acumulacion de niveles téxicos de sal (Na*, Cl) en los tejidos
(Munns and Tester, 2008). Estos iones pueden ser transportados ya sea por simplasto o
aposplasto y pueden ingresar a las raices a través de apoplasto sin que intervenga una
selectividad bioldgica entre el exterior y el xilema en regiones de la raiz que carezcan de
la proteccion brindada por la exodermis y / o endodermis o bien no se hayan formado o
se vean interrumpidas. Los iones son removidos del xilema hacia el interior de la célula
donde pueden ser secuestrados dentro de las vacuolas. Prevenir o reducir el flujo de iones
hacia el xilema mediante barreras exo y / o endodérmicas es fundamental para que las
plantas limiten el transporte de sal a los brotes en condiciones de salinidad (Yeo et al.,
1987; Cui et al., 2021). Muchas plantas pueden excluir hasta cerca del 98% de la sal
presente en la solucién de suelo, permitiendo que sélo un 2% sea transportado en el
xilema hacia los brotes (Munns, 2005). En algunos casos, los iones Na* y Cl” que ingresan
a las células de la raiz, son expulsados nuevamente hacia el medio a través de
transportadores de membrana, siendo este mecanismo, de un costo energético muy

elevado para las plantas (Munns y Tester, 2008).

Aquellos iones que ingresan a la planta pueden ascender por el torrente
transpiratorio hacia las hojas, donde se acumulan y generan los mayores dafios. De esta
manera, como se mencionara previamente, comienza la “fase i6nica” que ocurre en una
segunda etapa luego de la exposicion a la salinidad. Los iones Na* y Cl alteran la
estructura de enzimas, provocan dafio en organelas celulares y, ademds, inducen la
deficiencia de ciertos iones como potasio (K*), calcio (Ca*") y magnesio (Mg**) (Peng et

al., 2008; Sade et al., 2018).

En respuesta al bajo potencial osmético, se acumulan solutos osmocompatibles en
el citosol, éstos permiten a las plantas realizar un ajuste osmético y, a su vez, balancear
la presién osmdtica entre la vacuola (donde son compartimentalizados Na™ y CI') y el
citoplasma (Munns y Tester, 2008). Los osmolitos compatibles mds comunes son

azucares solubles, prolina, glicinabetaina y poliaminas (Hoque et al., 2008).

La toxicidad metabdlica del Na* estd asociada con perturbaciones en la membrana
celular y con la competencia por los sitios de ingreso del K*, esencial para el metabolismo
(Cerdéa et al., 1995; Wu et al., 2015). Una alta concentracion de Na* desplaza los iones de

Ca™ de los sitios de enlace de la membrana celular en la raiz y altera su permeabilidad, lo
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que causa una salida de K* de las células y favorece la entrada de Na* (Cramer et al.,
1994). Mantener la homeostasis celular de K™ y Na* es importante para mantener la
actividad de enzimas relacionadas al metabolismo de los carbohidratos y conservar un
potencial de membrana adecuado que garantice la presion de turgencia necesaria para la
expansion celular (Munns y Tester, 2008; Barret-Lennard y Shabala, 2013). En este
sentido, la tolerancia a la salinidad depende de la habilidad del genotipo para controlar la
absorcion y el transporte de Na* y Cl* al tejido fotosintético, manteniendo una alta
relacion de K*: Na* en la hoja. Esta relacion por lo tanto, se considera como un indicador
importante de la tolerancia a la salinidad (Greenway y Munns, 1980; Cerda et al., 1995;
White y Broadley, 2001; Paz et al., 2012; Barret-Lennard y Shabala, 2013; Ribotta et al.,
2013).

En el caso del anegamiento, el estrés que sufren las plantas estd dado por un déficit
en la disponibilidad de oxigeno en el sistema radicular (Capon et al., 2009; Colmer y
Voesenek, 2009; Striker, 2012) que impacta en forma directa en la supervivencia y
crecimiento de este sistema e indirectamente en la parte aérea (Yin et al., 2010). La falta
de oxigeno es producto de la caida drastica en la tasa de intercambio de gases entre el
suelo y la atmdsfera provocada por la pelicula de agua sobre el suelo (Ponnamperuma,
1972). Frente a este tipo de estrés las plantas responden a través de cambios fisioldgicos,
anatémicos y morfolégicos relacionados con la supervivencia bajo tales condiciones
(Colmer y Voesenek, 2009). Entre los cambios anatémicos de mayor relevancia se
encuentra la formacién de aerénquima y de raices adventicias, que favorecerian el
transporte interno de oxigeno desde los 6rganos aéreos hacia los tejidos sumergidos
(Teakle et al., 2011; Striker, 2012). Entre las respuestas morfolégicas se menciona, entre
otras, la modificacion de la asignacion de recursos hacia una mayor relacion tallo: raiz
(Imaz et al., 2012; Striker, 2012). Con respecto a las modificaciones fisioldgicas, el
anegamiento incrementa la absorcién y transporte de iones y disminuye la conductancia
estomadtica , en consecuencia, las tasas de transpiracion y fotosintesis se ven afectadas
(Teakle et al., 2007). Estos cambios fisiolégicos foliares impactan directamente,
disminuyendo la acumulacién de biomasa por parte de las plantas (Colmer y Flowers,
2008; Mollard et al., 2010; Striker, 2012) siendo esto relevante en el caso de especies

forrajeras ya que afecta directamente el forraje disponible para el ganado.

Bajo condiciones ambientales favorables, el metabolismo oxidativo se encuentra

en equilibro entre produccion y degradaciéon de especies reactivas del oxigeno (ERO)



como, 16n superoxido (O2)), radical hidroxilo (OH) y peréxido de hidrégeno (H202),
entre otras (Choudhury et al., 2017). Bajo condiciones de estrés, tanto bidtico como
abidtico, existen reportes indicando la acumulacién de EROs, provocando lo que se
conoce como estrés oxidativo (Castelli et al., 2010; Tommasino et al., 2018). Para la
eliminacion de las EROs los organismos cuentan con un sistema de detoxificacion, tanto
enzimatico como no enzimatico. El sistema enzimdtico estd conformado por varias
enzimas antioxidantes, entre ellas, Catalasa (CAT), Superdéxido dismutasa (SOD) y
Ascorbato peroxidasa (APX) (Gill y Tuteja, 2010a). En cuanto al sistema de
detoxificacion no enzimético, se compone de alcaloides, tocoferoles y carotenoides,
ademds de osmolitos compatibles mencionados previamente como, prolina y glicina
betaina, involucrados en la protecciéon de las plantas frente a las EROs, protegiendo la
estructura de membranas y estabilizando proteinas (Ashraf y Foolad, 2007; Choudhury et

al., 2017).

Resumiendo, cuando un suelo salino sufre un proceso de anegamiento, las plantas
se encuentran sometidas a un estrés combinado por salinidad e hipoxia que interactia en
sus efectos, a los que las plantas responden mediante modificaciones en caracteres
fisiol6gicos, morfoldgicos y de dafio oxidativo (Barret-Lennard, 2003; Imaz et al., 2012;
Striker et al., 2015). En los dltimos afios, uno de los caminos para evaluar el efecto de la
combinacidn de estreses en el crecimiento de las plantas es comparar el impacto del estrés
separadamente y luego combinado (Striker et al., 2015; Menon-Martinez et al., 2021). De
esta manera es posible comprender y establecer diferencias en el efecto que produce la
combinacion de estreses frente a aquellos observados con un estrés en particular. Aunque
en el pasado, se ha generado informacién acerca de las respuestas de las plantas a
condiciones de estrés por salinidad y anegamiento, estos resultados no pueden ser
utilizados para inferir los efectos de su combinacién (Zandalinas et al., 2018). Por lo
tanto, la combinacion de diferentes condiciones de estrés debe ser tratada como un nuevo

estrés abidtico y generar informacion en torno a esta nueva condicion resulta relevante.
Ganaderia en ambientes con limitantes

Los pastizales que se encuentran en regiones afectadas por salinidad vy
anegamiento forman parte de la principal oferta forrajera para el ganado, estidn
conformados por valiosas especies nativas y naturalizadas, en particular gramineas,
leguminosas y amarantdceas adaptadas a condiciones de estrés salino e hidrico, producto

de miles de afios de evolucién (Pensiero y Zabala, 2017). Entre las mds importantes se
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encuentran especies del género Atriplex sp., Trichloris sp., Paspalum sp., Cynodon sp.,

Elymus sp., Melilotus sp., entre otras (Marinoni et al., 2019).

Los pastizales son extremadamente importantes desde el punto de vista ambiental
ya que evitan la erosion del suelo y juegan un papel vital en el secuestro de carbono.
Ademas, son una reserva de biodiversidad y un valioso hébitat de vida silvestre (Lemaire
et al., 2005). Por otra parte, desempefian un papel importante para la produccién animal
ya que constituyen la base de alimentacion del ganado (Batello et al., 2008). Sin embargo,
el sobrepastoreo, producto de la alta carga animal y la falta de planificacion de periodos
de utilizacién y descanso, ha provocado la degradacion del pastizal natural y la pérdida

de especies de alta calidad forrajera (Marino et al., 2020).

Con el objetivo de aumentar la receptividad de los sistemas ganaderos extra-
pampeanos y complementar a las especies presentes en el pastizal natural, se han
introducido numerosas especies de gramineas forrajeras subtropicales (Qadir et al., 2007;
Avila et al., 2014). Una de estas especies es Panicum coloratum, introducida en nuestro
pais para ser utilizada en regiones afectadas por condiciones edafo-climéticas adversas,
como suelos de moderada a alta salinidad combinada en algunos casos con anegamiento
(Petruzzi et al., 2003). En este contexto, surge la necesidad de generar conocimientos
referidos a caracteres y procesos fisioldgicos involucrados en la tolerancia al estrés
combinado salinidad-anegamiento en esta especie que resulten orientativos para definir
los pasos a seguir en la definicién de un plan para la obtencién de nuevo germoplasma
mejorado en su capacidad productiva. El germoplasma superior impactard en los sistemas
ganaderos al aumentar la oferta de forrajes en situaciones poco productivas vy,

consecuentemente, generando un incremento en la rentabilidad de los mismos.
Panicum coloratum L.

Panicum coloratum L., es una graminea perenne de crecimiento estival con
metabolismo fotosintético C4. Originaria del continente africano, estd adaptada a zonas
subtropicales y tropicales (Armando et al., 2013). Es una especie alogama que presenta
diferentes niveles de ploidia, siendo la forma mas comin la autotetraploide (2n=4X=36)
(Armando et al., 2017). Pertenece a la familia Poaceae, subfamilia Panicoideae, tribu

Paniceae (Tischler y Ocumpaugh, 2004).

En Argentina, las variedades mds frecuentemente introducidas son coloratum y

makarikariense, diferentes en morfologia y en sus requerimientos (Lloyd, 1981; Armando



et al., 2013) (Figura 1.1). La variedad coloratum se desarrolla en ambientes con un rango
de precipitaciones de 450 mm — 800 mm anuales, es tolerante a las heladas y a la sequia,
y se desarrolla en suelos arenosos. Presenta hojas de color verde brillante y 0.5 - 0.8 cm
de ancho. En el mercado encontramos el cv. Klein, liberado en Estados Unidos en el afio
1982 (US Departament of Agriculture, 1982) y mejorada por mayor peso de semillas. La
variedad makarikariense crece en ambientes con un rango de precipitaciones de 600 mm
— 1000 mm anuales. Su mejor comportamiento lo manifiesta en suelos arcillosos pesados.
Sus hojas presentan color verde azulado, con una nervadura central blanca prominente y
un ancho de 1 — 1.3 cm. Esta variedad presenta mayor capacidad de propagacion
vegetativa a través de estolones que la variedad coloratum. Los cultivares registrados en
el pais son cv. Bambatsi, desarrollado en Sudéfrica a partir de un ecotipo local colectado
en el afio 1946 (West, 1952) y cv. Kapivera INTA, seleccionado por mayor peso de
semilla y mejor capacidad de implantacién en 2016 y liberado en Argentina (Giordano et
al., 2013). Existen reportes previos para ambas variedades de esta especie que destacan
su tolerancia a condiciones de anegamiento y salinidad (Imaz et al., 2012, 2015; Pittaro

et al., 2015; Cardamone et al., 2018).
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Figura 1.1. (A) Panicum coloratum var. makarikariense; (B) Distribucién en la
republica Argentina de la var. makarikariense; (C) Panicum coloratum var. coloratum;
(D) Distribucién en la republica Argentina de la var. coloratum. Elaboracién propia en

base a Avila et al. (2014)

Mejoramiento genético para tolerancia a estrés

El mejoramiento genético de especies forrajeras ha enfocado sus esfuerzos en
diferentes rasgos a lo largo de la historia, como incremento en el vigor de plantulas
(Tischler et al., 1989), aumento en la produccién de biomasa (Dhaliwal, 2009) aumento
en el peso (Giordano et al., 2013) y retencion de semillas (Young, 1986). Sin embargo, el
mejoramiento en tolerancia a estreses abiéticos ha tomado lugar en los dltimos afios (Atlin

et al., 2017) y en particular a salinidad (Schrauf et al., 2017). Esto se debe a que, si bien



pueden encontrarse soluciones para la problemética que conlleva un suelo salinizado, las
medidas preventivas o de restauracion de los mismos para su recuperacioén en suelos
productivos, implican soluciones costosas y de corto plazo (Lavado, 2007). Por esto, bajo
la hipétesis de que es posible aumentar la capacidad productiva de una especie sometida
a estrés mediante mejoramiento genético, se ha trabajado en obtener germoplasma
tolerante a diversos factores de estrés a través de seleccion (Carloni et al., 2017,

Cardamone et al., 2018).

Si bien, la adaptacion y mejoramiento de especies forrajeras pretende ser la mejor
solucion para el incremento de la oferta forrajera, este proceso no resulta sencillo, y esto
se ve reflejado en el escaso aporte, por parte del mejoramiento genético, al incremento en
el rendimiento de forraje en las dltimas décadas (Lamb et al., 2006; Kingston-Smith et

al., 2013).

Los programas de mejoramiento genético en forrajeras al6gamas culminan, en
general, con la obtencion de una variedad sintética o una poblacién mejorada de
polinizacién abierta. Dado que, caracteres de interés en forrajeras, como rendimiento y
calidad nutricional se heredan en forma cuantitativa, el método de mejoramiento mas
utilizado es la seleccion recurrente, cuyo objetivo es incrementar la frecuencia de alelos
favorables en una poblacidn, aislando y apareando entre si, sus mejores individuos en

ciclos repetidos.

Los individuos de una poblacién son evaluados y seleccionados a través de
observaciones fenotipicas. El fenotipo, es la carga genética contenida por un individuo
sumada a la interaccion con los efectos ambientales que modelan su expresion (Falconer
y Mackay, 1996; Mariotti y Collavino, 2014). Resulta asi, imprescindible cuantificar que
proporcion de la variacién fenotipica observada se debe a efectos genéticos. En otras
palabras, determinar si las diferencias que se observan entre los individuos de una
poblacién se deben al genotipo o al ambiente o en qué proporcién a uno y a otro. En este
sentido, la heredabilidad es un parametro ampliamente utilizado en el mejoramiento de

cultivos ya que permite conocer esta proporcion en cada uno de los caracteres de interés.

La heredabilidad en caracteres relacionados a la tolerancia a diferentes estreses ha
sido estudiada previamente en especies forrajeras (Warkad et al., 2008; Ebrahimiyan et
al., 2013), incluso en P. coloratum (Cardamone, 2019; Pittaro et al., 2021), sin embargo,
no existen reportes acerca de la heredabilidad en caracteres involucrados en la tolerancia
a estrés combinado de salinidad y anegamiento en esta especie. Es importante destacar
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que la estimacion de heredabilidad y consecuentemente el avance genético por seleccion
deben calcularse de acuerdo con el método de seleccién propuesto y aplicarse a la
poblacién de referencia apropiada (Nguyen y Sleper, 1983). Por esto, resulta importante,
previo a determinar un método de seleccion, estudiar cudl resulta mds adecuado para el

objetivo de mejoramiento.

Los diferentes métodos de seleccion difieren entre si, por la unidad que serda
elegida para su entrecruzamiento y posterior cosecha. Entre ellos, la seleccion fenotipica
individual y genotipica por prueba de progenie son dos métodos que han sido utilizados
en el mejoramiento genético de especies forrajeras (Basigalup D. y Rossanigo R., 2007)
y particularmente en P. coloratum (Giordano et al., 2013; Pittaro et al., 2021). En la
selecciéon fenotipica individual, los individuos se seleccionan en base a sus valores
fenotipicos. En cuanto a la seleccidon genotipica por prueba de progenie, los individuos se
seleccionan en base al valor medio de su progenie y es considerado un tipo de seleccion

familiar (Falconer y Mackay, 1996).

Se ha trabajado en estudiar que método es el méds adecuado para incrementar la
produccion de biomasa en diferentes especies forrajeras (Casler, 2008; Marcén et al.,
2020). Sin embargo, poco se conoce sobre que método resulta mds eficiente en el

incremento de la tolerancia a estrés en P. coloratum.
En base a lo anterior, se plantean las siguientes hip6tesis:
Hipotesis
Las plantas de las variedades coloratum y makarikariense de P. coloratum

presentan diferencias en la expresidn de caracteres morfoldgicos, fisioldgicos y de dafio

oxidativo cuando crecen expuestas a estrés combinado de salinidad e hipoxia.

Es posible incrementar la frecuencia de genes asociados a la tolerancia al estrés
combinado en P. coloratum, mediante el cruzamiento de genotipos seleccionados como

mas promisorios.
Objetivo general

El objetivo general es estudiar la respuesta al estrés combinado de salinidad e
hipoxia en dos variedades de P. coloratum mediante caracteres morfoldgicos, fisiologicos

y de dafo oxidativo, y en base al cdlculo de pardmetros genéticos, determinar el mejor
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método de seleccion para lograr poblaciones con tolerancia incrementada a estrés por

salinidad-anegamiento.
Objetivos especificos

Comparar la respuesta fisiologica y oxidativa en condiciones de salinidad, hipoxia
y su combinacion de cultivares comerciales de dos variedades de P. coloratum. (Capitulo

2).

Comparar la respuesta morfoldgica y la acumulacion de biomasa aérea y radicular
en condiciones de salinidad, hipoxia y su combinacién de cultivares comerciales de dos

variedades de P. coloratum. (Capitulo 3).

Con la finalidad de incrementar la frecuencia de genes asociados a la tolerancia al

estrés combinado se plantea:

Estimar pardmetros genéticos en caracteres relacionados a la respuesta al estrés
combinado en una muestra al azar de familias de medios hermanos de P. coloratum por

seleccion fenotipica individual. (Capitulo 4)

Estimar pardmetros genéticos en caracteres relacionados a la respuesta al estrés
combinado en una muestra al azar de familias de medios hermanos de P. coloratum por

seleccidn genotipica por prueba de progenie. (Capitulo 4)

Estimar y comparar el avance genético por seleccion individual y prueba de

progenie luego de un ciclo de seleccién (Capitulo 4)
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Capitulo 2

Estudio de la respuesta fisiologica y oxidativa a condiciones de salinidad e hipoxia

en Panicum coloratum L.
Introduccion

La expansion de la frontera agricola provocé la relocalizacion de la produccion
ganadera a zonas con restricciones edafo-climaticas, entre ellas, suelos de moderada a
alta salinidad combinada en algunos casos con anegamiento (Paruelo et al., 2006;
Manuel-Navarrete et al., 2009). Para incrementar la oferta forrajera, en estos ambientes,
se han incorporado especies capaces de tolerar estas condiciones, entre ellas, P.

coloratum, una graminea perenne de crecimiento estival (Petruzzi et al., 2003).

La salinidad impacta negativamente en el crecimiento de las plantas, la
acumulacién de iones Na+ y CI- en la zona de exploracion del sistema radicular produce
dos efectos. Un efecto directo que comienza inmediatamente después del incremento en
la concentracién de sales alrededor de la zona de raices (efecto osmético), reduciendo la
disponibilidad de agua para las plantas (Munns y James, 2003; Munns y Tester, 2008). El
segundo efecto es debido a la toxicidad que se produce a causa de la acumulacién, dentro
de la planta, de iones Na+ y Cl-. En el interior de la célula, la toxicidad i6nica depende
de su ubicacién subcelular. La acumulacién de iones en un tejido vegetal puede exceder
la capacidad de las células para compartimentarlos en la vacuola (Mgller y Tester, 2007).
En este ultimo caso, la acumulacién de Na+ en el citoplasma provoca un desbalance
osmotico y toxicidad metabdlica afectando la presencia de elementos esenciales como K+
y Ca+ en el citoplasma (Greenway y Munns, 1980; Munns y Tester, 2008). El K+ estd
involucrado en el balance i6nico del citoplasma, la activacion de reacciones enziméticas
y la regulacion de la presion de turgencia. Debido a las similitudes fisicoquimicas con el
Na+, estos iones compiten por sus sitios de ingreso a la célula culminando en muchos
casos con la deficiencia intracelular de K+. En genotipos de Triticum aestivum se
encontrd una correlacion entre la relacion K+: Na+ y el grado de tolerancia a la salinidad
(Sairam et al., 2002). Incluso, Cardamone et al., (2018) demostré la existencia de
variabilidad genética en la acumulacién de Na+ y K+ en plantulas de P. coloratum var
makarikariense creciendo en condiciones de salinidad. Pittaro et al., (2015) arribo a
resultados similares hallando variabilidad en la acumulacién de iones Na+ y K+ en clones

de P. coloratum var. coloratum creciendo en medio salino. Por este motivo la relacion
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K+: Na+ resulta importante como un indicador de la tolerancia a estrés salino (Munns,

1985).

En respuesta a este estrés, existen diferentes rasgos de adaptacion por parte de las
plantas que les permiten mantener el crecimiento bajo estas condiciones. Entre ellos,
restriccion al ingreso de iones potencialmente toxicos y acumulacion de solutos orgénicos
como prolina y glicina-betaina, tanto en citosol como en vacuola, lo que permite mantener
la turgencia celular (Munns y Tester, 2008; Munns et al., 2020). Otra respuesta directa
generada por el estrés osmotico provocado por la salinidad, incluso previo a que el NaCl
comience a acumularse a niveles altos en las hojas, es la reduccién en la conductancia
estomdtica (Munns y James, 2003), lo que provoca la cafa en la tasa fotosintética y por
consiguiente en la tasa de crecimiento. La reduccion de la conductancia estomadtica
provoca una menor tasa de traspiracién y a raiz de esto, menor pérdida de calor,
provocando un incremento en la temperatura foliar (Pallas et al., 1967). En este sentido,
Tian et al., (2020) observaron incrementos en la temperatura del canopeo en pasturas de
Medicago sativa creciendo en condiciones de salinidad. En el pasado, ya se ha discutido
la utilizacién de la temperatura del canopeo como criterio de seleccion, razonando que
las plantas con temperaturas mads frias en el dosel estdn transpirando a tasas mds altas y,
de esta manera, son capaces de alcanzar tasas fotosintéticas, crecimiento y rendimiento
relativamente altos (Pinter et al., 1990). En P. coloratum, hasta el momento, no existen

reportes acerca de la influencia de la salinidad en la temperatura foliar.

En cuanto a la hipoxia, efecto directo producto de la caida en la concentracién de
oxigeno en suelos anegados, provoca que el metabolismo aerébico de produccién de
energia cambie a una respiracion anaerébica o fermentativa mucho menos eficiente en la
produccién de ATP (Voesenek et al., 2006). Esta crisis energética puede provocar un
incremento en la absorcién y transporte de iones por parte de las raices (Jackson et al.,
1981). Para contrarrestar estos efectos, existe una respuesta comun a nivel anatémico que
es la generacion de tejido arenquimatico (Colmer y Voesenek, 2009). Este tejido consiste
en una serie de espacios interconectados que facilitan el transporte de oxigeno desde los
brotes hacia las raices permitiendo mantener la respiracién aerdbica y consecuentemente
su crecimiento (Striker, 2012). Existen especies que poseen un aerénquima constitutivo,
es decir, presentan este tipo de tejido incluso previo a enfrentarse a una situacion de estrés
por hipoxia (Colmer, 2003). Ademads, estas plantas son capaces de incrementar el

porcentaje de tejido aerenquimatico frente a la hipoxia. Este es el caso de P. coloratum,
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donde se ha observado la presencia de aerénquima constitutivo y la capacidad de
incrementar la proporcion de este tejido frente a condiciones de estrés por anegamiento

(Imaz et al., 2015).

Al igual que en condiciones de salinidad, se ha reportado ademads, que en plantas
creciendo en condiciones de hipoxia, puede caer la conductancia estomatica y las tasas
de transpiracion y fotosintesis (Striker et al., 2005; Teakle et al., 2007). En relacién con
esto, se han registrado incrementos en la temperatura foliar de plantas de Arabidopsis
thaliana creciendo en condiciones de anegamiento, debido a una reduccioén en la
conductancia estomatica (Xu et al., 2019). Sin embargo, en una especie tolerante a
condiciones de hipoxia como Paspalum dilatatum, Insausti et al., (2001) observaron
incrementos en la tasa de fotosintesis, transpiracion y conductancia estomatica, como asi
también una menor temperatura foliar, en plantas de esta especie creciendo en
condiciones de anegamiento. Todos estos cambios tienen un impacto directo en la

acumulacién de biomasa por parte de las plantas.

Ante condiciones de estrés abidtico, como el caso de salinidad y anegamiento,
numerosas investigaciones muestran el aumento del estrés oxidativo, fendmeno de
ocurrencia normal en la planta que incluye la generacion de especies reactivas de oxigeno
(EROs) tales como, i6n superdxido (O2), radical hidroxilo (OH") y per6xido de hidrégeno
(H202), (Ashraf y Foolad, 2007; Ashraf, 2009). El aumento de los niveles de EROs
conduce al dafio oxidativo de proteinas, ADN y lipidos (Mittler, 2002; Farooq et al.,
2009; Gill y Tuteja, 2010b). Para mantener este balance las plantas presentan compuestos
antioxidantes enzimdticos y no enzimdticos que les permiten contrarrestar los efectos
fitotéxicos causados por las EROs (Gill y Tuteja, 2010a). La actividad de las enzimas
Catalasa (CAT) y Superéxido dismutasa (SOD) han sido estudiadas para describir la
respuesta antioxidante enzimdtica frente a condiciones de estrés por salinidad, sequia,
anegamiento y altas temperaturas (Castelli et al., 2010; Jimenez et al., 2012; Tommasino
et al., 2018). La enzima SOD cataliza la dismutacién del i6n superéxido (O2") en oxigeno
(O2) y peroxido de hidrogeno (H20:), mientras que la enzima CAT, cataliza la
descomposicion del H>O» en oxigeno (O7) y agua (H20). Del mismo modo, la respuesta
antioxidante no enzimdtica comprendida por compuestos como Glutatién reductasa,
Ascorbato peroxidasa, Carotenoides, entre otros, ha sido estudiada a partir de la capacidad

reductora férrica del plasma (FRAP) para determinar el poder reductor total. En esta
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técnica, se mide la reduccién del ién férrico (Fe*®) a ferroso (Fe*?) en la presencia de

componentes antioxidantes (Benzie y Strain, 1996).

En condiciones de estrés donde el equilibrio entre produccién y eliminacién de
especies reactivas del oxigeno se interrumpe, es posible cuantificar el dafio oxidativo a
través del contenido de malondialdehido (MDA), un producto de la peroxidacién de
lipidos de membrana. El valor de MDA ha sido usado como un buen indicador del dafio
provocado por radicales libres en la membrana celular (Castelli et al., 2010; Loépez
Colomba et al., 2013). Incluso, se ha planteado la posibilidad de realizar seleccion de
genotipos tolerantes a condiciones de estrés mediante la cuantificacion del contenido de

MDA (Tommasino et al., 2012).

Ademads de comprender la respuesta fisioldgica frente a condiciones de estrés, se
ha trabajado en estudiar la existencia de variabilidad genética en este tipo de respuesta.
Asi, la identificacion de genotipos tolerantes permite hacer comparaciones entre
individuos contrastantes y estudiar los mecanismos de tolerancia. En genotipos de
Triticum turgidum y Thynopirum sp. se ha observado que aquellos que presentan mayor
tolerancia a salinidad son los que logran una mayor exclusiéon de Na* manteniendo los
niveles de K* (Munns, 2005; Jenkins et al., 2010). En plantulas de Cenchrus ciliaris se
observé menor dafo oxidativo y mayor respuesta antioxidante en genotipos tolerantes a
salinidad (Castelli et al., 2010). Incluso en P. coloratum se reportaron diferencias en la
respuesta antioxidante frente a condiciones de estrés salino entre genotipos tolerantes y
susceptibles de la var. makarikariense (Cardamone, 2019). Si bien como se mencionara
previamente, existen reportes de la respuesta antioxidante frente a condiciones de
anegamiento y salinidad, hasta el momento, no existen registros acerca de la activacién

de la maquinaria antioxidante en gramineas expuestas a la combinacion de estos estreses.

Como se mencioné en el capitulo 1, las dos variedades de P. coloratum
introducidas como forraje al pais presentan un rango 6ptimo de utilizacion diferente (e.g.
la var. coloratum tendria una distribucion de uso recomendado en la zona pampeana
central con mayor desarrollo en la parte semidrida, mientras que la var. makarikariense
lo haria en la zona sub-hiimeda de clima subtropical. Estas diferencias entre variedades
podrian estar relacionadas también a diferencias en la tolerancia a estreses abidticos, por
lo que resultaria interesante evaluar la existencia de variabilidad genética entre las mismas
a través de su respuesta al estrés oxidativo. Si existieran tales diferencias entre variedades

y si fuera posible detectarlas a través de la respuesta fisioldgica al estrés oxidativo, estos
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caracteres podrian constituirse como pardmetros para discriminar individuos tolerantes
que podrian luego ser incluidos como germoplasma base en programas de mejoramiento

genético. Bajo estas premisas se plantearon las siguientes hipétesis:
Hipotesis
Las plantas de las variedades coloratum y makarikariense de P. coloratum

presentan diferencias en la expresion de caracteres fisioldgicos y de dafio oxidativo

cuando crecen expuestas a estrés combinado de salinidad y anegamiento.
Objetivo general

Comparar la respuesta fisioldgica y oxidativa en condiciones de salinidad, hipoxia

y su combinacién de cultivares comerciales de dos variedades de P. coloratum.
Objetivos especificos

Evaluar el cambio en la temperatura foliar en plantulas de cultivares comerciales
de dos variedades de P. coloratum creciendo en condiciones de salinidad, hipoxia y su

combinacion.

Evaluar el dafio oxidativo a través del contenido de MDA en plantulas de
cultivares comerciales de dos variedades de P. coloratum creciendo en condiciones de

salinidad, hipoxia y su combinacion.

Evaluar la respuesta antioxidante enzimdtica y no enzimdtica en plantulas de
cultivares comerciales de dos variedades de P. coloratum creciendo en condiciones de

salinidad, hipoxia y su combinacion.

Evaluar la acumulacién de Prolina en plantulas de cultivares comerciales de dos
variedades de P. coloratum creciendo en condiciones de salinidad, hipoxia y su

combinacion.

Evaluar la concentraciéon de Na* y K* en plantulas de cultivares comerciales de
dos variedades de P. coloratum creciendo en condiciones de salinidad, hipoxia y su

combinacion.
Materiales y Métodos
Material vegetal y condiciones de crecimiento

Se evaluaron dos cultivares comerciales de P. coloratum pertenecientes a dos

variedades botdnicas diferentes. El cultivar Klein (KL) perteneciente a la variedad
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coloratum y el cultivar Kapivera INTA (KA) perteneciente a la variedad makarikariense.
Las semillas de los dos cultivares se germinaron en macetas en invernadero durante
septiembre - octubre de 2018 a 26,4°C / 18,1°C (dia / noche) de temperatura con luz
natural. Las pldntulas al estadio de tres hojas se colocaron en bandejas de plastico de 4
litros llenas de solucion nutritiva Hoagland aireada (Hoagland y Arnon, 1950). Las
plantulas se mantuvieron durante cinco dias en estas condiciones. Luego, se impusieron
cuatro tratamientos durante 22 dias: no salino-aireado (NS-A); no salino-hipoxia (NS-H);
salino-aireado (S-A) y salino-hipoxia (S-H). Para los tratamientos salinos, se aumento
gradualmente la concentracion de sal (mediante la adicién de NaCl en incrementos de 50
mM por dia) hasta que se alcanzé una concentracién final de 150 mM para macetas S-A
y S-H. La concentracion final se decidié a partir de resultados obtenidos en estudios
previos evaluando diferentes concentraciones de NaCl (Lifschitz et al., 2018). En los
tratamientos de hipoxia, la aireacion se detuvo 24 horas antes de reemplazar la solucién
por una solucién nutritiva de agar estancado desoxigenado para evitar un choque de
anoxia (agar disuelto al 0.1% p / v agregado a la solucién nutritiva) (Striker et al., 2015).
El agar al 0,1% evita los movimientos convectivos en la solucién y permite la
acumulacién de etileno generado por las plantas, tal como ocurre en suelos anegados
(Wiengweera et al., 1997). Las bandejas asignadas a los tratamientos aireados (NS-A, S-
A) continuaron burbujedndose con aire (aireador “Hailea ACO-6604"). Se utilizaron
bandejas aireadas no salinas para la condicion de control. El disefio experimental fue en
bloques completamente aleatorizados con 2 variedades, 4 condiciones de crecimiento y 6
réplicas con 10 pldntulas en cada bandeja (réplica), totalizando 480 plantas. Las bandejas
se distribuyeron completamente al azar dentro de cada bloque, y los bloques se
distribuyeron en el invernadero segtn el gradiente luminico. Las bandejas se rellenaron
semanalmente con solucién nutritiva Hoagland segin fuera necesario. La conductividad
eléctrica se control6 cada dos dias y se mantuvo en torno a 15 + 2,03 dS.m! en
tratamientos salinos y 3 + 1,72 dS.m™! en tratamientos no salinos. De la misma manera,
se midi6 periédicamente la concentracién de oxigeno disuelto en la solucién que resultd

en promedio de 2 + 0,89 mg.I"! en hipoxia y de 8 + 0,76 mg.1"! en bandejas aireadas.
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Variables bioquimicas y fisiologicas evaluadas
Temperatura foliar

La temperatura foliar fue medida mediante un termémetro infrarrojo manual (Uni-
T 300S) sobre la hoja més joven completamente expandida al final del periodo de estrés

(dia 22). Las mediciones fueron realizadas en cuatro plantas por repeticion.
Andlisis de dario oxidativo y defensa antioxidante

Tiempo de Muestreo: Setenta y dos horas después de que se establecieron los

tratamientos, se recolectaron 4 plantulas por repeticiéon de las condiciones de control y
cada situacion de estrés para evaluar el contenido de malondialdehido (MDA), el poder
reductor total (FRAP) y la defensa antioxidante enzimdtica a través de la actividad

Catalasa (CAT) y Superéxido dismutasa (SOD).
Cuantificacion del contenido de Malondialdehido (MDA )

El contenido de MDA fue evaluado de acuerdo con la técnica descrita por (Heath
y Packer, 1968). Se utilizaron 100 mg de muestra vegetal congelada que fueron molidos
con nitrégeno liquido con 1,5 ml de 4cido tricloroacético 0,1% (TCA). Posteriormente
fue centrifugado a 12000 rpm durante 10 minutos. Luego se mezclaron 0,5 ml del extracto
obtenido con 0,5 ml de una solucién de 20 % de TCA con 0,5 % de acido tiobarbittrico
(TBA) y se incub6 durante 20 minutos a 90 °C en baiio térmico. Posteriormente se realizé
un centrifugado a 12000 rpm durante 10 minutos y el sobrenadante fue medido a 532 nm.
Las mediciones se corrigieron para la turbidez inespecifica restando la absorbancia a 600
nm. Para cada muestra se realizé un control sin TBA. La concentracion de MDA fue

calculada utilizando un coeficiente de extincién molar de 155 mM ' em .

Cuantificacion del poder reductor total (FRAP)

El poder antioxidante fue evaluado mediante la medicion de FRAP segin Benzie
y Strain (1996). La solucién reactiva de FRAP consistié en 525 ml de buffer acetato de
potasio (300 mmol / 1 pH 3,6), 50 ml de 2,4,6-Tris (2-pyridyl)-s-triazin (10 mmol /L), y
25 ml de FeCl3+6 H20 (200 mmol / 1). Del extracto obtenido utilizando 100 mg de hojas
molidas con 1 ml de alcohol al 80%, se utilizaron - 38 - 30 ul que fueron mezclados con
270 pl de solucién reactiva de FRAP. Luego se incubaron las muestras durante 40

minutos y se midio la densidad 6ptica a 600 nm.
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Determinacion de la actividad Catalasa (CAT)

La actividad de la enzima CAT fue medida mediante la cinética de consumo de
perdxido de hidrégeno a 240 nm (Aebi, 1984). Se utilizaron 100 mg de muestra de hojas
molidas y homogeneizadas en 1,5 ml con 50 mM de buffer fosfato de potasio (pH 7,4)
conteniendo 1 mM de EDTA (4cido etileno di amino tetra-acético) y 1% (25 mg) de PVPP
(poli vinil poli pirrolidona). Posteriormente se centrifugd a 12000 rpm durante 30 minutos
a 4 °C utilizando el sobrenadante para cuantificar la concentracién de proteina y la
actividad enzimdtica. La unidad de actividad enziméatica CAT se defini6 como la cantidad
de enzima requerida para catalizar la conversién de 1 pmol de peréxido en agua por
minuto. El contenido de proteina del extracto enzimético fue determinado de acuerdo al
método descrito por Bradford (1976). El contenido de proteina soluble se calcul
mediante la férmula obtenida de la curva patrén de albimina de suero bovino. Los
resultados de la actividad CAT fueron expresados en micro moles de peréxido consumido

por minuto por miligramo de proteina (umol / min*mg Proteina).
Determinacion de la actividad Superoxido dismutasa (SOD)

La actividad enzimatica de SOD fue determinada por el método descripto por
Beauchamp y Fridovich, (1973) el cual se basa en la habilidad de la enzima en inhibir la
reduccién del nitro blue tetrazolium (NBT). Para ello fueron colocados en cada cuba 180
ul de agua, 400 ul de Mix (buffer de fosfato de potasio 0,05 M pH 7,8; EDTA 1 uM,
metionina 13 mM y NBT 75 uM), 400 ul de Riboflavina (Rb) y 20 ul de muestra de tal
manera de completar 1 ml y fue medida la absorbancia a 290 nm. La cantidad de Rb fue
ajustada previamente. En el control no fue puesto extracto y se completé con agua. Las
lecturas fueras hechas cada segundo hasta completar los 60 s. Una unidad de actividad
enzimatica fue definida como la cantidad de enzima que causa el 50% de inhibicién de la
reduccién fotoquimica del NBT y la actividad enzimadtica especifica fue expresada en

unidades de SOD/mg de proteina.
Cuantificacion de iones Na™ y K*

La concentracion de iones Na* y K* se realizé mediante HPLC (Shimatzu A20).
Fueron utilizados 100 mg de muestra molida en mortero con nitrégeno liquido y disuelta
en 2 ml de agua milliQ. Luego fue mezclada mediante un vortex durante 10 min y

centrifugada a 6000 rpm por 15 min. Por ultimo, se realiz6 dilucion al medio con etanol
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calidad HPLC previo a realizar la medicion. A partir de la concentracién de Na*™ y K* se

calculd la relacién K*: Na*.
Andlisis estadistico

Todos los datos fueron evaluados mediante un ANOVA triple con “cultivar”,
“salinidad” e “hipoxia” como factores principales. Previo al andlisis se comprobaron la
normalidad de los errores (Shapiro y Wilk, 1965) y la homogeneidad de las varianzas
(Levene, 1960). Los datos fueron transformados a logio cuando los supuestos no fueron
cumplidos. Se realiz6 una prueba LSD de Fisher para la comparacién de medias mediante
el software estadistico InfoStat 2020 (Di Rienzo et al., 2020). Diferencias significativas

refieren a p<0.05.

Figura 2.1. Plantulas de P. coloratum creciendo bajo un sistema de hidroponia
utilizado para evaluar las respuestas fisiolégicas y bioquimicas bajo diferentes

condiciones de crecimiento (control, salinidad, anegamiento y su combinacién).
Resultados
Efectos de la hipoxia, salinidad y el estrés combinado

Para evaluar y comparar los efectos de la hipoxia, salinidad y el estrés combinado
entre variedades de P. coloratum, un experimento exponiendo plantulas de Kapivera
INTA (KA) y Klein (KL) a los efectos de los tratamientos de salinidad e hipoxia fue
llevado a cabo en condiciones de hidroponia en invernadero por 22 dias. Las

significancias estadisticas de los efectos de cultivar, salinidad, hipoxia y sus interacciones
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son presentadas en la Tabla 2.1. A continuacién se analizan cada una de las variables por

separado.

Tabla 2.1. F-valor a partir de un ANOVA de tres vias para los efectos de
“Cultivar”, “Salinidad” e “Hipoxia” en Temperatura foliar (Fig. 2.2), Contenido de
Prolina (Fig. 2.7), Logio CAT (Fig. 2.6), Log10 SOD (Fig. 2.5), Logio MDA, FRAP (Fig.
2.4), Na* (Fig. 2.8A), K* (Fig. 2.8B), K*: Na* (Fig. 2.9) en 2 cultivares de Panicum
coloratum. Los grados de libertad para cada fuente de variacién son: 1 (Cultivar: C), 1
(Salinidad: S), 1 (Hipoxia: H), 1 (S*H), 1 (C*S), 1 (C*H) y 1 (C*S*H). gl: grados de

libertador del error. Diferencias significativas: *, P < 0.05; **, P <0.001; ns, P > 0.05.

Cultivar Salinidad Hipoxia

Pardmetros (®) (S) (H) S*H C*S C*H C*S*H ol
F F F F F F F

Temperatura foliar 3.72 7.04% 0.001 0.26 3.17 0.03  0.001 35
Contenido de

prolina 21.9% 657+ 11.6%  212% 203% 188  524* 35

Logio CAT 0.64 1.05 104% 149 242 306 259 35

Logio SOD 13.4% 6.03* 115 098 242 013 081 35

LogioMDA 3.54 1.25 0.29 376 065 002 072 35

FRAP 9.34* 10.94% 0.55 077 017 075 017 35

Na* 206.1%%  245.8% 0.15 034  167.3% 015 188 35

K* 57,75 3415 7.8+ 0.1 237 004 018 35

K*/Na* 30 4 23.3% 0,17 001 034 006 049 35

Temperatura foliar

No se observo interaccion significativa para C*S*H, S*H y C*H (p>0.05) (Tabla
2.1). Las hojas de ambas variedades incrementaron su temperatura solo en respuesta a la
salinidad de 28.1 + 0.24 a 29.01 + 0.24 ° C en condiciones salinas y no salinas
respectivamente (p<0.05) (Figura 2.2). No se registraron efectos de la hipoxia en la

temperatura foliar (p>0.05).
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Figura 2.2. Temperatura foliar en dos cultivares de Panicum coloratum creciendo
durante 22 dias en condiciones salinas y no salinas. Los valores representan la media de
6 repeticiones + e.e. La diferencia minima significativa con p = 0.05, DMS = 0.44 gl =

35 (para comparacion de medias entre condiciones de crecimiento).

Figura 2.3. Método de medicién de temperatura foliar con termdmetro infrarrojo

22 dias posteriores al comienzo del periodo de estrés.
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Dario oxidativo y respuesta antioxidante
Contenido de malondialdehido (MDA )

El daio oxidativo en respuesta a los tratamientos fue determinado a través de la
cuantificacion del contenido de malondialdehido (MDA) a las 72 hs de comenzado el
periodo de estrés. Todas las interacciones entre los factores resultaron no significativas
(p>0.05) para el contenido de MDA (Tabla 2.1) y no se detectaron efectos significativos

tanto para cultivares como para condiciones de estrés (p>0.05).
Poder reductor total (FRAP)

La respuesta antioxidante fue evaluada de igual forma a las 72 hs de comenzado
los tratamientos de estrés. El poder reductor total (FRAP) fue 60% superior en KL
(p<0.05) respecto de KA (0.803 + 0.07 y 0.497 + 0.07 umol.g PF! en KL y KA,
respectivamente) (Figura 2.4 A). En salinidad, el FRAP incrementé comparado con los

tratamientos no salinos (0.82 + 0.07 y 0.49 + 0.07 umol.g PF'!, respectivamente) (Figura

2.4 B).
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Figura 2.4. Valor FRAP (umol.gPF-1) de dos cultivares de Panicum coloratum,
Kapivera INTA (KA) y Klein (KL) creciendo bajo condiciones no salino-aireado, no
salino-hipoxia, salino-aireado y salino-hipoxia durante 72 hs. (A) Los valores representan
las medias para todas las condiciones + e.e de KA y KL. (B) Los valores representan las
medias de KA y KL + e.e para las condiciones salinas y no salinas. La diferencia minima
significativa con p = 0.05. DMS = 0.224 gl = 35 (para comparacién de medias entre

cultivares y condiciones de crecimiento).
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Actividad Catalasa (CAT) y Superoxido dismutasa (SOD)

La respuesta enzimatica fue estudiada a través de la actividad (CAT) y (SOD).
La interacciéon C*S*H fue no significativa para ambas enzimas (Tabla 2.1). En cuanto a
la respuesta de SOD, C*S, C*H y S*H fueron no significativas (p>0.05). Plantas de KL
presentaron mayor actividad SOD que las plantas de KA (35.5 + 2.87 y 18.2 + 2.87
USOD.mg proteina’!, respectivamente p<0.05) (Figura 2.5 A). Por otro lado, las plantas
en condiciones de salinidad mostraron un incremento en el nivel de SOD por sobre
aquellas creciendo en condiciones no salinas (31.6 + 2.87 y 22.2 + 2.87 USOD.mg

proteina’!

, respectivamente p<0.05) (Figura 2.5 B), mientras que no se detectaron efectos
de la condiciéon de hipoxia (p>0.05). Para la actividad CAT, todas las interacciones
resultaron no significativas (Tabla 2.1). S6lo se observé efecto de la hipoxia (p<0.05).
Plantas creciendo en condiciones de hipoxia incrementaron su actividad CAT comparado

con aquellas en condiciones aireadas (0.037 £ 0.004 y 0.021 % 0.004 pmol H20,.min"".mg

[

proteina™! (p<0.05) (Figura 2.6).
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Figura 2.5. Concentracién de Superdxido dismutasa en dos cultivares de Panicum
coloratum, Kapivera INTA (KA) y Klein (KL) creciendo bajo condiciones no salino-
aireado, no salino-hipoxia, salino-aireado y salino-hipoxia durante 72 hs. (A) Los valores
representan las medias para todas las condiciones = e.e de KA y KL. (B) Los valores
representan las medias de KA y KL * e.e para las condiciones salinas y no salinas. La
diferencia minima significativa con p = 0.05. DMS = 8.25 gl = 35 (para comparacién de

medias entre cultivares y condiciones de crecimiento).
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Figura 2.6. Actividad Catalasa en plantulas de dos cultivares de Panicum
coloratum, creciendo durante 72 hs en condiciones de aireado e hipoxia. Los valores
representan la media de 6 repeticiones + e.e. La diferencia minima significativa con p =
0.05, DMS = 0.013 gl = 35 (para comparacién de medias entre condiciones de

crecimiento).
Contenido de Prolina

El contenido de prolina fue evaluado al dia 10, luego de que las condiciones de
estrés fueran impuestas. En KL, el contenido de prolina incrementé de 12.03 + 3.38
umol.gPF! en el tratamiento no salino-aireado a 26.99 + 2.93 umol.gPF! en salino-
aireado y 57.07 + 3.38 umol.gPF! en salino-hipoxia (p<0.05, Figura 2.3). En KA, no se
registraron incrementos en el contenido de prolina en salinidad-aireado comparado con
condiciones no salinas (p>0.05), sin embargo, se observé un incremento en la plantas
creciendo en condiciones de salinidad-hipoxia (23.67 + 2.93 umol.gPF"!' p<0.05, Figura
2.7).
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Figura 2.7. Contenido de prolina en dos cultivares de Panicum coloratum,
Kapivera INTA (KA) y Klein (KL) creciendo durante 10 dias en condiciones no salino-
aireado (NS-A), no salino-hipoxia (NS-H), salino-aireado (S-A) y salino-hipoxia (S-H).
Los valores representan la media de 6 repeticiones + e.e. La diferencia minima
significativa con p = 0.05, DMS = 8.95 gl = 35 (para comparaciéon de medias entre

cultivares y condiciones de crecimiento).
Concentracion de Na+ y K+

La concentracién foliar de sodio y potasio en respuesta a salinidad se muestran en
la Figura 1.3. Se observé una interaccion significativa C*S tanto para el contenido de Na*
como para el de K* p<0.05, (Tabla 2.1). La concentracién de sodio incrementé en hojas
de KA bajo condiciones de salinidad en un 973% comparada con la condicién no salina,
mientras que el incremento fue no significativo para las plantas de KL (p<0.05) (Figura
2.8 A). En cuanto al contenido de potasio, el mismo se redujo un 52% en KA (p<0.05),
mientras que no se observaron diferencias significativas para KL (p>0.05) (Figura 2.8 B).

En cuanto a las condiciones de hipoxia, la concentracion de potasio se redujo en un 20%

comparado con las condiciones aireadas (p<0.05).
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Figura 2.8. Concentracion de sodio (A) y potasio (B) de dos cultivares de Panicum
coloratum, Kapivera INTA (KA) y Klein (KL) creciendo bajo condiciones no salinas y
salinas durante 22 dias. Los valores representan las medias + e.e. La diferencia minima
significativa con p = 0.05. (A) DMS = 0.012 gl = 35; (B) LSD= 0.02 gl = 35 (para

comparacion de medias entre cultivares y condiciones de crecimiento).

Relacion K+: Na+

La concentracién relativa de iones Na* y K* presentado como K*: Na* mostr6
diferencias entre cultivares: 0.16 + 0.05 en KA y 0.58 £ 0.05 en KL en concordancia con
los mayores cambios observados en la concentracién de iones del cultivar Kapivera INTA
(Figura 2.9 A). Como se esperaba, la relacion K*: Na* fue significativamente reducida
por la salinidad comparada con la condicion no salina (0.2 + 0.05 y 0.55 + 0.05,

respectivamente) (p<0.05) (Figura 2.9 B).
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Figura 2.9. Relacion K+:Na+ en dos cultivares de Panicum coloratum, Kapivera
INTA (KA) y Klein (KL) creciendo durante 22 dias bajo condiciones no salino-aireado,
no salino-hipoxia, salino-aireado y salino-hipoxia. (A) Los valores representan las medias
para todas las condiciones + e.e de KA y KL. (B) Los valores representan las medias de
KA y KL * e.e para las condiciones salinas y no salinas. La diferencia minima
significativa con p = 0.05. DMS = 0.149 gl = 35 (para comparacién de medias entre

cultivares y condiciones de crecimiento).
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Discusion

El objetivo de este capitulo fue comprender la respuesta fisioldgica y oxidativa
frente a las condiciones de salinidad, hipoxia y su combinacion estableciendo diferencias
y similitudes entre variedades botdnicas de P. coloratum. En este sentido, se observaron
diferencias en la respuesta a las condiciones de salinidad, la cual incrementé en ambas
variedades. Si bien, no se hallaron diferencias en el dafo oxidativo, la respuesta
antioxidante, tanto enzimdatica como no enzimatica aumentd en condiciones salinas.
Diferencias significativas entre variedades se observaron en el contenido de Na*, con
elevados incrementos de este i6n en la var. makarikariense. Estas diferencias

mencionadas determinan la aceptacion de la hipétesis planteada en este capitulo.

Se observé un aumento en la temperatura foliar de plantas expuestas a condiciones
de salinidad. Perera et al. (2020) reportaron incrementos en la temperatura foliar en
plantas de rye grass perenne (Lolium perenne L.) como sefial de estrés osmético causado
por la exposicién a la sequia, indicando que el estrés disminuyé la conductancia
estomadtica y la tasa de transpiracion cuando los estomas se cerraron para evitar la pérdida
de agua (Shabala et al., 2019). En este estudio, el incremento en la temperatura foliar
registrado en plantas creciendo en condiciones de salinidad, puede reflejar un
decrecimiento en la conductancia estomdtica para evitar la deshidratacién de las hojas en
un intento por regular el equilibrio hidrico, como se informé anteriormente en especies
relacionadas (Panicum antidotale en Ashraf (2003), revisado en Munns y Tester (2008).
El problema asociado a la clausura estomadtica es la caia en la absorcion de CO», lo cual
repercute en la produccion de biomasa de plantas creciendo bajo condiciones de salinidad.
La temperatura foliar no incrementé en P. coloratum en condiciones de hipoxia sin
presencia de sal, sugiriendo un fuerte efecto de la salinidad comparado con la condicién
de hipoxia. Sin embargo, estudios previos reportaron un decrecimiento en la
conductancia estomatica en plantas de Lotus corniculatus y L. glaber creciendo por 40
dias bajo condiciones de hipoxia (Striker et al., 2005), indicando claramente el efecto
estresante del anegamiento en estas leguminosas. Los resultados hallados en este trabajo,
demuestran que plantulas de P. coloratum incrementan la temperatura foliar en presencia
de salinidad, mientras que la condicién de hipoxia no parece afectar este pardmetro, sin

encontrarse diferencias entre variedades botanicas.

El estrés oxidativo se define como el efecto toxico de las especies de oxigeno

quimicamente reactivas (EROs) en las estructuras de las plantas. Los efectos perjudiciales
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de las EROs son el resultado de su capacidad para causar peroxidacion de lipidos en las
membranas celulares, dafio del ADN, desnaturalizacién de proteinas, oxidacion de
carbohidratos, degradacién de pigmentos y un deterioro de la actividad enzimaética (Gill
y Tuteja, 2010a; Bose et al., 2014). En respuesta a las EROs, existen diferentes
mecanismos de detoxificacion tanto enziméticos como no enzimaticos. La medicion del
grado en que estos mecanismos y/o pardmetros se ven afectados por la salinidad y/o
hipoxia permite evaluar el nivel de tolerancia del material afectado (Munns, 2002). Una
forma de medir el dafio oxidativo es cuantificar el contenido de malondialdehido (MDA)
(Tommasino et al., 2012). Incrementos en los niveles de oxidacién lipidica en términos
de MDA en respuesta a diferentes estreses abidticos fue previamente reportado (Luna et
al., 2002; Castelli et al., 2010; Tommasino et al., 2018) y particularmente en respuesta a
condiciones de anegamiento (Wu et al., 2012). Los resultados aqui expuestos, sin
embargo, no indican cambios en el contenido de MDA en respuesta a las condiciones de
estrés en P. coloratum, a pesar de que Cardamone (2019) reportd previamente
incrementos en el contenido de MDA en plantulas de la misma especie luego de 24hs
expuestas a 200 mM NaCl. En este sentido, respecto a la salinidad, comparando con el
estudio de Cardamone (2019) es posible que la concentracion salina utilizada en este
trabajo (150 mM) no sea suficiente para provocar daios a nivel de membrana y por lo
tanto, no se observan incrementos en el contenido de MDA. Por otra parte, hay una
diferencia en cuanto al momento de muestreo, en este estudio se lo midi6 72 hs después
de aplicado el estrés mientras que Cardamone (2019) lo hizo a las 24 hs por lo que es
posible que el MDA se hubiera metabolizado rdpidamente y aunque se hubiera producido,

no pudo cuantificarse.

Las defensas antioxidantes enzimdticas y no enzimdticas se inducen con
frecuencia en respuesta a la alteracion de la homeostasis de EROs (Mittler et al., 2011;
Choudhury et al., 2017). Cambios en el valor FRAP fueron registrados a las 72 hs, la
respuesta antioxidante no enzimdtica fue superior en plantas creciendo bajo condiciones
de salinidad (tanto en aireacién como en hipoxia) que en aquellas creciendo en
condiciones no salinas-hipoxicas, indicando el efecto estresante de la salinidad (Popovi¢
etal., 2016). A diferencia de la respuesta no enzimética al estrés oxidativo, en la respuesta
antioxidante enzimatica, los aumentos en la actividad de la enzima CAT sélo se
registraron en respuesta a condiciones de hipoxia a las 72 hs de impuesto el tratamiento

de estrés. Lopez Colomba et al., (2013) informaron disminuciones de la actividad de CAT
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después de 48 hs en plantas de Cenchrus ciliaris L. que crecian en condiciones salinas, lo
que podria sostener al argumento de que la actividad de CAT en respuesta a la salinidad
podria haberse incrementado por efecto salino y luego haber comenzado a disminuir al
momento de tomar las muestras para las mediciones (72 hs post-tratamiento). Por su parte,
los aumentos en la actividad de SOD sdlo fueron evidentes en respuesta a la salinidad,
aunque las mediciones fueron muy variables, tal como lo observado por Tommasino et
al., (2018) lo que sugiere que seria necesario mayor intensidad de muestreo para lograr
resultados contundentes. En resumen, si bien la maquinaria de defensa antioxidante no
enzimatica responde frente al estrés salino, son necesarios estudios mds profundos para
visualizar la respuesta enzimatica. Por el contrario, las plantas de P. coloratum solamente

registraron respuesta antioxidante frente al estrés por hipoxia a través de la enzima CAT.

Se registraron aumentos en el contenido de prolina en condiciones salinas (tanto
aireadas como hip6xicas). La prolina es una molécula osmoprotectora importante y
también un inhibidor eficaz de EROs (Gill y Tuteja, 2010a) que se produce en respuesta
al estrés osmotico y al almacenamiento de iones. Permite mejorar el ajuste osmético y
mantener la turgencia de las células (Munns, 2005; Szabados y Savouré, 2010). La prolina
se clasifica como osmolito o soluto compatible y se informé que su acumulacién
aumentaba en genotipos de caia de azicar y arveja en respuesta a la salinidad (Ashraf,
2004; Singh y Sengar, 2020). En sintonia con estos resultados en P. coloratum var.
coloratum (Pittaro, 2017) y var. makarikariense (Cardamone, 2019) se midieron
incrementos de prolina en plantas expuestas a condiciones salinas. En este trabajo se

registré el aumento de prolina en respuesta al estrés salino, pero no al estrés por hipoxia.

Como se mencionara previamente, plantas expuestas a salinidad experimentan
cambios en la concentracion de iones, ya sea por exclusiéon o por compartimentacioén de
iones en vacuolas (Munns y Tester, 2008). En este estudio se observé un decrecimiento
de la relacion K+: Na+ en hojas de plantas creciendo en condiciones de salinidad.
Algunos autores aseguran que la combinacion de salinidad y anegamiento puede causar
una crisis energética debido a la hipoxia y, por lo tanto, el desequilibrio en la
concentracion de iones puede exacerbarse (Barret-Lennard, 2003; Barret-Lennard y
Shabala, 2013). Esta situacién no se observa en este trabajo, ya que no se registraron
cambios en la relacion K+:Na+ por efecto de la hipoxia. En P. coloratum, el aerénquima
de la raiz permitiria una aireacion suficiente para sostener la produccion de ATP y

consecuentemente continuar con la regulacion de iones y la produccién de biomasa, como
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se ha observado en Lotus tenuis, una especie tolerante a condiciones de anegamiento que
también presenta aerénquima constitutivo (Teakle et al., 2007). Resumiendo, en este
trabajo se observo que la relacion K+:Na+ disminuye en presencia de sal, sin encontrarse

efecto de la hipoxia sobre la acumulacion de iones en pldntulas de P. coloratum.

Para la mayoria de los pardmetros fisiolgicos y de respuesta oxidativa evaluados
en este estudio, el efecto de la salinidad y la hipoxia combinados fue igual al efecto de la
salinidad sola, indicando un mayor efecto de la salinidad que a la hipoxia. Es decir, las
plantas de P. coloratum estarian respondiendo a la salinidad desplegando su maquinaria
de respuesta al estrés, mientras que no estarian registrando la hipoxia como estrés con la

misma intensidad.

Una diferencia importante entre las variedades fue en la acumulacién de iones
(Figura 2.8). Kapivera INTA (var. makarikariense) mostr6 fuertes aumentos de Na* en
hojas en salinidad (mds del 900% en comparacion con las no salinas) aunque la reduccion
de K" no fue tan prominente (50% en comparacion con las no salinas), mientras que la
respuesta de Klein fue mucho menor. Los altos niveles de Na* en hojas se han reportado
anteriormente s6lo en gramineas haldéfitas. Se ha sugerido que en estos casos los iones
inorganicos podrian usarse como osmolitos de bajo costo energético siempre y cuando la
concentracion de iones esté por debajo de los niveles toxicos para la especie (Lee et al.,
2007). En el caso de la var. makarikariense, se puede afirmar que la especie puede
soportar altos niveles de Na+ sin que su presencia provoque efectos toxicos. Por el
contrario, en Klein, las hojas de plantas expuestas a salinidad no mostraron cambios
significativos en la concentraciéon de Na+ y K+. Bajos incrementos en el contenido de
Na+ en hojas de P. coloratum cv Klein han sido previamente reportados (Pittaro et al.,
2015), sugiriendo que las variedades tendrian diferentes mecanismos de proteccion frente
al exceso de iones Na+ en el medio. Pittaro et al. (2015) también encontraron ligeros
incrementos en la concentracién de K+ en hojas de plantas del cv. Klein expuestas a
salinidad. Incluso altos incrementos de K+ fueron reportados en otra especie del género
Panicum como P. antidotale (Hussain et al., 2015), explicado por una alta selectividad de
esta especie al ion K+, lo que permitiria mantener la homeostasis i6nica y
consecuentemente incrementar su tolerancia al estrés salino. Tradicionalmente, la
relacion K+: Na+ ha sido reconocida como un fuerte indicador para evaluar la tolerancia
a la salinidad (Jenkins et al., 2010), aunque algunos trabajos sefialan que las fluctuaciones

en Na+ y K+ en el tejido vegetal no necesariamente implican cambios en sus
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concentraciones citoplasmaticas (Flowers et al., 2015). Por ejemplo, las plantas adaptadas
a la salinidad pueden soportar una alta concentracién de Na+ compartimentada en
organulos subcelulares sin afectar la homeostasis del K+ y la sensibilidad al estrés
(Antonelli et al., 2020). Podriamos suponer entonces que, en el caso de la var.
makarikariense, las altas concentraciones de Na+ registradas podrian explicarse por la
compartimentalizacién del Na+ en vacuolas lo que a su vez permitird tolerar el
consiguiente desbalance de la relacién K+: Na+. Seria necesario realizar estudios en los
que se pudiera medir la concentracién de Na+ en diferentes organelas subcelulares para

comprobar esta hipotesis.
Conclusiones

El presente estudio aporta conocimientos acerca de la respuesta de fisioldgica y
oxidativa a las condiciones de salinidad, hipoxia y su combinacién en dos variedades

botanicas de P. coloratum:

La temperatura foliar de plantulas de las dos variedades P. coloratum incrementan

en condiciones de salinidad.

No se observaron incrementos en el contenido de MDA (dafio oxidativo) frente a
condiciones de salinidad-hipoxia en las dos variedades P. coloratum después de 72 hs de

aplicado el estrés.

La respuesta antioxidante no enzimatica incrementa en condiciones de salinidad

en las dos variedades de P. coloratum.

La respuesta antioxidante enzimética responde a condiciones de hipoxia a través

de la enzima CAT y a salinidad a través de SOD en las dos variedades de P. coloratum.

El contenido de prolina incrementa en condiciones de salinidad en las dos

variedades de P. coloratum.

La relacion K+: Na+ disminuye en condiciones de salinidad en las dos variedades

de P. coloratum.

El contenido de Na+ incrementa significativamente en Kapivera INTA (var.
makarikariense) sin cambios en Klein (var. coloratum), sugiriendo diferentes

mecanismos de tolerancia al estrés entre variedades.
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La condiciéon de estrés combinado de salinidad-hipoxia, no incrementd el
contenido de Na+ por encima del incremento observado en la condicién de salinidad en

las dos variedades de P. coloratum.
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Capitulo 3

Estudio de la respuesta morfolégica y acumulacion de biomasa en condiciones de

salinidad e hipoxia en Panicum coloratum L.
Introduccion

El aumento de la salinidad del suelo es una amenaza grave y global para la
produccién agricola. Afecta un drea superior al billén de hectareas en mds de 100 paises

en todo el mundo y estos nimeros estdn en constante crecimiento (FAQO, 2018).

El estrés por salinidad e hipoxia afecta los procesos fisioldgicos y bioquimicos tal
como se observo en el capitulo 2. Ademds de estos pardmetros, las plantas sufren cambios
en su morfologia y consecuentemente en la produccion de biomasa, de particular interés
en especies forrajeras como P. coloratum, utilizada en ambientes con las limitantes antes

mencionadas.

El efecto de la salinidad sobre las plantas se manifiesta en dos fases sucesivas
luego de la exposicion al medio salino. La primera, osmética, se debe a la reduccién del
potencial osmético en el suelo por presencia de las sales. La segunda fase, idnica,
comienza al acumularse niveles toxicos de iones Na+ y Cl- dentro de la planta (Munns y
Tester, 2008). La disminucién en el potencial hidrico de un suelo salinizado provoca, al
igual que la sequia, una caida en el consumo de agua y nutrientes por parte de las plantas
y en consecuencia la reduccién en la tasa de expansion celular. Este efecto se manifiesta
tanto, con una reduccién en la tasa de crecimiento como en una menor apariciéon y
expansion foliar siendo el umbral de salinidad a partir del cual este efecto sucederia de

40 mM NaCl para la mayoria de las plantas (Munns y Tester, 2008).

El estrés osmoético no sélo tiene un efecto inmediato sobre el crecimiento, sino
que también tiene un efecto mayor sobre las tasas de crecimiento, que el estrés i6nico
posterior, cuando los iones Na+ y Cl- comienzan a ingresar al interior de las plantas
(segunda fase del estrés salino). El estrés i6nico impacta en el crecimiento mucho maés
tarde y con menos efecto que el estrés osmotico, especialmente a niveles de salinidad
bajos a moderados (Munns y Tester, 2008). En los cereales la disminucién en el 4rea
foliar que provoca la salinidad, esta explicada, principalmente, por la reduccién del
nimero de macollos. En dicotiledéneas la reduccion del drea foliar en condiciones de
salinidad se debe, a un menor tamafio de las hojas y una caida en el nimero de

ramificaciones por planta (Munns y Tester, 2008). En P. coloratum var. makarikariense
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se observo una reduccion del 60% en la acumulacion de biomasa en pléntulas creciendo
en un medio con 200mM NaCl (Cardamone, 2019). Bajo la misma concentracién salina,
Pittaro (2017) observé una cafa significativa en la tasa de crecimiento relativa en
genotipos de P. coloratum var. coloratum. Como se mencionara anteriormente, ademds
de afectar el crecimiento de los brotes, la salinidad impacta directamente en el sistema
radicular, ya que es el primer 6rgano en estar en contacto con el medio salino. Los
meristemas apicales son los primeros en ser dafiados (Torabi y Halim, 2010) ya que la
formacién mas lenta del area fotosintética a su vez, reduce el flujo de asimilados hacia
los tejidos meristemdticos. De esta manera, el crecimiento de la planta se retrasa, tanto en
las hojas como en las raices, aunque las hojas suelen verse mds afectadas que las raices

(Munns, 2011).

En cuanto a la hipoxia por anegamiento, las plantas muestran cambios como, por
ejemplo, incremento en la relacion tallo: raiz, aumentando la asignacién de recursos hacia
la parte aérea (Colmer y Voesenek, 2009; Striker, 2012). En trigo creciendo en
condiciones de hipoxia se ha observado que se limita el crecimiento de las raices
existentes, sin embargo, incrementa la generacion de raices adventicias, las que
desarrollan tejido aerenquimatico y mantienen la oxigenacion de los dpices radiculares,
permitiendo su crecimiento (Herzog et al., 2016). En especies tolerantes a condiciones de
hipoxia, se ha observado no sélo un incremento en la biomasa de raices adventicias en la
zona mds cercana a la superficie, sino también la presencia de aerénquima constitutivo
(Striker et al., 2005; Colmer y Voesenek, 2009). Ademds, Di Bella et al., (2014)
observaron incrementos en el didmetro radicular de plantas de Spartina densiflora en

condiciones de anegamiento intermitente y salinidad (300 mM NaCl).

Cuando la salinidad y la hipoxia ocurren simultineamente, el efecto combinado
puede tener resultados diferentes. Algunos informes afirman que la salinidad y el
anegamiento que ocurren juntos pueden ser mds perjudiciales para el crecimiento de las
plantas que los efectos de cada estrés actuando por separado (Barret-Lennard, 2003;
Kotula et al., 2019). Esto se debe a que, en especies susceptibles a condiciones de hipoxia,
el ingreso de iones Na+ y Cl- incrementa en la zona radicular debido a la crisis energética
ocasionada por la baja concentracion de oxigeno (Barret-Lennard, 2003).
Simultdneamente, otros estudios sefialan, para especies tolerantes al anegamiento, que el
efecto del estrés combinado es similar o incluso menos dafino que el efecto esperado de

los estreses actuando de forma independiente (Teakle et al., 2013; Antonelli et al., 2020).
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Estos tltimos resultados concuerdan con lo observado en el capitulo 2, donde la
acumulacién de iones en el tratamiento combinado no fue superior a aquella observada
en el tratamiento salino-aireado, al igual que no se observé diferencias en la respuesta

oxidativa entre estos tratamientos.

Los experimentos donde se evaldan los estreses separados y en combinacion,
permiten, a través de un modelo multiplicativo, comprender la interaccion del efecto de
los estreses en combinacidn (Schifer y Piggott, 2018). Si el resultado de la combinacién
de estrés provoca un dafio igual a la multiplicaciéon de cada uno de los estreses por
separado, la interaccion se define como aditiva; si los dafnos son mayores en el estrés
combinado que la multiplicacién de los efectos de cada uno de los estreses por separado,
la asociacion es antagdnica; y cuando el dafio es menor en el estrés combinado que el que
surge del efecto de cada uno de los estreses individuales, el efecto es sinérgico (Striker et
al., 2015). Se aclara que se habla de multiplicacién de efectos y no de sumatoria dado que
la interaccion entre factores es multiplicativa y no simplemente aditiva (Barret-Lennard,

2003; Barret-Lennard y Shabala, 2013).

Si bien existen reportes del comportamiento de P. coloratum en condiciones de
salinidad e hipoxia, ain no existen registros acerca del impacto de la combinacién de
estos estreses sobre la morfologia y la acumulacién de biomasa. Dadas las diferencias
mencionadas en el capitulo 1 respecto del drea de distribucion de las dos variedades de P.
coloratum en Argentina y las diferencias en cuanto a las respuestas fisioldgicas y
bioquimicas entre las mismas, en este capitulo se propone trabajar sobre la siguiente
hipétesis.

Hipotesis
Existen diferencias entre las variedades de P. coloratum L., expresadas en

caracteres morfolégicos y producciéon de biomasa, cuando las plantas de esta especie

crecen en condiciones de estrés combinado de salinidad-hipoxia.
Objetivo general

Comparar la respuesta morfoldgica y la acumulacion de biomasa aérea y radicular
en condiciones de salinidad, hipoxia y su combinacién de cultivares comerciales de dos

variedades de P. coloratum.
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Objetivos especificos

Evaluar la tasa de crecimiento relativa en plantulas de cultivares comerciales de
dos variedades de P. coloratum creciendo en condiciones de salinidad, hipoxia y su

combinacion.

Evaluar la acumulacién de biomasa aérea y radicular en plantulas de cultivares
comerciales de dos variedades de P. coloratum creciendo en condiciones de salinidad,

hipoxia y su combinacion.

Evaluar cambios en la morfologia aérea a través del nimero de macollos y hojas
en plantulas de cultivares comerciales de dos variedades de P. coloratum creciendo en

condiciones de salinidad, hipoxia y su combinacion.

Evaluar la arquitectura radicular en plantulas de cultivares comerciales de dos
variedades de P. coloratum creciendo en condiciones de salinidad, hipoxia y su

combinacion.

Determinar si el efecto multiplicativo de salinidad e hipoxia en su combinacion es

aditivo, sinérgico o antagénico.
Materiales y Métodos
Material vegetal y condiciones de crecimiento

Para este estudio se utilizaron plantas de las variedades makarikariense y
coloratum de P. coloratum creciendo en hidroponia bajo tratamientos de salinidad,
hipoxia y su combinacién tal como fue descrito en el capitulo 2. Cuatro plantulas por

tratamiento y repeticion fueron extraidas para este andlisis de cada una de las variedades
Variables de morfologia aérea

Las plantas fueron pesadas en fresco al comienzo del experimento (PI) antes de
ser colocadas en las bandejas de hidroponia. Después del periodo de 22 dias bajo el efecto
de los tratamientos se contaron el nimero de hojas (NH) y el nimero de macollos (NM).
Al retirar las plantas de las bandejas se registré el peso fresco total (PFT) de las mismas
y luego se las separd en partes aéreas y raices, que fueron llevadas a la estufa donde
permanecieron a 65 ° C durante 72 h hasta alcanzar un peso constante. A partir de ese
material se determinaron el peso seco aéreo (PSA) y el peso seco de la raiz (PSR) (balanza

“Ohaus PA-214"7).
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La tasa de crecimiento relativa se calcul6 para el peso fresco total de las plantas
para cada uno de los tratamientos como:

In(PFT) — In(PI)

TCR =
t2 —t1

Donde, PFT y PI representan el peso fresco final e inicial de las plantas
respectivamente y (t2)- (t1) es la diferencia en dias entre el final y el comienzo del periodo
de crecimiento. El calculo de TCR asume que las tasas de crecimiento diarias fueron

constantes durante el periodo de 22 dias.
Variables de morfologia radicular

El sistema radicular fue escaneado mediante “Epson Expression 11000XL
escaner” y analizado usando WinRhizo Pro software. El software permitio la
determinacion del largo total del sistema radicular, didmetro promedio de raiz, volumen
radicular y magnitud del sistema radicular (nimero de 4pices y bifurcaciones). Para las

mediciones se tomd una planta por repeticion en cada tratamiento y variedad.
Andlisis estadistico

Todos los datos fueron evaluados mediante un ANOVA triple con “cultivar”,
“salinidad” e “hipoxia” como factores principales. Previo al andlisis se comprobaron la
normalidad de los errores (Shapiro y Wilk, 1965) y la homogeneidad de las varianzas
(Levene, 1960). Se realiz6 una prueba LSD de Fisher para la comparacién de medias
mediante el software estadistico InfoStat 2020 (Di Rienzo et al., 2020). Diferencias

significativas refieren a p<0.05.
Interaccion entre condiciones de estrés

Para evaluar y establecer el tipo de interaccion entre los estreses en estudio en su
combinacion (salinidad e hipoxia), se compararon los efectos observados y los predichos

a partir de la combinacién de ambos.

La prediccion de la combinacion de estreses fue estimada asumiendo un modelo
multiplicativo de los efectos de cada estrés (Schifer y Piggott, 2018) donde la adicién de

efectos se corresponde con la multiplicacién de los efectos por separado.

El tipo de interaccion se obtuvo a partir de la comparacion entre los valores
observados y predichos para el estrés combinado de salinidad e hipoxia. Este pardmetro

es util para evaluar si el desempeifio bajo estrés salino-hipéxico fue igual, mejor o peor
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que el efecto predicho de los tratamientos aplicados por separado. Si el estrés combinado
tiene un efecto mas deletéreo que el predicho por el modelo multiplicativo, el efecto es
antagoénico. El efecto es sinérgico cuando ocurre lo contrario, es decir, cuando la respuesta
observada en la condicién salina-hip6xica es menos perjudicial que el efecto predicho de
los estreses aplicadas por separado. Entonces, la ecuacion utilizada por Morris et al.,

(2007) es la siguiente:
L(interacci()n) = 11'1 ()_(S—H) - 11’1 (P_(NS—H) = 1I1 ()_(S—A) + 11’1 ()_(NS—A)

Donde X es el promedio de la biomasa seca total para cada cultivar creciendo bajo
condiciones de S-H, NS-H, S-A o NS-A. Esta ecuacidn deriva de la transformacion a una
escala logaritmica de la relacion entre los efectos observados (S-H/NS-A) y el efecto

predicho [(NS-H/NS-A) * (S-A/NS-A)].

La varianza de Lintaraccion fue obtenida por la ecuacién de Morris et al., (2007):

V(L » d'e'ZNS—H n d-e-ZS_A n d.e.ZS_H N d.e.zNS_A
interaccion)= Xns—t Nns—n Xs_a Ng_4 Xs_py No_py Zns—a Nys—a

Donde, d.e es el desvio estandar de la biomasa seca total de cada cultivar bajo los

efectos de los tratamientos NS-H. S-A, S-H o NS-A; y N es el ndmero de repeticiones.

Ademas, Morris et al., (2007) utilizé la estimacion de los intervalos de confianza
(IC) de los efectos analizados para interpretar los resultados. El intervalo de confianza
(IC) fue obtenido por el antilogaritmo de los limites de confianza para Lineraccion »

siguiendo la ecuacién de Hedges et al., (1999):

L(interaccién) - Za/2 \/V < L(interaccién) < L(interaccién) + Za/2 \/V

Donde, Zq» es el punto que deja 100*(1 — a/2) % del drea bajo la curva de

distribucién normal y V(Linteraccion) €8 la varianza antes calculada.

La interaccion es considerada aditiva cuando el IC contiene al 1 (crecimiento bajo
condiciones S-H para el cultivar es igual al valor predicho por S-A*NS-H. Cuando IC no
contiene al 1, la interaccién es sinérgica si L > 1 (crecimiento bajo condiciones S-H es
mayor que el predicho por S-A*NS-H) y antagonista si L < 1 (crecimiento bajo

condiciones S-H es menor que el predicho por S-A*NS-H) (Striker et al., 2015).

41



Resultados
Efectos de la hipoxia, salinidad y el estrés combinado en el crecimiento

Para evaluar y comparar los efectos de la hipoxia, salinidad y el estrés combinado
entre variedades de P. coloratum, un experimento exponiendo plantulas de Kapivera
INTA (KA) y Klein (KL) a los efectos de los tratamientos de salinidad e hipoxia fue
llevado a cabo en condiciones de hidroponia en invernadero por 22 dias. Las
significancias estadisticas de los efectos de cultivar, salinidad, hipoxia y sus interacciones

son presentadas en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. F-valor a partir de un ANOVA de tres vias para los efectos de
“Cultivar”, “Salinidad” e “Hipoxia” en tasa relativa de crecimiento (TCR) (Figura 3.1),
peso seco aéreo (PSA) (Figura 3.2), peso seco radicular (PSR) (Figura 3.3), nimero de
macollos (NM) (Figura 3.5A), niimero de hojas (NH) (Figura 3.5B), largo de raiz (Tabla
3.2), didmetro de raiz (Figura 3.6), dpices raiz, bifurcaciones raiz, volumen raiz (Tabla
3.2) en 2 cultivares de Panicum coloratum. Los grados de libertad para cada fuente de
variacién son: 1 (Cultivar: C), 1 (Salinidad: S), 1 (Hipoxia: H), 1 (S*¥H), 1 (C*S), 1 (C*H)
y 1 (C*S*H). gl: grados de libertador del error. Diferencias significativas: *, P <0.05; **,
P <0.001; ns, P> 0.05.

Cultivar  Salinidad Hipoxia

Pardmetros ©) (S) (H) S*H C*S C*H C*S*H gl
F F F F F F F

TCR 0.55 63.31%* 8.91**  1.01 2.45 1.47 0.001 35
PSA 5.18% 43.6%* 7.1% 4.5% 5.4% 0.6 0.38 35
PSR 0.75 31.22%* 4.45%* 3.16 2.59 0.04 0.19 35

NH 28.11%%* 50.73%* 2.96 237  7.76%%  0.55 0.82 35

NM 27.48** 39.33** 11.78**%  3.74 3.99* 0.35 0.28 35
Largo raiz 0.03 19.7%* 6.62*  5.55% 0.44 1.31 0.57 35
Didmetro raiz 0.83 0.11 2.05 1.97 3.16 0.02 4.37* 35
Apices raiz 0.71 10.5* 9.35%%  1.73 0.01 2.49 0.56 35

Bifurcaciones raiz 0.0002 27.9%* 9.91**  7.72% 1.29 1.07 0.2 35

Volumen raiz 0.37 22.3%* 5.53*  9.76* 0.02 0.8 0.0006 35
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La tasa de crecimiento relativa (TCR) en plantulas de P. coloratum fue calculado
para la produccion de biomasa total. Ninguna de las interacciones fue significativa (Tabla
3.1). Tanto la salinidad como la hipoxia redujeron la TCR. Plantas creciendo en
condiciones de hipoxia s6lo redujeron su TCR un 5% (0.20 + 0.003 y 0.19 + 0.003 g g’
dia! en aireado e hipoxia respectivamente (p<0.05) (Figura 3.1A). En cuanto a la
salinidad, redujo la TCR en un 26% (0.23 + 0.003 y 0.17 + 0.003 g g' dia!) en

condiciones no salinas y salinas respectivamente) (p<0.05) (Figura 3.1B).
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Figura 3.1. Tasa de crecimiento relativa de dos cultivares de Panicum coloratum,
Kapivera INTA y Klein, creciendo durante 22 dias en condiciones de: A: aireado e
hipoxia; B: no salino y salino. Los valores representan las medias + e.e. La diferencia
minima significativa con p = 0.05. DMS = 0.01 gl = 35 (para comparacién de medias

entre condiciones de crecimiento).

La reduccion en el peso seco aéreo (PSA) bajo condiciones de estrés fue diferente
entre variedades para la salinidad (Tabla 3.1). Luego de 22 dias, plantulas de KA en
salinidad redujeron en menor magnitud su PSA comparadas con plantulas de KL (56%
vs 74%, respectivamente) (Figura 3.2A) (p<0.05). Sin embargo, no se observé el mismo
efecto para el peso seco radicular (PSR) donde la reduccién en condiciones de salinidad
fue similar entre cultivares (p>0.05). Considerando el efecto de los tratamientos, se
observo una interaccién significativa S*H indicando que las diferencias en la reducciéon
de PSA causadas por la salinidad fueron menos pronunciadas en hipoxia (61%) que en

aireado (70%) (p<0.05) (Figura 3.2B). En cuanto a PSR, la salinidad redujo la biomasa
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un 50% (0.20 + 0.01 y 0.10 + 0.01 g.planta’ en condiciones no salinas y salinas
respectivamente (p<0.05) (Figura 3.3A) mientras que la reduccién en hipoxia fue solo
23% pasando de 0.17 + 0.01 g.planta’’ en aireado a 0.13 + 0.01 g.planta’ en hipoxia
respectivamente (p<0.05) (Figura 3.3B).
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Figura 3.2. Peso seco aéreo de plantulas de Panicum coloratum creciendo bajo
condiciones no salinas y salinas durante 22 dias: A: Kapivera INTA (KA) y Klein (KL)
y B: aireado e hipoxia. Los valores representan las medias + e.e. La diferencia minima
significativa con p = 0.05. DMS = 0.41 gl = 35 (para comparaciéon de medias entre

cultivares y condiciones de crecimiento).
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Figura 3.3. Peso seco radicular de plidntulas de Panicum coloratum creciendo bajo
condiciones: (A) no salinas y salinas; (B) aireado e hipoxia durante 22 dias. Los valores
representan las medias + e.e. La diferencia minima significativa con p = 0.05. DMS =

0.0.02 gl = 35 (para comparacién de medias entre condiciones de crecimiento)

N e

Figura 3.4. Plantas de P. coloratum luego de 22 dias de tratamientos no salino-

aireado (NS-A), salino-aireado (S-A), no salino-hipoxia (NS-H), salino-hipoxia (S-H).

Para evaluar cambios en la morfologia aérea, el nimero de hojas (NH) y macollos
(NM) fue registrado al final del periodo de estrés. Al igual que para los pesos, las
interacciones C*S*H, C*H y S*H resultaron no significativas (p>0.05, Tabla 3.1). Al
igual que para el PSA, se observé una interaccion significativa C*S para NH y NM

(p<0.05). La reduccién en el nimero de macollos en respuesta a la salinidad fue mayor
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para KL que para KA (45% y 39% respectivamente) (Figura 3.5A). El nimero de

macollos fue significativamente reducido por la hipoxia (2.93 + 0.16 y 2.17 £ 0.16 en

aireado e hipoxia respectivamente) (p<0.05). Mientras la hipoxia no redujo el nimero de

hojas, la reduccion causada por la salinidad fue mds pronunciada en KL que en KA (48%

y 34% respectivamente) (p<0.05) (Figura 3.5B).
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Figura 3.5. Numero de macollos (A) y nimero de hojas (B) de dos cultivares de

Panicum coloratum, Kapivera INTA (KA) y Klein (KL) creciendo bajo condiciones no

salinas y salinas durante 22 dias. Los valores representan las medias + e.e. La diferencia

minima significativa con p = 0.05. DMS = 0.41 gl = 35 (para comparacion de medias

entre cultivares y condiciones de crecimiento).

Para registrar los cambios en la arquitectura de raiz, se escanearon los sistemas

radiculares y los datos fueron analizados mediante el software WinRhizo. La interaccion

C*S*H fue solo significativa para el didmetro de raiz (Tabla 3.1). KA increment6 el

didmetro radicular en hipoxia por sobre las otras condiciones mientras que para KL el

mayor didmetro se observé en la condicién de estrés combinado (S-H) y el menor

didmetro se registré en plantulas creciendo en S-A y NS-H (Figura 3.6). No se observaron

diferencias entre cultivares para largo, nimero de dpices y bifurcaciones y volumen de

raiz (C*H y C*S no fueron significativas para estas variables, Tabla 3.1). Como para el

PSA, el efecto de la salinidad fue més pronunciado en condiciones aireadas que en hipoxia

para largo, (p<0.05) (62% vs 36%), bifurcaciones (p<0.05) (71% vs 49%) y volumen
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(p<0.05) (70 y 29% en aireado e hipoxia respectivamente) (Tabla 3.2). El nimero de
apices radiculares fue significativamente reducido por las condiciones de salinidad (50%,

p<0.05) e hipoxia (51%, p<0.05).
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Figura 3.6. Diametro radicular de dos cultivares de Panicum coloratum, Kapivera
INTA (KA) y Klein (KL) creciendo por 22 dias en condiciones no salino-aireado (NS-
A), no salino -hipoxia (NS-H), salino-aireado (S-A) y salino-hipoxia (S-H). Los valores
representan la media de 6 repeticiones + e.e. La diferencia minima significativa con p =
0.05. DMS = 0.048 gl = 35 (para comparacién de medias entre cultivares y condiciones

de crecimiento).
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Figura 3.7. Imagen scanner “Epson Expression 11000XL" sistemas radiculares de
Panicum coloratum bajo condicién no salino-aireado (NS-A), no salino hipoxia (NS-H),

salino-aireado (S-A) y salino-hipoxia (S-H).

Tabla 3.2. Pardmetros de arquitectura radicular: longitud, nimero de
bifurcaciones y volumen de dos cultivares de Panicum coloratum (Kapivera INTA y
Klein) creciendo durante 22 dias en condiciones no salino-aireado (NS-A), no salino-
hipoxia (NS-H), salino-aireado (S-A) y salino-hipoxia (S-H). Los valores representan las

medias + e.e.

Condicion Longitud (cm) Bifurcaciones Volumen (cm3)
NS-A 2969.8+270 22640.8+1969 1.8844+0.17
NS-H 1599.9+£270 10501.5+1969 0.9383+0.17

S-A 1115.1+£270 6475.1£1969 0.6675+0.17
S-H 1026.5£270 5383.6+1969 0.5558+0.17
DMS 786.8 5724.42 0.485

Estrés combinado y su interaccion

Aunque los dos cultivares de P. coloratum fueron susceptibles a la hipoxia,
salinidad y la combinacién de estos estreses, la reduccion en el crecimiento fue mas
pronunciadas en los tratamientos de salinidad. El efecto provocado sobre el crecimiento
de pléantulas bajo condiciones de estrés combinado fue menor que el predicho por los
estreses aplicados separadamente. La interaccion de los efectos y los intervalos de

confianza (IC) se muestran en la figura 3.8. La interacciéon de efectos para ambos
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cultivares de P. coloratum es mayor a 1 y los IC no se superpone con 1. Por lo tanto, los
dos cultivares de P. coloratum mostraron un efecto sinérgico de los tratamientos,
indicando que la produccién de biomasa fue menos afectada bajo condiciones de estrés

combinado que el predicho por los estreses separadamente.
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Figura 3.8. Efecto del estrés combinado en biomasa seca total de dos cultivares
comerciales de P. coloratum Kapivera INTA (KA) y Klein (KL). El efecto del estrés se
refiere a la comparacion de la respuesta de las pldntulas en condiciones de estrés
combinado respecto al control y el producto de cada uno de los estreses por separado (NS-
H y S-A). Los puntos refieren al valor medio y el intervalo de confianza del 95% para
cada cultivar. La linea L = 1 indica un efecto aditivo (S-H = NS-H * S-A), valores por
encima de 1 un efecto sinérgico (S-H > NS-H * S-A) y valores por debajo de 1 un efecto
antagénico (S-H < NS-H * S-A).

Discusion

El objetivo de este capitulo fue comparar el efecto de la combinacién de salinidad
e hipoxia con respecto al efecto provocado por estos estreses actuando separadamente en
caracteres morfolégicos y de acumulacién de biomasa en dos cultivares de P. coloratum.
Al igual que en el capitulo anterior, la salinidad provocé un mayor efecto sobre la
morfologia y la acumulacién de biomasa que la hipoxia. En este sentido, la variedad
makarikariense demostr6 mayor tolerancia al estrés que la variedad coloratum
evidenciado por una menor reduccién en la produccion de biomasa. Ademads, la salinidad
provocd cambios en la arquitectura radicular de ambas variedades. Estos resultados

permiten aceptar la hipdtesis planteada en este capitulo.
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El crecimiento de plantas expuestas a salinidad e hipoxia por separado y en
combinacion fue evaluado en plantas de dos variedades de esta especie. Tanto la
condicién de hipoxia como salinidad redujeron la tasa de crecimiento relativa en P.
coloratum. La hipoxia redujo la TCR en un 9.5% mientras que la salinidad lo hizo en un
26%. A pesar de esto, no existieron diferencias entre la combinacion de salinidad e
hipoxia y la salinidad sola. Resultados similares fueron obtenidos previamente por Alamri
et al., (2013) donde accesiones de Hordeum marinum fueron sometidas a condiciones de
salinidad y salinidad + hipoxia y no se hallaron diferencias significativas entre estos
tratamientos en la reduccion de la TCR. Alambri et al., 2013 ademas, observaron
incrementos en la TCR bajo condiciones de hipoxia no salina en H. marinum, explicado
este mayor crecimiento por un aumento en el porcentaje de aerénquima presente en raices
adventicias de plantas sometidas a condiciones hipoxia. En este sentido, resultados
similares fueron observados por Ploschuk et al., (2017) para plantulas de Phalaris
aquatica, las cuales incrementaron la TCR de la biomasa aérea en condiciones de
anegamiento. En P. coloratum, por el contrario, se observé una leve disminucién de la

TCR bajo condiciones de hipoxia (Figura 3.1).

Como es de esperar, por los resultados obtenidos en la TCR, la condicién de
hipoxia ademads, revelé un ligero decrecimiento en la produccién de biomasa aérea y
radicular en las dos variedades estudiadas (Figura 3.2; 3.3), al igual que lo sucedido en
otras especies forrajeras tolerantes a condiciones de anegamiento tales como, Melilotus
siculus, Lotus tenuis y Lotus corniculatus (Teakle et al., 2007; Kotula et al., 2019). Imaz
et al., (2015) reporté cambios menores bajo sumersion parcial (aproximadamente 28%
menos de produccion que el control) en plantas de P. coloratum var. coloratum, usando
un sistema experimental diferente a la hidroponia utilizada en este experimento. P.
coloratum presenta aerénquima constitutivo (espacios de tejido esponjoso o canales de
aire) en las raices e incluso esta proporcion de aerénquima puede incrementar cuando las
plantas crecen en un medio hipoxico (Imaz et al., 2012), lo que facilita el transporte de
oxigeno desde los brotes hacia raices (Colmer, 2003; Striker, 2012). Teakle et al., (2006)
demostraron que plantulas de L. tenuis en condiciones de aireacion presentaron un 12%
de aerénquima mientras que L. corniculatus un 9%, a pesar de que en condiciones de
hipoxia ambas especies incrementaron este porcentaje, las plantulas de L. tenuis
resultaron mas tolerantes, esto indica la importancia del aerénquima constitutivo como

rasgo de tolerancia a estrés por hipoxia. Resumiendo, en este estudio, las plantulas de P.
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coloratum redujeron ligeramente la produccion de biomasa aérea y radicular frente a la
condicién de hipoxia lo que estaria asociado a la presencia de tejido aerenquimadtico en

esta especie.

Teniendo en cuenta el estrés salino, las reducciones observadas en la TCR, PSA y
PSR fueron superiores a aquellas ocasionadas por la condicion de hipoxia (Figura 3.1;3.2;
3.3). El mismo patrén de respuesta fue observado en el nimero de hojas, macollos y
arquitectura del sistema radicular (Figura 3.5; Tabla 3.2). La salinidad afectd, en mayor
medida, la acumulacién de biomasa aérea que la radicular. Plantulas del cultivar Klein
redujeron su produccion de biomasa aérea en un 74% y las de Kapivera INTA un 56%,
mientras que ambas variedades produjeron un 50% menos de biomasa radicular. La
mayor reduccion relativa de la biomasa aérea sobre la radicular bajo condiciones de estrés
hidrico ha sido sefialada como un mecanismo de adaptacion al restringir el uso de agua
por parte de la planta permitiendo asi conservar la humedad presente (Munns y Tester,
2008). Entonces, aunque ambas variedades de P. coloratum se vieron significativamente
afectadas en su crecimiento y la acumulacién de biomasa, el efecto fue mayor en respuesta
a la salinidad y en menor grado por la condicién de hipoxia, de manera mds pronunciada

en la parte aérea que en la radicular en especial en el cultivar KL respecto al KA.

Si bien la condicién de hipoxia redujo levemente la TCR y la acumulacién de
biomasa aérea y radicular, el nimero de hojas no se vio afectado. Esta reduccién en la
produccién de biomasa, podria deberse entonces, a una menor produccién de macollos
por parte de las plantas creciendo en condiciones de déficit de Oz (Figura 3.5). Ploschuk
et al., (2017) sin embargo, estudiando la respuesta después de 15 dias de anegamiento en
4 gramineas forrajeras, no observaron cambios en el nimero de macollos en plantas de
Dactylis glomerata y Bromus catharticus, mientras que hallé un incremento en el nimero
de macollos por planta en Festuca arundinacea y Phalaris aquatica. Ademds, en B.
catharticus, F. arundinacea y P. aquatica, el nimero de hojas verdes por macollo no
experimentd cambios respecto a la condicion control, coincidiendo con lo observado en
este estudio para P. coloratum. En cuanto a la condicién salina, la misma afect6 tanto la
produccién de macollos como la de hojas (Figura 3.5), esto ya habia sido reportado
previamente por Cardamone, (2019) en pldntulas P. coloratum var. makarikariense
creciendo en un medio con 200 mM NaCl, al igual que Pittaro et al., (2015) para plantulas
de la var. coloratum sometidas a 200 y 400 mM NaCl. Resumiendo, P. coloratum

manifiesta cambios en su morfologia aérea f rente a condiciones de hipoxia disminuyendo
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el nimero de macollos contrariamente a lo observado en otras gramineas forrajeras
tolerantes a condiciones de anegamiento. Por otra parte, la salinidad afecta tanto el
nimero de macollos como el de hojas, tal como lo reportado previamente para esta
especie creciendo en altas concentraciones de NaCl (Pittaro et al., 2015; Cardamone,

2019).

La tolerancia a hipoxia de P. coloratum fue revelada en este estudio, ademas, por
cambios en la arquitectura del sistema radicular (Tabla 3.2, Figura 3.6). La reduccion en
longitud y volumen en respuesta a la salinidad en condiciones aireadas fue dos veces
superior a la reduccion experimentada por las plantas creciendo en condiciones de
salinidad-hipoxia (62% vs 36% y 70% vs 29% para longitud y volumen respectivamente,
Tabla 3.2). La reduccién provocada por los efectos de la hipoxia en salinidad fue
imperceptible comparado con la disminucién en condiciones no salinas tanto en el largo
(8% vs. 46% en salinidad y no salino) como en volumen de raices (16% vs 50% para
salino y no salino, respectivamente). Esta diferencia estaria probablemente asociada a un
decrecimiento en el consumo de nutrientes bajo condiciones de estrés salino (Wu et al.,
2012). Por otro lado, no se observé un patrén de cambio claro en el didmetro radicular
(Figura 3.6), a pesar de existir reportes indicando incrementos en el didmetro radicular en
cultivares de Ipomoea batata bajo estrés por hipoxia (Nguyen et al., 2020). Incluso, se
han observado aumentos en el didmetro radicular en gramineas como Spartina densiflora
y Brachiaria humidicola en anegamiento como rasgo de adaptacion a estas condiciones
(Cardoso et al., 2013; Di Bella et al., 2014). Los resultados observados en la arquitectura
del sistema radicular coinciden con las alteraciones en la acumulacién de biomasa
discutidas anteriormente, donde se hizo evidente que la salinidad es el estrés que induce

los mayores cambios en P. coloratum.

En este estudio se encontré que el valor predicho para la magnitud del efecto de
la interaccidn entre estreses y su combinacion en la produccién de biomasa seca total (L
interaccion) para ambas variedades fue superior a 1 (Figura 3.8). Este valor, relaciona el
efecto observado del estrés combinado de salinidad e hipoxia y el efecto predicho por el
modelo multiplicativo de cada estrés evaluado separadamente (Schéifer y Piggott, 2018).
Tanto para la var. coloratum como para la var. makarikariense el tamafio del efecto fue
claramente superior a 1, determinando una respuesta de tipo sinérgica a la combinacion

de estreses.
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La salinidad y la hipoxia combinadas no presentan mds dafno que la salinidad sola
en las plantas de P. coloratum. Ademas, la especie se caracteriza por una alta tolerancia
al anegamiento como lo demuestra su arquitectura radicular, y la capacidad de respuesta
al estrés a través de la defensa antioxidante y los ajustes osméticos (capitulo 2). Esta
mayor tolerancia a la condicién de hipoxia que a la salinidad y salinidad + hipoxia
también fueron observados en otras especies de gramineas como F. arundinacea (Menon-
Martinez et al., 2021), D. glomerata y B. catharticus (Ploschuk et al., 2017), especies que
se encontraron tolerantes a condiciones de hipoxia. Contrariamente, en otras especies
como Hordeum vulgare y Oryza sativa se reportd que la combinacion de salinidad e
hipoxia increment6 el dafio en comparacion con la salinidad sola (Barret-Lennard, 2003;
Munns, 2011). Resumiendo, la salinidad y la hipoxia combinadas no presentan mas dafio
que la salinidad sola en las plantas de P. coloratum, tal como lo observado en las variables

bioquimicas y de respuesta oxidativa evaluadas en el capitulo 2.
Diferencias entre variedades

Incluso en especies que han demostrado ser tolerantes a la salinidad, la hipoxia o
la combinacién de estos estreses, la variabilidad intraespecifica en el grado de tolerancia
al estrés adquiere importancia para estudios con fines de mejoramiento genético. La
posibilidad de discriminar a los individuos mds tolerantes o de cuantificar las diferencias
en la respuesta debidas al estrés es muy apreciado al planificar un programa de
mejoramiento. En este estudio, se encontr6 que las variedades de P. coloratum son
altamente tolerantes a la hipoxia y moderadamente tolerantes a la salinidad y la salinidad-

hipoxia combinadas.

Aunque el patrén de respuesta al estrés, en cuanto a la arquitectura del sistema
radicular fue el mismo para las dos variedades, se detectaron diferencias entre las
variedades para otros rasgos. Kapivera INTA (var. makarikariense) mostré6 mayor
tolerancia a la salinidad y la hipoxia que el cv. Klein (var. coloratum) para la produccién
de biomasa aérea, nimero de macollos y hojas que se hizo evidente por una menor
reduccién de estas variables por los efectos de los tratamientos (Figura 3.2; 3.5). Esta
diferencia podria esperarse ya que la var. makarikariense se origind en las llanuras de
inundacion del lago Makarikari en el noreste de Botswana y, por lo tanto, probablemente
se adapto a la exposicion a la salinidad y a los frecuentes periodos de alternancia de sequia
y anegamiento (Tischler y Ocumpaugh, 2004). Es interesante observar, que el cultivar

Kapivera INTA sufrié una mayor reduccién en la relacion K+:Na+ que el cultivar Klein,
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debido a una alta acumulacion de Na+ en hojas (capitulo 2). Sin embargo, esta
acumulacién de iones Na+ no le signific6 un impacto mayor en el crecimiento y

acumulacion de biomasa como se observa en esta seccion.

Las adaptaciones a las caracteristicas de sus ambientes originales pueden dar lugar
a diferencias en la tolerancia al estrés entre las variedades. Este estudio trae evidencias
que respaldan las diferencias existentes en los mecanismos de tolerancia a salinidad entre

variedades.
Conclusiones

El presente estudio aporta conocimientos acerca de la respuesta en caracteres
morfolégicos y acumulacién de biomasa en las condiciones de salinidad, hipoxia y su

combinacion en dos variedades botanicas de P. coloratum:

Para la mayoria de los rasgos evaluados en este estudio, el efecto de la salinidad
y la hipoxia combinados fue igual al efecto de la salinidad sola en las dos variedades de

P. coloratum.

La condicién de hipoxia redujo ligeramente la TCR, mientras que se observé un

efecto mayor de la salinidad sobre este parametro en las dos variedades de P. coloratum.

La acumulacion de biomasa, tanto aérea como radicular, se redujo
significativamente en condiciones de hipoxia y salinidad, siendo esta tltima la condicién

mas estresante en las dos variedades de P. coloratum.

El cultivar Kapivera INTA demostré mayor tolerancia a la salinidad que el cultivar
Klein por menor reduccién en la acumulacién de biomasa respecto a la condicién no

salina.

La condicién de hipoxia disminuy6 el nimero de macollos por planta, sin afectar

el nimero de hojas en las dos variedades de P. coloratum.

La condicién de salinidad redujo el nimero de macollos y hojas en las dos

variedades de P. coloratum.

La salinidad produjo reducciones significativas en el largo y volumen del sistema

radicular observdndose un efecto menor de la hipoxia sobre estos parametros.
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Capitulo 4

Variabilidad y ganancia genética por dos métodos de seleccion para incrementar la

tolerancia a salinidad-hipoxia en dos variedades de Panicum coloratum L.
Introduccion

El cambio en el uso del suelo que ha ocurrido en la Argentina en los ultimos afios
ha provocado un desplazamiento de la ganaderia a zonas con limitantes edafo-climaticas
adversas, entre ellas, suelos con moderada a alta salinidad combinada en algunos casos,
con periodos de anegamiento (Auer et al., 2019). Una de las alternativas para aumentar
la oferta forrajera en estos ambientes es incrementar la tolerancia a estrés en especies
forrajeras. Una de las especies en las que se ha trabajado en su tolerancia a estrés, a través

de mejoramiento genético, es P. coloratum (Pittaro et al., 2015; Cardamone et al., 2018).

Uno de los pasos mas importantes en el proceso de seleccidon en un programa de
mejoramiento genético cuyo objetivo es incrementar la tolerancia a estrés es identificar
aquellos genotipos tolerantes. Para ello es imprescindible detectar los caracteres que estan
relacionados con la tolerancia, y que por lo tanto permitan discernir entre individuos
tolerantes y susceptibles. Estos caracteres pueden ser de distinta naturaleza, asociados a
marcadores bioquimicos, morfolégicos y/o moleculares (Ashraf, 2004; Tommasino et al.,

2018).

El germoplasma con mayor tolerancia es también util a la hora de conocer las
bases de la tolerancia, ya que su estudio permite entender los mecanismos bioquimicos y
fisiolégicos involucrados en la misma (Ashraf, 2009). En especies con larga historia de
mejoramiento, incluso, esta informacién puede ser utilizada para la identificaciéon de
genes candidatos y posteriormente trabajar en su utilizacién dentro de los programas de
mejora (Lamz y Gonzdlez, 2010). Sin embargo, en especies como P. coloratum, que atin
cuenta con un escaso grado de domesticaciéon como algunas otras forrajeras en las que no
se ha explorado completamente la variabilidad genética presente (Crain et al., 2020), las
alternativas para el mejoramiento genético més recomendables residen en los métodos
tradicionales. Estos métodos basan su trabajo en la observacion fenotipica (Fehr, 1988),
y para llevarlos a cabo es imprescindible identificar y conocer los caracteres que permitan
distinguir y discriminar los genotipos promisorios que puedan ser luego entrecruzados y

asf lograr avances importantes en el mejoramiento de la tolerancia a estrés.
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Historicamente, la produccion de biomasa aérea ha sido el cardcter mds utilizado
como criterio de seleccién en numerosas especies forrajeras (Riday and Brummer, 2007;
Zabala et al., 2018; Acikgoz et al., 2019). M4s aun, la biomasa aérea ha sido tomada como
parametro para determinar la tolerancia a estreses, dada su alta correlacion con la tasa de
crecimiento de las plantas ain en situaciones de estrés (Pittaro et al., 2015). En relacion
con esto ultimo, en los capitulos previos (capitulos 2 y 3 de esta tesis) se pudo observar
que los cambios en la produccién de biomasa aérea, estan relacionados directamente con
los cambios que se observan a nivel fisiolgico en P. coloratum frente a condiciones de
estrés combinado de salinidad-hipoxia. Es decir, que las plantas con mayor tolerancia al
estrés combinado detectadas por su respuesta fisioldgica, también fueron las plantas con
mayor produccién de biomasa en esa condicion. Resulta entonces la biomasa un buen

“marcador” de tolerancia fisioldgica al estrés en esta especie.

La mayor parte de los caracteres de interés agrondmico en especies forrajeras se
heredan de forma cuantitativa, y en estos casos el método de mejoramiento mas utilizado
en especies alégamas es el de seleccion recurrente (Bernardo, 2020). La produccién de
biomasa es un cardcter de este tipo. En la seleccidn fenotipica recurrente, el objetivo es
incrementar la frecuencia de alelos favorables en una poblacién aislando y apareando
entre si sus mejores individuos en ciclos repetidos. Al comenzar un proceso de seleccion
se deben evaluar los genotipos disponibles en la poblacién. Ya que la genética de un
carcter métrico gira en torno a su variacion, la misma se cuantifica a través del cdlculo
de la varianza (Falconer y Mackay, 1996). La varianza genética puede subdividirse a su
vez. Por un lado, tenemos la varianza aditiva (Va.) que es aquella que refiere al efecto
medio de los genes, también conocida como valor de cria. Por otra parte, la varianza de
la interaccidon que es la debida a las interacciones inter-loci y por ultimo, la varianza
debida a los efectos intra-locus que conocemos como varianza de la dominancia (Falconer
y Mackay, 1996). La proporcion de la varianza observada debida a los efectos aditivos
permite estimar la posibilidad de éxito a lograr por el proceso de seleccion. La varianza
genética aditiva (Va.), y su relacion con la varianza fenotipica Vp determinan la

heredabilidad en sentido estricto (h?):
oV
Vp

La particion de la varianza permite entonces conocer la magnitud de los

componentes genéticos y no genéticos sobre el total de la variacién y de esta manera es
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posible no soélo, estimar la heredabilidad, sino también, la ganancia genética que se

lograria por seleccidn.

Debido a que el valor de la heredabilidad depende de la magnitud de todas las
componentes de varianza (genética y ambiental), es importante notar que €sta no es sélo
una propiedad del caricter, sino también de la poblacién, de la unidad de seleccién y de
las circunstancias ambientales a las que estdn sujetos los individuos (Falconer, 1981;
Nguyen y Sleper, 1983). Esta evaluacion, permite determinar si los materiales de partida
contienen suficiente variabilidad genética en las caracteristicas de interés, de modo tal,
que permita obtener una respuesta a la seleccion. De esto se desprende la importancia de
evaluar cudl es el método de seleccion que permitiria los mayores avances y que unidad
experimental es la que permite distinguir genotipos con la menor influencia ambiental

posible.

Un sistema ampliamente utilizado para estudiar la tolerancia a diferentes estreses
abidticos, es el cultivo en hidroponia bajo condiciones controladas (Quero et al., 2013).
Este sistema permite aislar el estrés de interés, eliminando el “ruido” de otros factores
que podrian intervenir y asi permitir que el genotipo se exprese en toda su magnitud
(Cubero, 2003). El cultivo en hidroponia ha sido ampliamente utilizado en el estudio de
variabilidad genética frente a condiciones de salinidad, hipoxia o su combinacién (Striker

et al., 2015; Cardamone et al., 2018; Menon-Martinez et al., 2021).

En lo referido al estudio de los diferentes métodos que difieren entre si por la
unidad de seleccidn, se ha trabajado en estudiar qué método es el mas adecuado para
incrementar la produccién de biomasa en diferentes especies forrajeras (Casler, 2008;
Marcén et al., 2020). Sin embargo, poco se conoce sobre cudl serfa la metodologia que
resulta mds eficiente en el incremento de la tolerancia a estrés. La seleccion fenotipica
individual y genotipica por prueba de progenie son dos métodos que han sido utilizados
en el mejoramiento genético de especies forrajeras (Basigalup D. y Rossanigo R., 2007)
y particularmente en P. coloratum (Giordano et al., 2013; Pittaro et al., 2021). En la
seleccion fenotipica individual, los individuos se seleccionan en base a sus mismos
valores fenotipicos. En cuanto a la seleccién genotipica por prueba de progenie, los
individuos se seleccionan en base al valor medio de su progenie y es considerado como

un tipo de seleccion familiar (Falconer y Mackay, 1996).

Por dltimo, en los programas de mejoramiento genético es comun el trabajo sobre
mads de un caricter en simultdneo y resulta importante evaluar el grado de asociacion entre
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los mismos. El estudio de correlaciones genéticas ha sido ampliamente utilizado para
revelar tanto, asociaciones positivas, como negativas entre caracteres (Sgro y Hoffmann,
2004). Por esto, es un pardmetro central en caracteres cuantitativos, proporcionando una
medida de la tasa de respuesta de un rasgo “X” a la seleccion indirecta a través de un
rasgo “Y”. En otras palabras, lo que se busca obtener es el grado en que un caracter
responde como consecuencia de la seleccion sobre otro cariacter que pueda ser de mas

facil medida o evaluacion (Roff, 1996).

El progreso genético que puede lograrse mediante seleccion depende entonces, de
la variabilidad genética presente en la poblacion, de la unidad de seleccion elegida, y de
la correlacion existente entre los caracteres de interés, por esto, resulta importante
entender cudl es el método mas adecuado para la seleccion de parentales que permita

incrementar la tolerancia a estrés por salinidad e hipoxia en P. coloratum.
Hipotesis
Es posible incrementar la frecuencia de genes asociados a la tolerancia al estrés

combinado en P. coloratum, mediante el cruzamiento de genotipos seleccionados como

m4s promisorios.
Objetivo general

Estimar la variabilidad y ganancia genética mediante dos métodos de seleccion en dos

variedades botanicas de P. coloratum.
Objetivos especificos

Estimar pardmetros genéticos en caracteres relacionados a la respuesta al estrés
combinado en una muestra al azar de familias de medios hermanos de dos variedades

botdnicas de P. coloratum por seleccion fenotipica individual.

Estimar pardmetros genéticos en caracteres relacionados a la respuesta al estrés
combinado en una muestra al azar de familias de medios hermanos de dos variedades

botanicas de P. coloratum por seleccion genotipica por prueba de progenie.

Estimar la correlacion genética entre los caracteres utilizados anteriormente en

poblaciones de 2 variedades botanicas de P. coloratum.

Estimar y comparar la ganancia genética directa e indirecta por seleccidon
individual y prueba de progenie luego de un ciclo de seleccién en 2 variedades botdnicas

de P. coloratum.
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Materiales y métodos
Material vegetal y condiciones de crecimiento

Plantas que componen poblaciones de apareamiento aleatorio de P. coloratum var.
makarikariense y var. coloratum ubicadas en el campo experimental de la EEA INTA
Rafaela (31°11° S-61°30° O), se cosecharon individualmente para formar veinte familias

de medios hermanos (FMH) de cada una de las variedades boténicas.

Semillas de cada una de las FMH fueron germinadas en macetas en invernadero
durante enero de 2020 a 32.4°C / 21.1°C (dia / noche), con irradiacién natural. Plantulas
de tres hojas se colocaron en bandejas de pléstico de 4 1 llenas de solucion nutritiva
Hoagland (Hoagland y Arnon, 1950) y se mantuvieron durante 7 dias en estas
condiciones. Posteriormente, se colocaron en condiciones de salinidad-hipoxia durante
21 dias. La concentracion de sal se incrementd gradualmente afiadiendo 50 mM por dia
hasta que se alcanz6 la concentracion final de 150 mM. Luego, la aireacion se detuvo 24
horas antes de reemplazar la solucién con una solucién nutritiva de agar desoxigenado
para evitar un choque anéxico (agar disuelto al 0.1% p / v agregado a la solucién nutritiva)

(Striker et al., 2015) y se mantuvieron en estas condiciones por los 21 dias de tratamiento.

El disefo experimental utilizado fue en bloques completamente aleatorizados con
4 repeticiones y 5 plantulas por bandeja totalizando 20 plantulas por FMH en total para
cada variedad. La conductividad eléctrica se controld una vez a la semana y se mantuvo
cerca de 15 = 1,03 dSm™!. De la misma manera, se controld el nivel de oxigeno para

mantenerlo en un promedio de 2 £ 0,51 mg.l'l.
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Figura 4.1. Familias de medios hermanos de Panicum coloratum previo al

trasplante a condiciones de hidroponia

Variables morfologicas

Luego de un periodo de 21 dias el nimero de hojas (NH) y macollos (NM) fue
registrado. Las plantas se retiraron de las macetas y se separaron en parte aérea y
radicular, se registrd el peso fresco de raiz (PFR) y la parte aérea sec6 en un horno a 65 °
C durante 72 h hasta que se alcanzé un peso constante y se determind su peso seco (PSA)

(balanza “Ohaus PA-214").
Métodos de seleccion

Al contar con familias de medios hermanos se pudo obtener tanto los valores
fenotipicos de cada individuo como el valor medio de cada familia. En el caso de la
seleccion fenotipica individual (SFI) cada individuo se evalué compardndolo con la
media general de la siguiente manera (X - ¥Yg): donde, X; es el valor fenotipico del
individuo e ¥, es la media general de la poblacion para el cardcter de interés. En cambio,
la seleccidn genotipica por prueba de progenie se basé en la identificacion de genotipos
superiores a través de la evaluacién de su descendencia. Entonces, cada individuo parental
se evalué como (X¢- Vy): donde, Xres la media familiar de los individuos de la progenie

y ¥, es la media general de la poblacion para el cardcter, tal como lo descripto en (Mariotti
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y Collavino, 2014). En este caso, la seleccion se debe realizar sobre los genotipos

parentales que dieron origen a la descendencia evaluada.

Figura 4.2. Familias de medios hermanos de Panicum coloratum creciendo en

condiciones de salinidad-hipoxia en hidroponia

Variabilidad genética

Contando con los datos de plantas individuales se utiliz6 el modelo propuesto por
(Nguyen y Sleper, 1983) para determinar los componentes de varianza y los pardmetros
genéticos para ambos métodos de seleccion. Se utilizé6 un modelo lineal generalizado

mixto utilizando el software infostat con interfaz R (Di Rienzo et al., 2020).
El modelo utilizado fue el siguiente:
Xij=pu+Bi+Fj+ (BF)j+Ej

Donde u es la media general de la variable X; B; es el efecto fijo del bloque; Fj es
el efecto aleatorio de la familia; BF; es el efecto de la interaccién familia por bloque; Ej

representa el error experimental.

Las estimaciones de los componentes de varianza son usados para determinar qué

proporcién de la varianza fenotipica se debe a efectos genéticos aditivos (h?) utilizando
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seleccion fenotipica individual y seleccion genotipica por prueba de progenie en base a

la media fenotipica familiar.

La heredabilidad en sentido estricto en base a planta individual fue estimada para
cada carécter evaluado como:

2
4 % op

h2:
2 2 2
Oor + O + oy,

Donde, 4*c°F (6%r: componente de varianza familiar) es un estimador de la
varianza genética aditiva, mientras que en el denominador la varianza fenotipica
correspondiente resulta de la suma de 6°F + 0%E + 6°w, donde o’k es la varianza ambiental
entre bloques y 6’w es la varianza dentro del bloque, utilizada como un estimador de la

varianza dentro de familia (Maina, 2012; Cardamone, 2019).

En el caso de la heredabilidad en base a la media familiar correspondiente a la

seleccidn genotipica por prueba de progenie:

2
pe=—F
02 02
2 4 9E W

Donde, ademas de las varianzas antes mencionadas tal como en el calculo anterior,

r y n son el nimero de repeticiones y plantas individuales por repeticion, respectivamente.

El error estindar de la heredabilidad se calculé seglin la aproximacién de

Dickerson (Dickerson, 1969).

La proporcion de la distribucion de la varianza entre y dentro de familias se estimé

con las siguientes ecuaciones:

of
% de variacion entre familias = > 2
(0f+03,)*100
Ity
% de variacion dentro de familias = > >
(of+oy,)*100
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Estimacion de ganancia genética

Una vez obtenido el valor de heredabilidad para ambos métodos de seleccion y
para cada una de las variables analizadas en ambas variedades de P. coloratum es posible
estimar la ganancia genética que se obtendria luego de un ciclo de seleccioén con una

intensidad del 20% de acuerdo a la siguiente formula:
AG = h?xk* op=C

Donde, C es el factor de control parental. Este factor toma diferentes valores: el
valor de 1 cuando las plantas seleccionadas son plantadas juntas y aisladas en el campo y
su valor es 2 cuando la unidad de seleccién son las plantas madre, en base al rendimiento
medio de su progenie, y las mismas se aislaran para su entrecruzamiento (Sprague y

Eberhart, 1977 en Nguyen y Sleper, 1983).

K = diferencial de seleccidon estandarizado calculado como;

Xps — XMB
Op

K =

Donde, Xrs es la media de poblacion seleccionada (20% de individuos o familias

con el mayor valor de la variable en estudio) y Xms es la media de la poblacion base,
mientras que Op es el desvio fenotipico de la poblacion base.
A partir de la ganancia genética y la media de la poblacién base (Xwmg) se estimé

la media mejorada (Xmej), para ambos métodos de seleccion, es decir la media que se

obtendria si se realizara la seleccion en estas condiciones, como;
Xmej = XM + AG

Correlaciones genéticas

Los coeficientes de correlacién genética (rg) entre caracteres fueron obtenidos

como;

Cov, XY
r., =
9 (02X +ozY)1/?
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Los valores de r, obtenidos fueron comparados con el estadistico t con (n-2)
grados de libertad para rechazar la hipétesis nula de r=0. El nivel de significacién

utilizado fue de a=0.05. El valor de t se calcul6 como:
rxy (n_Z)O.S
-rg)0s

Co-heredabilidad y ganancia genética indirecta

Una vez calculados los pardmetros antes descriptos, se determind la heredabilidad
conjunta entre pares de caracteres (coheredabilidad = h%y) y el efecto indirecto que

produce seleccionar por un cardcter sobre el resto de los caracteres estudiados.

Las féormulas utilizadas para el cdlculo fueron las siguientes (Ghesquiere et al.,

1994):
hzxy = rg . hx . hy

donde 1, es el coeficiente de correlacion genética entre los caracteres x e y que se
desea conocer su coheredabilidad, y hy; hy representan la raiz cuadrada de las

heredabilidades de cada uno de los caracteres involucrados.

Por tltimo, se construy6 una matriz para determinar la ganancia genética directa
sobre el cardcter seleccionado y el efecto indirecto que se produce sobre el resto de los

caracteres. Para determinar el efecto indirecto (Ging) la férmula de cdlculo fue la siguiente:
Gina=k.h%,.0
ind =R . 1l xy. Oy

Donde la ganancia genética indirecta que se produce sobre el caracter ‘y’ al
seleccionar por el cardcter ‘x’ es igual al diferencial de seleccion estandarizado (k) de la

variable bajo seleccién (x), h%y es la co-heredabilidad entre el par de caracteres y Oy es

el desvio fenotipico del caricter seleccionado indirectamente. La matriz se expresé en
variacion porcentual de la media general de cada caricter, de manera de poder hacer una

comparacion entre los distintos caracteres.
Resultados
Distribucion de la variabilidad

A partir de las variables medidas en pldntulas creciendo en condiciones de

salinidad e hipoxia se estimaron los componentes de varianza y su distribucién dentro de
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la poblacion para el peso seco aéreo (PSA), peso fresco radicular (PFR) y nimero de
macollos (NM) y hojas (NH) en ambas variedades de P. coloratum. Las estimaciones de
los componentes de varianza y la distribucién porcentual de esta variabilidad se observan
en la Tabla 4.1. La variabilidad dentro de familias fue proporcionalmente superior a los
valores de varianza entre familias, para todos los caracteres estudiados en ambas

variedades (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Estimacién de componentes de varianza (c°r entre las familias, 6%y
dentro de bloque, c% ambiental), distribucién de los componentes de varianza entre y
dentro de familias en plantulas de Panicum coloratum var. makarikariense y var.
coloratum creciendo durante 21 dias en condiciones de salinidad-hipoxia para los
caracteres de peso seco aéreo (PSA), peso fresco radicular (PFR), nimero de macollos

(NM) y hojas (NH).

Estimacion de
componentes de
varianza

Distribucion porcentual de los
componentes de varianza

Variedad Caracter o2 o’E o>w  Dentro de familias Entre familias

PSA  0.009 0.003 0.024 72.936 27.064
PFR  0.122 0.083 0.551 81.914 18.086
Col NM 0.121 0.116 0.764 86.296 13.704
NH 0.978 0.684 4.703 82.788 17.212
PSA  0.004 0.000 0.007 61.283 38.717
PFR 0384 0.071 0.654 62.976 37.024
Mak NM 0.169 0.005 0.625 78.699 21.301
NH 0432 0.186 1.983 82.100 17.900

Heredabilidad en sentido estricto

A partir de las estimaciones de las varianzas, segtn lo descripto en materiales y
métodos, se estimé la heredabilidad en sentido estricto (h?) para cada uno de los caracteres
para ambos métodos de seleccion, tanto seleccidon fenotipica individual (SFI) como

seleccidn genotipica por prueba de progenie (SGPP).

Los valores de las estimaciones de las heredabilidades para la var. makarikariesne
para los dos métodos de seleccion se presentan en la tabla 4.2. En general los valores

fueron moderadas a altas para todos los caracteres y métodos de seleccion. En la tabla 4.3
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se muestran los valores de las estimaciones para las var. coloratum para los dos métodos
de seleccion. De la misma manera, los valores son moderados a altos, aunque en general,
la var. makarikariense mostré valores de h? superiores a los de la var. coloratum. En
cuanto a los métodos de seleccion, en la var. makarikariense con excepcion del caracter
numero de hojas, la heredabilidad para SFI fue superior a SGPP (Tabla 4.2). En el caso
de la var. coloratum la SGPP mostré valores superiores de heredabilidad con excepcion

del cardcter peso seco aéreo (Tabla 4.3).
Diferencial de seleccion

El diferencial de seleccion (S) es la diferencia entre los individuos selectos
aplicando una intensidad del 20% en cada uno de los caracteres y la media de la poblacién
base. El diferencial de seleccién fue mayor en SFI para todos los caracteres en ambas
variedades (Tabla 4.2 y 4.3). De la misma manera, los desvios fenotipicos poblacionales
fueron mayores en SFI que en SGPP. Sin embargo, en cuanto al diferencial de seleccién
estandarizado (K) se observan diferencias entre variedades. En la var. coloratum para
todos los caracteres la SFI muestra valores superiores de K. Por su parte, la var.
makarikariense, los caracteres de biomasa como PSA y PFR presentaron valores de K

superiores con la SGPP que con SFI (Tabla 4.2 y 4.3).
Avance genético

El avance genético se calculé para cada uno de los caracteres simulando una
intensidad de seleccion del 20%. En la tabla 4.2 y 4.3 se muestran los valores de AG
estimados, que denotan el avance que se lograria en cada variedad, luego de un ciclo de
seleccion discriminado para cada cardcter y para los dos métodos de seleccién

considerados.

El avance genético esperado por ciclo de seleccion muestra diferencias entre
variedades en lo que se refiere a la metodologia que lograria los mayores incrementos. En
la var. makarikariense, solo el NH mostré mayores estimaciones de avance bajo SFI
mientras que para el resto de los caracteres (PSA, PFR y NM) los mayores incrementos
son estimados mediante la SGPP (Tabla 4.2). En la var. coloratum para PSA, PFR y NH
la seleccion fenotipica individual muestra los mayores avances genéticos por seleccion y

en el caso de NM seria la SGPP (Tabla 4.3).
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Tabla 4.2. Componentes genéticos: Control parental (C), valor promedio de la poblacion base (Xo); valor promedio de la poblacidon selecta
(Xs); diferencial de seleccién = (Xs - Xo) (S); heredabilidad en sentido estricto (h?); diferencial de seleccién estandarizado (K); desvio estandar
fenotipico y ganancia genética por ciclo (AG) para seleccion fenotipica individual (SFI) y seleccién genotipica por prueba de progenie (SGPP) de
Panicum coloratum var. makarikariense creciendo durante 21 dias en condiciones de salinidad-hipoxia para los caracteres de peso seco aéreo

(PSA, en gramos por planta), peso fresco radicular (PFR, en gramos por planta), numero de macollos (NM) y hojas (NH).

var. makarikariense  Caracter C Xo Xs S K op h? AG
PSA 1 0.18 0.34 0.16 1.45 0.11 1.51 (£0.54) 0.16 (g)
PFR 1 1.75 3.40 1.65 1.57 1.05 1.38 (£0.51) 1.65 (g)
St NM 1 1.73 3.24 1.51 1.69 0.89 0.85 (£0.33) 1.28
NH 1 5.14 7.56 2.42 1.50 1.61 0.66 (+0.3) 1.60
PSA 2 0.18 0.29 0.11 1.57 0.07 0.91 (20.32) 0.20 (g)
PFR 2 1.75 2.85 1.1 1.67 0.66 0.88 (+0.33) 1.94 (g)
SGPP NM 2 1.73 2415 0.685 1.52 0.45 0.84 (£0.32) 1.15
NH 2 5.14 6.275 1.135 1.49 0.76 0.75 (£0.33) 1.7
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Tabla 4.3. Componentes genéticos: Control parental (C), valor promedio de la poblacion base (Xo); valor promedio de la poblacién selecta
(Xs); diferencial de seleccién (S) = (Xs - Xo); heredabilidad en sentido estricto (h?); diferencial de seleccién estandarizado (K); desvio estdndar
fenotipico y ganancia genética por ciclo (AG) para seleccion fenotipica individual (SFI) y seleccion genotipica por prueba de progenie (SGPP) de
Panicum coloratum var. coloratum creciendo durante 21 dias en condiciones de salinidad-hipoxia para los caracteres de peso seco aéreo (PSA, en

gramos por planta), peso fresco radicular (PFR, en gramos por planta), numero de macollos (NM) y hojas (NH).

var. coloratum Caracter C Xo Xs S K op h? AG
PSA 1 0.32 0.58 0.26 1.38 0.19 1 (£0.41) 0.26 (g)
PFR 1 1.69 2.92 1.23 1.42 0.87 0.64 (+0.32) 0.79 (g)
St NM 1 2.16 3.40 1.24 1.24 1 0.48 (+0.28) 0.60
NH 1 6.08 9.70 3.62 1.44 2.52 0.61 (+0.32) 2.21
PSA 2 0.32 0.46 0.14 1.37 0.1 0.83 (+0.34) 0.23 (g)
SGPP PFR 2 1.69 2.22 0.53 1.30 0.41 0.72 (20.36) 0.77 (g)
NM 2 2.16 2.67 0.50 1.17 0.43 0.64 (£0.37) 0.65
NH 2 6.08 7.52 1.44 1.22 1.18 0.71 (+0.37) 2.05
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Correlacion genética

La determinacion del grado de asociacion entre caracteres se evalud por medio del
coeficiente de correlacidon genética en poblaciones de P. coloratum var. coloratum y var.
makarikariense. En las tablas 4.4 y 4.5 se observa la correlacién genética entre los
caracteres evaluados. Todas las correlaciones entre caracteres fueron altas y positivas para

ambas variedades.

Tabla 4.4. Correlaciones genéticas en Panicum coloratum var. makarikariense

creciendo durante 21 dias en condiciones de estrés combinado de salinidad e hipoxia.

PSA PFR NM NH
PSA 0.98 (x0.01)* 0.97 (x0.05)* 0.94 (x0.06)*
PFR 1.00 (£0.03)* 0.98 (+0.05)*
NM 1.00 (+0.05)*
NH

Para cada variable el valor representa al coeficiente de correlacion + d.e. (* =p < 0,05)
Tabla 4.5. Correlaciones genéticas entre pares de caracteres en Panicum
coloratum var. coloratum creciendo durante 21 dias en condiciones de estrés combinado

de salinidad e hipoxia.

PSA PFR NM NH
PSA 0.94 (x0.05)* 0.96 (x0.06)* 0.99 (x0.05)*
PFR 0.90 (x0.08)* 0.92 (x0.07)*
NM 0.98 (x0.02)*
NH

Para cada variable el valor representa al coeficiente de correlaciéon £ d.e. (* p < 0,05)
Co-heredabilidad

A partir de los coeficientes de correlacion genética y la heredabilidad en sentido
estricto estimada tanto para seleccion fenotipica individual (SFI) como para la seleccion
genotipica por prueba de progenie (SGPP), se generd una matriz de heredabilidades y co-
heredabilidades entre caracteres para P. coloratum var. makarikariense (Tabla 4.6) y var.
coloratum (Tabla 4.7). En ambas variedades y para ambos métodos de seleccion los
valores de co-heredabilidad no superaron a los valores de heredabilidad en sentido estricto

de los caracteres individuales. No obstante, se observan valores de co-heredabilidad
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superiores en la var. makarikariense (Tabla 4.6) por sobre aquellos obtenidos en la var.

coloratum (Tabla 4.7)

Tabla 4.6. Heredabilidad en sentido estricto (en diagonal y negrita) y Co-
heredabilidad entre pares de caracteres para: (A) seleccion fenotipica individual (SFI) y
(B) seleccion genotipica por prueba de progenie (SGPP) en Panicum coloratum var.

makarikariense creciendo durante 21 dias en condiciones de estrés combinado de

salinidad e hipoxia.

SF1 SGPP
A) (B)
PSA PFR NM NH PSA PFR NM NH
PSA  1.51 0.98 0.89 0.76 0.91 0.88 0.85 0.78
PFR 1.38 0.89  0.80 0.88 0.83  0.80
NM 085 0.75 084 0.79
NH 0.66 0.75

Tabla 4.7. Heredabilidad en sentido estricto (en diagonal y negrita) y Co-
heredabilidad entre pares de caracteres para: (A) seleccion fenotipica individual (SFI) y
(B) seleccion genotipica por prueba de progenie (SGPP) en Panicum coloratum var.

coloratum creciendo durante 21 dias en condiciones de estrés combinado de salinidad e

hipoxia.
SF1 SGPP

(A) B)
PSA PFR NM NH PSA PFR NM NH
PSA 1.00 0.60 046  0.60 083 0.56 051  0.58
PFR 0.64 028  0.36 0.72 041 047
NM 048 0.29 0.64 045
NH 0.61 0.71

Respuesta directa e indirecta

En las tablas 4.8 y 4.9 se observan las ganancias porcentuales por encima de la
media poblacional que se obtendria luego de un ciclo de seleccién y las ganancias
indirectas sobre los caracteres no selectos. Si leemos la tabla en sentido horizontal

observamos el impacto que tiene la seleccién por un caricter sobre el resto. En cambio,
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si leemos la tabla en sentido vertical, podemos observar si para alguna variable la

seleccidn indirecta produce mejores ganancias que la seleccion directa.

Para ambas variedades y métodos de seleccion se estiman ganancias indirectas
positivas en todos los caracteres bajo estudio. Para la variedad makarikariense bajo un
esquema de seleccién fenotipica individual (Tabla 4.8A) la seleccion directa sobre PSA
provocaria un 88.6% de incremento sobre el valor de la media; mientras que si la
seleccion se realiza indirectamente a través otro caracter como PFR provocaria un 94%
de incremento en PSA vy si se hace por NM, el aumento es de 92.4% en PSA, es decir se
podrian obtener mayores avances mediante seleccion indirecta. Si bien las ganancias
directas en la SGPP son superiores a las observadas en SFI (Tabla 4.8) las ganancias

indirectas son menores a las calculadas para SFI.

En la var. coloratum (Tabla 4.9) al igual que en la var. makarikariense las
ganancias indirectas que provocaria la SFI son mayores que las observadas en SGPP.
Para ambos métodos de seleccion las ganancias directas son superiores a las indirectas
con excepcion del nimero de macollos donde su ganancia directa es de 27.6%, sin

embargo, al seleccionar por PSA su ganancia seria del 29.4%.

Tabla 4.8. Ganancia directa sobre el carécter seleccionado (en diagonal y negrita)
y efecto indirecto sobre el resto de los caracteres para: (A) seleccion fenotipica individual
(SFI) y (B) seleccion genotipica por prueba de progenie (SGPP) en Panicum coloratum
var. makarikariense creciendo durante 21 dias en condiciones de estrés combinado de

salinidad e hipoxia.

SFI SGPP
(A) B)
PSA PFR NM NH PSA PFR NM NH
PSA 88.6 853 667 347 111.1 51.9 346 18.0
PFR 940 942 722 392 57.0 110.8 362 19.7
NM 924 907 739 39.6 50.1 50.3 664 17.8
NH 70.0 717 57.8 31.0 45.0 44.7 30.8  33.0

*La tabla se lee en sentido horizontal, el valor en negrita representa la ganancia genética para el cardcter
seleccionado y en la misma fila se observan los efectos sobre las medias de los otros caracteres.

** Los valores se expresan en % de las medias respectivas a cada caracter

Tabla 4.9. Ganancia directa sobre el cardcter seleccionado (en diagonal y negrita)
y efecto indirecto sobre el resto de los caracteres para: (A) seleccion fenotipica individual

(SFI) y (B) seleccion genotipica por prueba de progenie (SGPP) en Panicum coloratum
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var. coloratum creciendo durante 21 dias en condiciones de estrés combinado de salinidad

e hipoxia.
SF1 SGPP

(A) B)

PSA PFR NM NH PSA PFR NM NH
PSA 819 427 294 345 71.1 18.7 13.9 155
PFR 507 468 182 21.1 22.8 454 10.7 11.9
NM 339 176 27.6 147 18.6 15.9 298 10.1
NH 51.6 266 19.1 364 22.2 13.9 10.8  33.6

*La tabla se lee en sentido horizontal, el valor en negrita representa la ganancia genética para el caracter
seleccionado y en la misma fila se observan los efectos sobre las medias de los otros caracteres.

** Los valores se expresan en % de las medias respectivas a cada caracter
Discusion

Con el objetivo de estudiar la existencia de variabilidad y la ganancia genética que
se obtendria por dos métodos de seleccion fenotipica, dos poblaciones de apareamiento
aleatorio de dos variedades botdnicas de P. coloratum fueron evaluadas bajo condiciones
de estrés combinado de salinidad e hipoxia. Se observaron altos niveles de variabilidad
genética en ambas variedades determinando valores de heredabilidad en sentido estricto
cercanas a 1. Por otro lado, correlaciones genéticas positivas y significativas fueron
halladas entre todos los caracteres estudiados. Los resultados hallados en este capitulo,

permiten aceptar la hip6tesis planteada.
Aproximacion experimental para evaluar variabilidad genética

La hidroponia como método experimental para distinguir genotipos tolerantes es
ampliamente utilizada en el mejoramiento genético para tolerancia a estrés. Si bien
existen controversias en torno a los sistemas artificiales con condiciones controladas para
la evaluacion y deteccion de genotipos tolerantes (Tavakkoli et al., 2010), se pueden
encontrar algunas ventajas que hacen que estos sistemas sean muy utilizados. Por
ejemplo, los sistemas controlados permiten evaluar un gran nimero de genotipos
simultdneamente y verificar fehacientemente que todos estén sometidos a la misma
condiciéon (Quero et al., 2013). Por esta razoén es frecuente utilizar aproximaciones
experimentales para someter a las plantas al estrés y aislar los factores de interés de otros

que puedan estar interfiriendo.

El sistema experimental de hidroponia ha sido utilizado tanto para el estudio de

variabilidad y seleccion de genotipos frente al estrés salino en especies forrajeras (Griffa
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et al., 2010; Ribotta et al., 2013; Pittaro, 2017; Cardamone et al., 2018), como para el

estrés combinado de salinidad e hipoxia (Striker et al., 2015).
Estructura genética de la poblacion y heredabilidad

Para analizar los posibles resultados de un programa de mejoramiento para
tolerancia a estrés por salinidad-hipoxia, se estudiaron dos poblaciones de apareamiento
aleatorio de dos variedades botdnicas de P. coloratum: var. makarikariense y var.
coloratum. Para esto, es importante estudiar la estructura genética de las poblaciones, es
decir, cantidad y distribucion de la variabilidad genética disponible en el germoplasma
(Jank et al., 2011; Rimieri, 2013). En este trabajo se observd que en ambas variedades y
para todos los caracteres evaluados, la mayor proporcioén de la variacién se encuentra
dentro de familia (Tabla 4.1). Esto, difiere de lo hallado previamente por Cardamone
(2019) en familias de medios hermanos de P. coloratum var. makarikariense sometidas a
condiciones de salinidad, donde la mayor proporcién de la variacién se encontrd entre
familias. Sin embargo, los resultados hallados aqui estdn de acuerdo con lo esperado para
una especie reportada como alégama (Armando et al., 2017). Un elevado flujo génico
producto de la polinizacién cruzada reduce cualquier diferenciacion entre los genotipos,
con escasa diferenciacion entre ellos, pero con amplia variaciéon genética intra-familiar
(Hambrick y Godt, 1990). Al igual que en este trabajo, en estudios previos realizados en
esta especie sobre caracteres relacionados con la produccion de semillas (Maina, 2012) y
la plasticidad fenotipica frente a condiciones de sequia (Giordano, 2018), la variabilidad

dentro de familia fue superior a aquella hallada entre familias.

Por otra parte, se evalué la proporcién de la varianza observada debida a efectos
aditivos (h?). Como se ha demostrado, la estimacién de heredabilidad debe calcularse de
acuerdo al método de seleccion (Nguyen y Sleper, 1983). En este sentido, se evaluaron
dos métodos de seleccion utilizados ampliamente en el mejoramiento genético de
especies forrajeras, tanto templadas (Bruckner et al., 1991) como subtropicales (Moser y
Burson, 2004). Tanto en la var. makarikariense como en la var. coloratum los valores de
heredabilidad para todos los caracteres resultaron moderados-altos en ambos métodos de
seleccion (Tabla 4.2 y 4.3). Incluso, con valores superiores a 1 bajo SFI en los caracteres
PSA y PFR en la var. makarikariense y PSA en la var. coloratum. No es infrecuente
observar en la literatura valores de heredabilidad superiores a 1, relacionado a una baja

influencia ambiental en estos estudios (Vogel et al., 1981; Re, 2004), permitiendo
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interpretar que toda la variabilidad fenotipica observada en estas variables se debe a

efectos genéticos aditivos.

Los caracteres antes mencionados, son los que mantienen una alta variabilidad
entre familias, esta varianza genética entre familias de medios hermanos representa la
varianza aditiva contenida en la varianza fenotipica entre familias (Falconer, 1981), por
lo tanto, al observar la estructura de la poblacion (Tabla 4.1), es posible predecir los
resultados observados en la heredabilidad de estos caracteres. Por otra parte, el sistema
experimental utilizado en este estudio permiti6 un control de las condiciones de
crecimiento y consecuentemente una reduccion de la varianza ambiental (Quero et al.,
2013), de esta manera se elevan las estimaciones de heredabilidad para todos los
caracteres evaluados. Resultados similares fueron obtenidos en Lens culinaris donde se
duplicaron los valores de heredabilidad para caracteres de tolerancia a bajas temperaturas
bajo condiciones controladas, en relacion a aquellas estimaciones realizadas a campo (Ali
y Johnson, 1999). En otras palabras, las condiciones controladas en las que se trabaj6
permiten que los fenotipos observados, reflejen fielmente el genotipo de cada planta sin
distorsiones ocasionadas por los efectos ambientales, aumentando la efectividad de la
seleccion. En ocasiones donde no es posible controlar las condiciones de crecimiento y,
por lo tanto, la influencia del ambiente es alta, la seleccion de tipo familiar como es el
caso de la SGPP es preferible a la SFI (Basigalup D. y Rossanigo R., 2007). Esto esta
basado en el hecho de que las desviaciones ambientales de los individuos tienden a
cancelarse entre si en el valor medio de la familia, disminuyendo el error ambiental
(Mariotti y Collavino, 2014). Resumiendo, los valores altos de heredabilidad observados
en este trabajo podrian deberse no sélo a una alta variabilidad entre familias sino también,

al sistema experimental utilizado.

Los resultados encontrados coinciden con los hallados por Cardamone (2019) en
plantulas de P. coloratum var. makarikariense en condiciones de estrés salino en
hidroponia, donde la heredabilidad para biomasa de raiz fue muy elevada, 0.91 para el
preso fresco y de 1 para el seco. Sin embargo, las heredabilidades estimadas por Pittaro
et al. (2021), para tolerancia a salinidad en plantulas de P. coloratum var. coloratum no
fueron altas, incluso de O para algunos rasgos. Esto deja en claro la importancia de evaluar
la heredabilidad en cada poblacién y ambiente en particular y no inferir posibles
resultados en base a trabajos previos. Por otra parte, la inica manera de incrementar la

heredabilidad de un carédcter en una poblacion es reduciendo la variacion ambiental a
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través de diferentes técnicas de manejo lo que impacta directamente en la eficacia de la

seleccidn y el avance genético.
Avance genético

Para poder terminar de evaluar la eficacia de los diferentes métodos de seleccion
debemos estimar la respuesta que se lograria luego de un ciclo. La estimacién de avance
genético no s6lo dependen de la heredabilidad del caracter, sino también, de la unidad de
recombinacion, la desviacion fenotipica de la poblacion y el diferencial de seleccion
(Nguyen y Sleper, 1983). Por lo tanto, obtener el valor de heredabilidad no resulta

suficiente para poder predecir una ganancia por seleccion (Mariotti y Collavino, 2014).

En cuanto al diferencial de seleccion, su magnitud depende de dos factores: la
proporcioén de la poblacién incluida en el grupo selecto (intensidad) y la desviacion
estandar fenotipica del caracter (Falconer y Mackay, 1996). La intensidad de seleccion
utilizada fue la misma para ambos métodos de seleccion (20%) y se puede observar que
las desviaciones estdndar de las medias familiares estdn limitadas a valores menores que
la desviacién estandar de los valores individuales (Falconer y Mackay, 1996), tal como
se observa en Tabla 4.2 y 4.3. Esto determina que el diferencial de seleccion bajo SFI sea

superior al alcanzado por SGPP.

Las estimaciones de ganancia genética por seleccion fueron altas para todos los
caracteres en ambas variedades, tanto por SFI como por SGPP. No obstante, en la var.
makarikariense la SGPP permitiria lograr mayores ganancias en la produccion de
biomasa bajo condiciones de estrés por salinidad-hipoxia (Tabla 4.2) y en la var.
coloratum seria la SFI la més promisoria (Tabla 4.3). En la tabla 4.1 si bien se observa
que la distribucién de la variabilidad dentro de familias es mayor a la observada entre
familias para ambas variedades, en la var. makarikariense esta diferencia entre familias
es mas elevada que la hallada en la var. coloratum, lo que podria explicar por qué la
SGPP, que es un método de seleccion familiar, estima mayores avances que la SFI en la

var. makarikariense.
Seleccion directa e indirecta

A lo largo de los afios se ha evaluado el impacto que tiene la seleccién de
caracteres “secundarios” sobre caracteres primarios o de mayor impacto en la producciéon
(Possingham, 1986), con el objetivo de seleccionar por caracteres de facil medicién. En

especies forrajeras, la produccién de biomasa constituye uno de los caracteres mas
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importantes a mejorar, sino el mds importante, es por esto que se estimé el impacto que
tiene la seleccion sobre un caracter “x” en la produccion de biomasa y el resto de los
caracteres no selectos. Para esto, se calcularon las correlaciones genéticas y co-
heredabilidades entre caracteres. Las correlaciones genéticas fueron altas y significativas
en ambas variedades (Tablas 4.4 y 4.5). Previamente Maina, (2012) hall6 correlaciones
genéticas altas en caracteres relacionados a la retencién de semillas en P. coloratum con
un rango de 0.8-0.97 mientras que, Dreher, (2011) observé valores de correlacion
genética mds bajos para caracteres de vigor de plantulas con un rango de 0.01-0.66. A
partir de la correlaciéon genética es posible estimar la co-heredabilidad entre pares de
caracteres. Es importante destacar que no se observaron valores de co-heredabilidad
superiores a los valores de heredabilidad en sentido estricto para cada cardcter (Tablas
4.6 y 4.7). Para otra graminea forrajera como Bromus auleticus, Re, (2004) hall6 valores
co-heredabilidad entre altura de planta y biomasa aérea (0.62) superiores a los valores de
heredabilidad individual de los mismos (0.59 y 0.41) para altura de planta y biomasa aérea
respectivamente. Sin embargo, los resultados de este estudio coinciden con aquellos
observados previamente en plantulas de P. coloratum por Maina, (2012) y Dreher, (2011)
evaluando pardmetros de retencion de semilla y vigor de pldntula respectivamente, donde
en todos los casos las heredabilidades individuales de cada caricter fueron superiores a
las co-heredabilidades. Si bien, estos datos se brindan a modo de ejemplo sobre resultados
previos hallados en P. coloratum, cabe destacar que tanto las correlaciones genéticas
como las co-heredabilidades, son parametros altamente influenciados por el ambiente
(Roff, 1996; Sgro y Hoffmann, 2004), por lo cual, estas comparaciones son utilizadas
simplemente como antecedente para la especie en estudio. Resumiendo, las correlaciones
genéticas y co-heredabilidades estimadas en ambas variedades de P. coloratum resultaron

altas para todos los caracteres.

Luego de obtener los valores de co-heredabilidad se determiné el impacto que
genera seleccionar un cardcter por sobre el resto de los rasgos de interés, es decir, la
ganancia indirecta. Como se explicé anteriormente, se empled el término seleccion
indirecta para estimar el efecto de la seleccién sobre un cardcter mientras que se
selecciona sobre otro, siendo que los dos rasgos comparten genes en comun (Roff, 1996).
Resulta interesante observar que, para las dos variedades, las ganancias indirectas no son
las mismas segun si la seleccion se realiza en forma individual o por familiar, esto es, la

SFI provoca ganancias indirectas superiores a las observadas en SGPP (Tabla 4.8 y 4.9).
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Considerando un cardcter en particular, esto es, enfocindonos en la producciéon de
biomasa bajo condiciones de salinidad-hipoxia, en la var. coloratum la seleccion directa
por este rasgo es la que estima los mayores avances (+81.9) (Tabla 4.9A). En cuanto a la
var. makarikariense se observan resultados interesantes. Si bien, se discutié previamente
que la SGPP estima mayores ganancias directas por selecciéon que SFI, bajo este dltimo
método de seleccion, se observan ganancias indirectas en PSA superiores a la ganancia
directa. Mientras que la seleccion directa por PSA produce 88.6% de incremento en este
cardcter, la seleccidon por PFR provocaria un 94% de incremento y la selecciéon por NM
un 92.4%. Las ventajas de la seleccidn indirecta son mds visibles cuando el cardcter sobre
el que se selecciona es de facil medida y se pueden reducir costos en la evaluacién de un
gran numero de genotipos de forma indirecta y aun asi obtener buena respuesta en al
caracter de mads dificil medida. Este es el caso en el incremento en PSA a través de la
seleccion indirecta por NM, en la cual es posible seleccionar aquellos genotipos que
presenten mayor nimero de macollos bajo condiciones de estrés combinado, con el
objetivo de incrementar la produccion forrajera en estas condiciones, sin necesidad de

utilizar un método destructivo para medir la produccion de biomasa aérea.
Conclusiones

El presente estudio aporta conocimientos acerca de la variabilidad genética
presente en poblaciones de 2 variedades botdnicas de P. coloratum y la eficiencia de
diferentes métodos de seleccién para incrementar la tolerancia a estrés combinado de
salinidad-hipoxia. En este sentido, los resultados presentados en este capitulo

demostraron:

Para ambas variedades de P. coloratum la variabilidad genética entre familias fue

superior a la hallada dentro de familias

Los valores de heredabilidad para los caracteres evaluados en condiciones de
salinidad-hipoxia estimados fueron moderados-altos para ambos métodos de seleccion en

ambas variedades de P. coloratum

Las correlaciones genéticas estimadas entre caracteres fueron altas con un rango

de 0.9-1 en ambas variedades de P. coloratum

Comparando las unidades de seleccion, las SFI estima mayores ganancias
genéticas para la var. coloratum mientras que la SGPP lo hace en el caso de la var.

makarikariense
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En la var. makarikariense el avance genético estimado para PSA seria superior

mediante seleccion indirecta por NM.
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Capitulo 5

Conclusiones generales y perspectivas futuras

Atendiendo al nuevo escenario productivo desarrollado en la Argentina, donde
una gran proporcion de la ganaderia actual se desarrolla en ambientes con las limitantes
aqui abordadas, este estudio buscd, por un lado, brindar respuestas acerca del
comportamiento de una graminea forrajera subtropical como P. coloratum frente a
condiciones de estrés combinado de salinidad — hipoxia y, por otro lado, explorar la

posibilidad de realizar seleccion de genotipos superiores en su tolerancia a este estrés.

Para comprender la respuesta a condiciones de salinidad e hipoxia, se estudiaron
pléntulas pertenecientes a dos variedades botanicas de P. coloratum, contrastantes en su
adaptacion edafo-climatica, a diferentes niveles, tanto fisiol6gico como de crecimiento y
morfologia. Por ultimo, con el objetivo de incrementar la producciéon de biomasa bajo
condiciones de estrés combinado de salinidad e hipoxia, se evalu en poblaciones de
apareamiento aleatorio de cada una de estas variedades la variabilidad genética y la
posibilidad de realizar seleccién bajo diferentes métodos, ampliamente utilizados en

especies aldgamas.

Se puede destacar que las respuestas observadas a nivel fisiolégico en el capitulo
2 coincidieron con lo observado, posteriormente en el capitulo 3 en la acumulacién de
biomasa y morfologia, tanto aérea como radicular. Para la mayor parte de los caracteres
estudiados, no se observaron diferencias entre las respuestas observadas en los
tratamientos salino-aireado y salino-hipoxia, demostrando que la interaccion entre

estreses no resulté en un daino mayor al observado por el estrés salino en P. coloratum.

Para realizar los estudios fisioldgicos y morfoldgicos se utilizaron dos cultivares
comerciales, como representantes de las dos variedades botdnicas de la especie. Vale
destacar una diferencia encontrada entre estos cultivares. Se observa en el capitulo 2 que
Kapivera INTA incrementa su concentraciéon de Na+ en hojas bajo condiciones salinas
(+900%), a pesar de esto, es el cultivar que reduce menos su produccién de biomasa aérea
respecto a la condicién control (56%) (Capitulo 3). Por el contrario, en el cultivar Klein,
no se observaron incrementos significativos en la concentracion de Na+, mientras que
redujo un 74% su acumulacion de biomasa en condiciones salinas. En este estudio, no fue
posible determinar la localizacién celular del Na+, por lo que resulta de interés a futuro,

evaluar la compartimentalizacion del Na+ en plantulas de P. coloratum var.

79



makarikariense creciendo en condiciones de salinidad. Esto permitiria profundizar en la
diferencia hallada aqui, en las estrategias de tolerancia a estrés salino en dos variedades

de una misma especie.

Una variable que permiti6 observar diferencias en el estrés provocado por la
salinidad fue la temperatura foliar. Siendo este, un dato que, con facilidad y rapidez,
puede tomarse en un gran ndmero de individuos, seria de interés evaluar la existencia de
variabilidad genética para este cardcter en P. coloratum. Variables de facil medicién son
habitualmente demandadas por parte de los programas de mejoramiento genético. La
temperatura foliar podria entonces, potencialmente, ser incluida en futuros programas de

mejoramiento como marcador de tolerancia a salinidad en P. coloratum.

En las poblaciones de ambas variedades de P. coloratum, se observé una amplia
variabilidad genética en caracteres morfoldgicos y, en consecuencia, las estimaciones de
ganancia genética por seleccion fueron promisorias (Capitulo 4). Si bien se realizaron
estimaciones en torno a la seleccion de genotipos por su tolerancia a estrés combinado, a
futuro seria de interés, evaluar el avance efectivo alcanzado luego de un ciclo de
seleccion, en otras palabras, evaluar la heredabilidad realizada para cada carécter de
interés. Es de destacar que seria importante, no solo, evaluar esto en condiciones de
hidroponia, como la utilizada en este estudio, sino ademds en condiciones de campo. Ya
que, si bien la hidroponia es un sistema que se ha utilizado con éxito para evaluar la
respuesta a estrés en diferentes especies, su uso en programas de mejoramiento genético
es reciente y existen controversias sobre el éxito que puedan alcanzar, en condiciones de

campo, las poblaciones seleccionadas en ambientes controlados.

Como se ha mencionado antes, para la mayor parte de los caracteres estudiados
aqui, no se observaron diferencias entre condiciones de salinidad y el estrés combinado
de salinidad + hipoxia, a raiz de esto, surge la siguiente pregunta, ;Seria posible,
entonteces, seleccionar genotipos en condiciones de salinidad con el objetivo de obtener
poblaciones tolerantes a estrés combinado? Teniendo en cuenta, las dificultades que
conlleva evaluar y seleccionar por estrés combinado, esto podria resultar en un avance
importante en los programas de mejoramiento en P. coloratum, en pos de disminuir

tiempos y costos durante el proceso de seleccion.

En un escenario de cambio en el uso de la tierra y desplazamiento de la ganaderia
a zonas con limitantes edafo-climéticas, los resultados obtenidos en esta tesis contribuyen
a formar las bases de un programa de mejoramiento genético en P. coloratum var.
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makarikariense y var. coloratum para incrementar la tolerancia a estrés combinado de

salinidad y anegamiento.
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